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Résumé

Cette étude porte sur les effets de I'hnarmine (H), un alcaloide dérivé de la plante Peganum
harmala connu pour ses effets nocifs sur le foie, les reins et le cerveau des rats, ainsi que sur
le stress oxydatif. L'étude examine les avantages préventifs de l'utilisation de [I'extrait
éthanolique de Matricaria chamomilla (EEC). Six groupes (n = 8) de rats ont été créés. Le
groupe 1 (contrdle) ; le groupe 2 a recu une seule injection de H (40 mg/kg) ; le groupe 3 a
recu de I'EEC (200 mg/kg) ; le groupe 4 a recu de I'EEC (500 mg/kg) ; les groupes 5 et 6 ont
recu une injection de H (40 mg/kg) avec 1’administration de I'EEC (200 mg/kg) ou (500
mg/kg) pendant 21 jours ; tous les groupes ont été soumis a un stress par le biais d'un test de
nage forcée.

Les résultats de I'étude ont révélé que I'exposition a I'Harmine (H) a induit un comportement
anxieux chez les rats, accompagné d'une prise de poids notable ainsi que d'une augmentation
de la taille du foie et des reins. De plus, cette exposition a provoqué une légére hausse des
niveaux seriques de cholestérol total, et une augmentation significative des niveaux de
malondialdéhyde (MDA), indiquant un stress oxydatif accru. On a également observé une
diminution marquée de la capacité antioxydante totale dans le foie, les reins et le cerveau,
illustrée par la réduction des niveaux d'enzymes antioxydantes telles que la glutathion
peroxydase (GPx) et la glutathion S-transférase (GST), ainsi que de la concentration en
glutathion réduit (GSH). En outre, une inhibition de I'activité de I'acétylcholinestérase (AChE)
a été notée.

Parallelement, le traitement par I'extrait éthanolique de Camomille (EEC) a démontré un effet
protecteur significatif sur le poids des organes, atténuant efficacement les effets délétéres
provoqués par I'Harmine. L'analyse microscopique des tissus hépatiques et rénaux a été
effectuée pour évaluer ces parametres. 1l est important de noter que les observations n'ont
révelé aucune altération majeure dans la morphologie ou la structure des organes a la suite des
traitements avec I'Harmine et I'EEC. Cette resilience suggere que I'extrait de Matricaria
chamomilla (MC) posséde une activité anti-radicalaire notable, offrant une protection contre
les effets oxydatifs induits par I'Harmine sur le foie, les reins et le cerveau et révéle ainsi son

potentiel en tant qu'agent anxiolytique et antioxydant.

Mots-clés : Harmine, Matricaria chamomilla, Extrait éthanolique, Neurotoxicité,

Comportement, Anxiéte, Paramétres biochimiques, Stress oxydatif, Rat Wistar.



Abstract

This study focuses on the effects of harmine (H), an alkaloid derived from the plant Peganum
harmala known for its harmful effects on rat liver, kidney, and brain, as well as oxidative
stress. The study examines the preventive benefits of using the ethanolic extract of Matricaria
chamomilla (EEC). Six groups (n = 8) of rats were created. Group 1 (control); group 2
received a single injection of H (40 mg/kg); group 3 received EEC (200 mg/kg); group 4
received EEC (500 mg/kg); groups 5 and 6 received H (40 mg/kg) and EEC (200 mg/kg) or
(500 mg/kg) for 21 days; all groups were subjected to stress via a forced swim test.

The results of the study revealed that exposure to Harmine (H) induced anxious behavior in
the rats, accompanied by significant weight gain and increased liver and kidney size. In
addition, this exposure caused a slight rise in serum total cholesterol levels, and a significant
increase in malondialdehyde (MDA) levels, indicating increased oxidative stress. There was
also a marked decrease in total antioxidant capacity in liver, kidney, and brain, illustrated by
reduced levels of antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
S-transferase (GST), as well as reduced glutathione (GSH) concentration. In addition,
acetylcholinesterase (AChE) activity was inhibited.

At the same time, treatment with Chamomilla ethanolic extract (EEC) demonstrated a
significant protective effect on organ weight, effectively attenuating the deleterious effects
caused by Harmine. Microscopic analysis of liver and kidney tissue was carried out to assess
these parameters. Importantly, observations revealed no major alterations in organ
morphology or structure following treatment with Harmine and EEC. This resilience suggests
that Matricaria chamomilla (MC) extract possesses notable anti-free radical activity, offering
protection against Harmine-induced oxidative effects on the liver, kidney, and brain, and thus

reveals its potential as an anxiolytic and antioxidant agent.

Key words: Harmine, Matricaria chamomilla, Ethanolic extract, Neurotoxicity, Behavior,

Anxiety, Biochemical parameters, Oxidative stress, Wistar rat.
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Introduction

1. Introduction

Depuis les temps les plus reculés, I'homme a toujours été intrigué par les plantes, qui
s'imposent sur la planéte par leur apparence, leur profusion et leur énigme (De Gubernatis,
2023). D'une part, il a cherché chez les végétaux des sources de nourriture et un moyen de
guérison traditionnel. En effet, les plantes ont été utilisées pour leurs vertus thérapeutiques,
offrant & 'Homme des remédes naturels a divers maux. Cette relation étroite entre I'homme et
les plantes témoigne de la dépendance de I'nomme envers le monde végétal, non seulement

pour la nourriture mais aussi pour le maintien de notre santé.

La médecine traditionnelle, telle que définie par I'Organisation mondiale de la santé (OMS),
est l'utilisation de remeédes thérapeutiques, souvent a base de plantes, qui ont été utilisés
traditionnellement dans différentes cultures (Farzaei et al., 2020). Les préparations phyto-
thérapeutiques sont créés a partir d'éléments organiques issus de diverses sections des plantes,
incluant notamment les fleurs, les feuilles, les tiges, les graines et les racines (Dhakad et al.,
2019). Ces éléments sont produits par des processus biosynthétiques et transformés en
produits finis en utilisant des matiéres premiéres renouvelables et des méthodes respectueuses
de I'environnement. Ces substances organiques, qui jouent un réle crucial dans les processus
physiologiques des plantes, sont souvent jugées compatibles avec I'organisme humain. Par
ailleurs, les remédes fabriqués a partir de plantes sont fréquemment percus comme étant sars

en raison de leur origine naturelle (Bettiol et al., 2018).

Cependant, cette relation avec les plantes n'est pas sans risques. Des études ont montré
qu'elles ne sont pas toutes sdres pour un usage humain direct, en particulier chez les enfants
(Mie et al., 2017). Au fil du temps, I'hnomme a d( apprendre a discerner les plantes toxiques
des plantes bénéfiques, un savoir qui n'a pas toujours été évident. En effet, les risques
d'intoxication végétale sont réels et peuvent survenir par suite des confusions, a I'emploi
vernaculaires génériques appliqués a différentes especes n'ayant rien en partage avec la
thérapie, ou a des surdosages thérapeutiques. Ces confusions peuvent entrainer des
conséquences tres graves, allant jusqu'a I'empoisonnement. De ce fait, on a parfois oublié que
la nature, bien qu'elle soit une grande pourvoyeuse d'aliments et de remédes, constitue aussi

un réservoir redoutable de poisons (Benamrouche et al., 2021).

Récemment, un intérét renouvelé pour la nature s'est manifesté dans les pays en
développement, entrainant une recrudescence des risques liés aux plantes. Actuellement, la

menace que représentent les risques naturels reste significative, en particulier dans les pays ou

1
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les traditions culturelles liées a I'utilisation des plantes est toujours vivante, du fait du manque
de moyens financiers et de l'insuffisance des infrastructures sanitaires (Zeggwagh et al.,
2013). Il est important de noter que toutes les plantes utilisées dans les traitements médicinaux
ne sont pas sans danger. Un végétal peut étre bénéfique en tant que médicament lorsqu'il est
utilisé en petite quantité et de maniére contrdlée, mais il peut se transformer en risque pour la

santé humaine s'il est mal utilisé (Plassart, 2015).

De nombreux rapports existent concernant les effets indésirables associées a I'usage de plantes
employées dans les traitements traditionnels. Les recherches indiquent que [l'utilisation
continue de certaines herbes thérapeutiques peut provoquer des complications incluant des
troubles respiratoires, des lésions hépatiques durables et, dans des situations plus critiques,
une altération cérébrale (Boussahel, 2018).

Récemment, on observe une montée notable des cas d'empoisonnement liés a I'utilisation des
plantes, avec des incidences qui ont grimpé a des niveaux préoccupants (Baba Aissa, 2016).
Chaque année, les services d'urgence hospitaliers signalent des centaines d'incidents
d'intoxication, dont certains sont fatals, provoqués par une utilisation inappropriée de plantes
ornementales ou sauvages, souvent due a un manque de connaissances sur leurs propriétés
toxiques (Hammiche et al., 2013). L'OMS estime que prés de 10 % de cas d'intoxication
végétales dans le monde (Konaté, 2023). Des recherches récentes indiquent que les plantes
sont responsables d'environ 3,5 % de l'ensemble des cas d'intoxication dans les pays
développés, et 4,87 % dans le monde entier. Cependant, 559 des 1 749 expositions a des

plantes sont survenues chez des enfants (Tadmori et al., 2022).

Dans divers pays méditerranéens, I'usage abondant de substances naturellement toxiques a eté
observé. Des plantes comme le Harmal, le Pavot, le Ricin ou la Scille ont souvent été
impliquées dans des cas d'intoxications alimentaires ou accidentelles (Hammiche et al.,
2013). Les plantes ont de tout temps joué un réle essentiel dans la vie de tous les jours.
L'exploration et la compréhension des caractéristiques des plantes, en particulier celles qui
sont toxiques, ont toujours été une quéte permanente, suscitant a la fois admiration et
prudence (Montanari et Flandrin, 2016). La dangerosité d'une plante dépend de divers
éléments. Il est important de tenir compte de facteur de la plante ingéré, de sa teneur en
principe actif ainsi que des composés chimiques qu'elle renferme. Les substances
potentiellement dangereuses pour les humains et les animaux, telles que les alcaloides, les

glycosides, les saponines ou les oxalates, font partie de ces composés (Anywar, 2020).
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Les alcaloides, appartenant a un vaste groupe de métabolites secondaires végetaux, se
caractérisent par leur faible poids moléculaire et la présence d'au moins un atome d'azote dans
un cycle, souvent issus d'acides aminés (Ferreira et al., 2020). Représentant un ensemble
crucial parmi les composés organiques naturels qui se trouvant dans diverses familles
botaniques, ils se distinguent par une incroyable diversité, tant en termes de structure que de
voies de biosynthése, avec plus de 20 000 entités chimiques réparties dans environ 20 % des
espéces de plantes vasculaires (Matsuura et Fett-Neto, 2015). Selon (Tidjani et Rhouati,
2016) cette diversité est illustrée par I'existence de 11 classes principales d'alcaloides, telles
que les alcaloides pyrrolizidiniques, tropaniques, quinolizidiniques, pipéridiniques,

pyridiniques, amidazoliques et indoliques, chacune dérivant de précurseurs spécifiques.

Parmi ces classes, les alcaloides indoliques se distinguent par leur hétérogénéité et leur large
spectre d'activités biologiques, grace a la présence du groupe fonctionnel indole et du
tryptophane comme précurseur biochimique (De Luca et al., 2012). (Ferreira et al., 2020) a
examiné ces substances en vue de leur application dans le domaine pharmaceutique, leur
emploi en tant que stimulants ou narcotiques, ainsi que pour leur capacité a agir comme
agents toxiques. En effet, au-dela de leurs applications bénéfiques, les alcaloides jouent un
réle de défense pour les plantes contre les prédateurs et les pathogenes, ce qui témoigne de
leur potentiel toxique. Comme le notent (Adamski et al., 2020), elles sont spécifiqguement
qualifiées de substances parmi les plus dangereuses trouvées dans I'environnement naturel,

capables d'avoir un effet négatif sur le métabolisme des animaux et des étres humains.

Leur toxicité, est influencée par la dose consommée, de la durée d'exposition et de la
sensibilité individuelle, ils présentent un risque notable pour les mammiféres, étant donné
qu'ils peuvent engendrer une gamme variée d'effets sur le systéeme nerveux, allant entre
stimulation et I'inhibition, en fonction de la nature et de la quantité de l'alcaloide impliqué
(Djama et Karour, 2020).
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Figure 1. Structures fondamentales des alcaloides indoliques et de leurs composeés
précurseurs.

Des études ont examiné le métabolisme des alcaloides indoliques, leur accumulation, ainsi
que le suivi de leur activités enzymatiques et les niveaux de leurs précurseurs (Matsuura et
Fett-Neto, 2015), révélant un potentiel inhibiteur ou excitateur sur un large éventail
d'enzymes et d’hormones essentielles au métabolisme humain (Ferreira et al., 2020). Une des
fonctions notables de ces substances est leur interaction avec les transporteurs de la
sérotonine, et leur capacité a bloquer sa réabsorption (Martin, 2018), entrainant ainsi une
élévation de sa concentration dans l'espace inter-synaptique. Cela stimule les récepteurs 5-
HT1A, influencant les excitations post-synaptiques et pré-synaptiques, diminue leur propre
libération et peut provoquer un effet anxiogéne a court terme (Sermoz, 2015). Ces
interactions avec la sérotonine, un neurotransmetteur clé dans la régulation de I'numeur, du
sommeil, de la perception de la douleur, de la réponse au stress, de I'activité psychomotrice, et
le controle de l'anxiété (Jiang et al., 2019), peuvent influer sur les niveaux de sérotonine
cerébrale, affectant ainsi l'anxiété. Des études suggeérent que les déséquilibres dans les
concentrations de sérotonine sont liés a I'émergence de troubles de I'anxiété, en particulier via
le controle de la synthése du cortisol, une hormone impliquée dans la régulation du stress

corporel.

La reconnaissance de l'importance cruciale de mesurer l'anxiété et la dépression dans des
modeles animaux est désormais bien établie. Les troubles de I'anxiété apparaissent
précocement et touchent un grand nombre de jeunes adultes, environ 29 %, tandis que 17 %
souffrent de dépression (Fortress et al., 2018), constituant ainsi un fardeau considérable pour
les systemes de santé. Ces troubles sont souvent associés a diverses pathologies, y compris
neurologiques, métaboliques et cardiovasculaires, ce qui entraine une diminution significative
de la qualité de vie (Harro, 2018). L'anxiété et la dépression, composantes de nombreuses
affections (Tassé, 2019), se caractérisent par une gamme de symptdmes incluant des troubles
alimentaires et du sommeil, une perte d'intérét et de plaisir, une fatigue, une difficulté de
concentration, ainsi que des dysfonctionnements de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
ou des problémes de neuroplasticité (Fortunato et al., 2010). Chez les animaux, ces
conditions se traduisent par une activité physique diminuée, un comportement de repos accru
et un toilettage facial unilatéral. Pour évaluer I'état d'anxiété, des tests tels que le champ
ouvert (Open Field ;OF) et le labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze ;EPM) sont

utilises pour observer le comportement exploratoire et la réactivité dans un environnement
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inconnu, La locomotion, mesurée par la distance parcourue, et le comportement d'élévation,
observé quand l'animal se tient sur ses pattes arriére, sont indicatifs d'un ralentissement
psychomoteur (réduction de I'activité motrice), servant ainsi d'indicateurs de I'anxiété et de la

dépression (Zhang et al., 2017).

A la suite de l'analyse des techniques pour mesurer l'anxiété et la dépression basées sur
I'observation du comportement des animaux, il est judicieux d'examiner certains composants
naturels des plantes remarquables pour leurs influences prononcées sur le systeme nerveux,
notamment en raison de leurs effets anxiogénes. Peganum harmala est un exemple notable,
ayant été la cible de recherches multiples qui ont cherché a évaluer son influence sur les
niveaux d'anxiété. Ces études ont mis en évidence la complexité des relations entre les

éléments phytochimiques de la plante et la neurobiologie liée a I'anxiété.

Peganum harmala L., frequemment appelé Harmal en Algérie, est une espece appartenant a
la famille des Zygophylaceae. Cette plante se trouve principalement a I'état sauvage dans la
région méditerranéenne, mais sa présence est également notée en Asie centrale et en Afrique
du Nord (Zhu et al., 2022). Il s'agit d'un arbuste qui peut mesurer jusqu'a un metre de hauteur,
caractérisé par des fleurs blanches distinctives, des racines courtes et étendues, et des capsules
qui renferment de nombreuses graines (Lamchouri, 2014). Les diverses parties de la plante, y
compris les graines, les éléments aériens, les fruits et la plante enticre, ont été au cceur de
nombreuses études scientifiques récentes en raison de leurs propriétés biologiques et
pharmacologiques impressionnantes. On leur attribue notamment une activité anticancéreuse
efficace (Zhang et al., 2014), anti-inflammatoires (Bensalem et al., 2014), antipyrétiques
(Moloudizargari et al., 2013), antibactériennes (Pradeep Kumar et al., 2014), des effets
bénéfiques dans le traitement du parkinsonisme (Liu et al., 2015), et ils sont considérés
comme potentiels dans la prise en charge de la maladie d'Alzheimer (He et al., 2015) et pour

le traitement de plusieurs autres affections humaines (Li et al., 2017).

Les graines de P. harmala, qui ont été incluses dans les Normes de médicaments du ministere
de la Santé publique de la République populaire de Chine (Section pharmaceutique Uygur)
(Wang et al., 2019), se distinguent particulierement par leur forte concentration en alcaloides
B-carboline de type indolique, que les autres parties de la plante. Ces alcaloides incluent des
composés tels que I'harman, I'harmine et I'harmaline avec une teneur totale supérieure a 50 %,
et la teneur de certains alcaloides traces tels que la vasicine, I'hnarmalol et I'narmol, sont de

2,53 %, 0,5 % et 0,08 % respectivement (Liu et al., 2013). Outre ces alcaloides, les graines
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contiennent aussi des quantités modérées de polyphénols (Senhaji et al., 2022), de
flavonoides (Arif et al., 2022) et de saponines (Iranshahy et al., 2019), contribuant a leur
richesse en composés bénéfiques.

Bien que l'utilisation de P. harmala en médecine traditionnelle pour ses nombreuses
propriétés pharmacologiques soit bien établie, il est essentiel de reconnaitre que la richesse en
alcaloides de leurs graines est une épée a double tranchant. D'un c6té, ils contribuent aux
propriétés thérapeutiques de la plante, mais de l'autre, ils peuvent également engendrer des
effets indésirables (Rezzagui et al., 2020).1l est devenu évident que la structure chimique
d'une substance est intrinséquement liée a sa fonction physiologique (Laribi et al., 2022). Les
effets des plantes dans leur forme naturelle peuvent différer de ceux des composes purs isolés.
Les produits chimiques synthétiques dérivés de plantes sont souvent hautement actifs sur le
plan physiologique, mais peuvent entrainer des effets secondaires imprévus. A l'inverse, les
médicaments a base de plantes, issus d'organismes vivants, sont généralement mieux tolérés

par le corps (Laribi et al., 2022).

Gréace aux avancées scientifiques, il est désormais possible d'isoler des composés actifs a I'état
pur et, dans certains cas, de les synthétiser entierement. Cela a conduit a la production de

substances actives artificielles en grande quantité, comme c'est le cas pour I'harmine.

En effet, I'narmine est un produit naturel largement répandu dans de nombreuses plantes et est
reconnu comme ¢étant le principal alcaloide B-carboline extrait des graines de P. harmala
(Nakagawa et al., 2010). L'évaluation du métabolisme de cet alcaloide, tant in vivo qu'in
vitro, révele des conséquences néfastes aprés une surcharge (Ghizlane et al., 2021). Diverses
études ont attiré I'attention sur I'intoxication par I'harmine de I'homme et de I'animal (Herraiz
et al., 2010; Li et al., 2016; Moloudizargari et al., 2013), qui se manifeste par des
modifications des fonctions rénales et hépatiques chez I'nomme et le rat a la dose de 100
mg/kg (Mohamed et al., 2013). Elle entraine des malaises et des troubles digestifs et une
anémie, en raison de l'accumulation des alcaloides de la B-carboline, tels que I'harmaline et
I'hnarmine, qui peuvent représenter jusqu'a 4,3 % et 5,6 % du poids corporel respectivement
(Wang et al., 2019).

Chez I'hnomme, l'ingestion de fortes doses de graines peut provoquer divers symptomes,
notamment des hallucinations visuelles, de I'nypertension, une tachycardie, une tachypnée,

une ataxie, des nausees, des vomissements et des tremblements (Shabani et Naderi, 2022). I
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a éte également démontré que I'narmine interagit avec plusieurs types de récepteurs a la
surface des cellules (Fortunato et al., 2010), illustrés par exemple par l'induction d'effets tels
que I'hypothermie, les hallucinations et les tremblements via un mécanisme sérotonergique,
en interagissant avec les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2C. (Chen et al., 2005) ont conclu que
les B-carbolines, telles que I'narmine et I'harmaline, provoquent également une neurotoxicité

aigué significative.

Bien que de nombreuse recherche ont mis en lumiére le potentiel toxique de certaines plantes
et de leurs dérivés, il est essentiel de reconnaitre que de nombreux végétaux riches en
composés phytochimiques possedent un fort pouvoir antioxydant et anxiolytiques bénéfiques
pourraient étre efficaces dans le traitement ou la prévention contre de nombreuses affections
(Alchlabi Et Abdul-Rahman, 2019). Ces substances naturelles, a travers des mécanismes
d'action specifiques et souvent en interaction avec plusieurs systemes de I'organisme (digestif,
circulatoire et neurologiques) peuvent aider a moduler I'anxiété sans effets secondaires, tout
en apportant des antioxydants indispensables a I'organisme, essentiels pour contrer les effets
néfastes des radicaux libres (Akbari et al., 2022). Cette distinction est importante, car il a été
rapporté qu'il existerait environ 300000 especes de plantes médicinales et que seulement 10 %
ont été étudiées d'un point de vue phytochimique et pharmacologique (Newman et Cragg,
2012). Au sein de la diversité botanique, la famille des Astéracées se distingue, notamment
avec Matricaria chamomilla, plus communément désignée sous le nom de Camomille
allemande ou Matricaria recutita L., reconnue pour ses nombreuses vertus thérapeutiques et

ayant fait I'objet d'investigations scientifiques approfondies.

Les études menées sur des modéles animales ont révélé les vertus thérapeutiques de la
Camomille, soulignant notamment son réle dans la diminution du stress oxydatif, un élément
clé dans le processus de vieillissement des cellules et le développement de nombreuses
pathologies chroniques (Sebai et al., 2015). En outre, l'utilisation d'extraits de M. chamomilla
a montré une amélioration notable des fonctions rénale (Jabri et al., 2017; Sebai et al.,
2015), gastrique (Bulgari et al., 2012), hepatique (Khan et al., 2014) et méme cérébrale,
notamment par la protection contre les dommages neuronaux de I'hippocampe observés chez
les rats présentant des déficits mnésiques (Al-Snafi et Lawahidh Fali, 2023), affirmant ainsi
son efficacité dans la préservation de la vitalité des organes essentiels. Les bénéfices observés
sont liés a ses capacités antidiabétiques (Al-Dabbagh et al., 2019), antioxydantes (Jabri et
al., 2020), et a ses effets anxiolytiques (Amsterdam et al., 2020). Des recherches récentes ont

également identifié des propriétés antidépressives de la Camomille romaine chez les sujets
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animaux soumis a un stress, en stimulant la neurogenese hippocampique et en équilibrant les
niveaux de corticostérone sanguine par une régulation de l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS) (Hashikawa-Hobara et al., 2019). Elle présente également une capacité
préventive, en boostant I'activité motrice et reduisant le temps d'immobilité durant le test de
nage forcée chez les rats non stressés (Kong et al., 2017), ce qui met en lumiere le réle

significatif des composés chimiques de la Camomille dans ses usages thérapeutiques.

La Camomille allemande est particulierement riche en composés bioactifs, y compris les
tanins, connus pour leurs effets astringents et leur capacité a protéger les tissus; les
polysaccharides, qui jouent un role crucial dans le soutien du systéeme immunitaire; les
spiroéthers, contribuant a ses effets antispasmodiques; les coumarines, avec leurs propriétés
anticoagulantes (Bhattacherjee et al., 2022); les terpénoides, offrant des bénéfices anti-
inflammatoires; les flavonoides avec 0,5 % de la matiére séche, célébrés pour leur action anti-
inflammatoire et antioxydante qui aident a réduire et a réguler les activités cellulaires et a
lutter contre le stress oxydatif (Boncan et al., 2020); et les polyphénols totaux avec 420,35
mg/100g de poids frais (Al-Snafi et Lawahidh Fali, 2023), qui sont des antioxydants
puissants contribuant a la prévention de maladies chroniques et au maintien de la santé

cardiovasculaire et cérébrale (Qureshi et al., 2019).

En plus de ces composés spécifiques a la Camomille, les plantes en général sont des sources
riches en polyphénols. Ces derniers sont reconnus pour leur capacité a moduler de nombreux
processus physiologiques et moléculaires, notamment en influencant positivement le
métabolisme énergétique (Barcin-Glzeldere et al., 2022). Cette interaction entre les
polyphénols et les fonctions corporelles souligne I'impact significatif que la phytothérapie
peut avoir sur la sante globale, offrant une alternative aux médicaments conventionnels pour

la gestion et la prévention de diverses conditions de santé.

Cette thése vise a explorer les effets pharmacologiques et toxiques, ainsi que les répercussions
comportementales et endocriniennes de I'alcaloide [ -carboline, Harmine, sur des rats Wistar.
De plus, cette recherche examinera les propriétés préventives de la plante Matricaria

chamomilla face a ces effets.

L'étude se concentre sur l'analyse de I'efficacité protectrice de I'extrait éthanolique de M.

chamomilla sur des rats exposés a I'harmine, a travers plusieurs axes d'évaluation :

» Mesure de divers parametres liés a la croissance des animaux ;
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Analyse comportementale, effectuée a l'aide de techniques spécifiques telles que
I'Open Field (OF) et I'Elevated Plus Maze (EPM), pour étudier leurs interactions avec
les systémes nerveux et endocriniens, y compris la mesure de [I'hormone
adrénocorticotrope (ACTH) ;

Examen des changements dans le métabolisme des lipides et des glucides provoqués
par I'exposition ;

Quantification des marqueurs de stress oxydatif en évaluant les activités de certaines
enzymes, comme la glutathion peroxydases (GPx), la glutathion S transférase (GST) et
I’acétyle cholinestérase cérébrale (AChE), ainsi que de composants non enzymatiques
tels que le glutathion réduit (GSH) et le malondialdéhyde (MDA) dans différents
organes (cerveau, foie, reins), afin d'élucider les mécanismes d'action des traitements
appliques ;

Réalisation d'analyses histologiques sur les organes ciblés tels que le cerveau, les
glandes surrénales, le foie et les reins ;

Discussion approfondie des résultats obtenus au cours de I'étude.
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2. Matériel & Méthodes

2.1 Produits chimiques

L'harmine (7-méthoxy-1-méthyl-B-carboline) est un alcaloide naturel, appartenant a la
famille des B-carbolines, que I'on trouve dans les graines de la plante Peganum harmala.
Il a été acheté a Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA. Le produit a une pureté de > 98 %.
Dans notre étude expérimentale, 9,6 mg d'harmine ont été dissous dans 0,5 ml d’une
solution d'acide acétique (AcOH) a 2 % et 0,5 ml d’une solution de chlorure de sodium

(NaCl) a 0,9 %, puis injectés dans le péritoine de I'animal dans les groupes sélectionnés.

HyCO \_ N
H  CHs

Figure 2. Structure chimique de ’harmine (7-methoxy-1-methyl-p-carboline)
(photo originale)

2.2 Matiere végétale

Matricaria chamomilla est une plante annuelle aromatique de la famille des Asteraceae,
qui  peut atteindre une hauteur de 10 a 60 cm. Les feuilles ovales et plumeuses sont
accompagnées de fleurs blanches et parfumées (Al-Snafi et al., 2023). La plante entiere
de M. chamomilla a été achetée en mars dans un magasin commercial a Annaba, en
Algérie. L'identité botanique de la plante a éte vérifiée et authentifiée par le professeur
REBBAS Kbhellaf, de département de biologie de l'université de M'sila, en Algérie, a
verifié et authentifié I'identité botanique de la plante a partir de la flore algérienne
énoncée par (Quezel et Santa, 1962- 1963).
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Figure 3. Matricaria chamomilla L (photo prise durant I’étude)

2.3 Préparation de I'extrait éthanolique

L'extrait éthanolique de M. chamomilla (EEC) a été préparé en faisant macérer 100
grammes de poudre de M. chamomilla, séchée et réduite en fine poudre a l'aide d'un
molinex, dans 1 litre d'éthanol a 70 % dans un rapport de (1 :10), sous agitation. Apres 24
heures, le mélange résultant a été filtré sur du papier filtre Whatman. Le filtrat a été
concentré dans un évaporateur rotatif sous vide a 45 °C. L'extrait obtenu a été séché dans
une étuve réglée a 46 °C (Bohui et al., 2018).

Macération
dans I°éthanol
70°

Evaporation
sous vide 45°

Séchage
dans une
étuve 46°

Figure 4. Procédure d'extraction éthanolique par évaporateur rotatif (photos prises lors

de I’extraction)
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2.3.1 Calcule du rendement

Le rendement a été déterminé en pourcentage a l'aide de la formule :
R (%) = (M/MO0) x 100

* R (%) : Rendement en %
= M : Masse de I'extrait sec obtenu (g)
= MO : Masse de I'extrait a traiter (g)

La poudre obtenue a ensuite été conservée a l'abri de la lumiere et a température
ambiante. La dose a été préparée une fois tous les deux jours et conservée au

réfrigérateur (4°C) jusqu'a son administration.

2.4 Elevage d'animaux

48 rats Wistar males de I'Institut Pasteur d'Alger, pesant 240 * 20 g, ont été utilisés pour
cette étude. Les animaux ont été gardés dans des cages par groupes de huit dans un
environnement contrdlé (température constante (25 + 3 °C), humidité (50 + 5 %) et cycle
lumiére-obscurité de 12 heures), avec un acces illimité a la nourriture et a la boisson
pendant toute la durée de l'expérience. Toutes les méthodes des protocoles ont été
appliquées entre 9h00 et 18h00 et approuvées par la Commission d'éthique animale de
I'Université UBMA, Annaba, Algérie.

2.5 Méthode expérimentale

2.5.1 Induction du stress

Le stress a été induit par le test de la nage forcée (FST), une méthode comportementale
permettant d'évaluer l'efficacité d'un traitement antidépresseur (Jiang et al., 2014). Le
principe de base du test est le placement individuel de chaque rat dans un aquarium de 30
cm de large et 40 cm de haut. Chaque rat a subi 20 min de stress du jour 5 au jour 10
aprés le début de la thérapie. De l'eau a une température de 25 °C est ajoutée a
l'aquarium jusqu'a ce qu'il atteigne une hauteur de 35 cm afin d'empécher le rat
d'escalader les bords du dispositif pour s'échapper, ce qui lI'oblige a nager.
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Figure 5. Test de la nage forcée (photo prise durant I’étude)

2.5.2 Traitement des animaux

Les animaux ont été répartis en six groupes (n = 8) apres deux semaines d'acclimatation.

Groupe contrdle : 1 ml d'eau distillée par voie orale du 11°™ jour de I'expérience au
215™ jour.

Groupe H : a recu 40 mg/kg de poids corporel d'harmine par une seule injection
intrapéritonéale (i.p.) le 1°" jour de I'expérience.

Groupe EEC200 : a recu 200 mg/kg de poids corporel d'extrait éthanolique de M.
chamomilla par voie orale du 11°™ au 21°™ jour de I'expérience.

Groupe EEC500 : 500 mg/kg de poids corporel d'extrait éthanolique de M.
chamomilla par voie orale du 11°™ au 21°™ jour de I'expérience.

Groupe EEC200 + H : 40 mg/kg de poids corporel d'harmine par injection
intrapéritonéale (i.p.) le 1°" jour de l'expérience, puis le 11°™ jour 200 mg/kg de
poids corporel d'extrait de M. chamomilla éthanolique par voie orale jusqu'au 21°™®
jour.

Group EEC500 + H : 40 mg/kg de poids corporel d’harmine par injection
intrapéritonéale (i.p.) le 1°" jour de l'expérience, puis le 11°™ jour 200 mg/kg de
poids corporel d'extrait de M. chamomilla éthanolique par voie orale jusqu'au 21°™®

jour.

Afin de verifier I'effet des traitements sur I'augmentation du poids des animaux, les rats

ont été pesés quotidiennement, a la méme heure tous les matins, pendant toute la durée
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de la période de traitement de 21 jours. Notons que 40 mg/kg H est I'équivalent de la
DL50 / 5 de l'alcaloide harmine découvert par (Moloudizargari et al., 2013). Selon une
étude prédéterminée par (Asgharzade et al., 2015), les dosages de I'extrait de EEC ont

été sélectionnés.

2.6 Evaluation du comportement lié a I'anxiété

Le quatriéme (jour 4) et le dernier (jour 21) jour du gavage, des tests comportementaux
ont été effectués sur les différents groupes expérimentaux afin de mesurer le
comportement lié¢ a l'anxiété et d'examiner comment le traitement affecte I'activité
locomotrice, la capacité d'apprentissage et la mémoire. Les expériences ont été réalisées
dans des situations ideales établies.

2.6.1 Test du champ libre (Open Field)

Les rats ont été soumis a un test en champ libre décrit par (Hall, 1934) pour mesurer leur
niveau de locomotion, d'exploration et d'anxiété. Le dispositif de champ ouvert se
compose d’une base sous forme de carrée (10 x 10 cm de diamétre) entourée de hautes
parapets en plexiglas (70 x 70 x 40 cm) et divisee en deux zones : centrale et
périphérique. L'animal est placé au centre du champ, le test dur 5 minutes, puis le champ
est nettoyé aprés chaque enregistrement avec une solution dalcool a 70°. Le
déplacement du rat a I'intérieur du dispositif permet de mesurer le temps passé au centre
et a la périphérie, sa déambulation (distance et nombre de cases traversées par I'animal),
le temps d'immobilité, le temps passé dans les coins et le temps de redressement (temps

de station debout sur les pattes arriére).

Figure 6. Test de champs libre (Open Field, OF) (photo prise
durant I’ étude)
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2.6.2 Test de croix surélevee (Elevated Plus Maze)

Le test du labyrinthe surélevée (EPM) est un dispositif en bois comportant deux bras
ouverts (50 x 10 cm) croisés avec deux bras fermeés en plexiglas (50 x 10 x 40 cm) en
forme de plus et surélevés de 50 cm par rapport au sol. Chaque rat a été placé au centre
du labyrinthe, face a un bras ouvert, et a été soumis a un contrble manuel de
I'enregistrement pendant cing minutes. Ensuite, le dispositif a été correctement nettoye
avec de l'alcool a 70° apres le passage de chaque animal. Le temps total passé dans les
bras ouverts et fermés du labyrinthe, le nombre total d'entrées dans les bras, ainsi que le

temps et le nombre de redressements ont été notés (Pellow et al., 1985).

Figure 7. Test de Croix surélevée (Elevated Plus Maze, EPM) (photo
prise durant I’ étude)

2.7 Collecte et conservation des échantillons de sang

Au 22éme jour de I'expérience, tous les rats ont été sacrifiés, et le sang a été prélevé, puis
recueilli dans des tubes contenant un anticoagulant (EDTA) pour les analyses hormonales
(ACTH — hormone adrénocorticotrope) et dans des tubes d'héparine pour les analyses
biochimiques (glycémie et cholestérol total). Les organes des rats (cerveau, foie, reins et
surrénales) ont ensuite été prélevés rapidement, pesés, rinces avec une solution saline a
0,9 %, et coupés en deux tranches longitudinales égales. Pour I'analyse histologique, une
tranche a été immergée dans une solution de formaldéhyde a 10 %. La deuxiéme tranche
a été enveloppée dans du papier Parafilm et conservée a -20 °C jusqu'a ce que les études
sur le stress oxydatif (MDA) et le statut antioxydant (GSH, GST, GPx) et enzymatique

(AChE) soient ultérieurement déterminées.
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Figure 8. Diagramme récapitulatif du protocole expérimental.
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2.8 Mesure des marqueurs hormonaux et biochimiques

Les échantillons sanguins ont été soumis & une centrifugation de 10 minutes a 3500 tours

par minute. Le sérum ainsi obtenu a été utilisé pour déterminer deux paramétres

biochimiques, a savoir le cholestérol total et la glycémie, en utilisant un analyseur

commercial

(BioSystems S.A., Costa Brava, Espagne). Les niveaux d’hormone

adrénocorticotrope (ACTH) ont été quantifiés a I'aide d'un analyseur automatisé du méme

fabricant (BioSystems S.A., Costa Brava, Espagne).

2.8.1 Evaluation du taux d’hormone adrénocorticotrope (ACTH)

Principe

Réactifs

Calcul de la

concentration

Le dosage immunoradiométrique de I'hormone corticotrope (ACTH)
implique une méthode de type “sandwich" utilisant I'ACTH
préalablement modifiée chimiquement par une réaction de succinylation
(SACTH). (Brossaud et al., 2011).

Tampon acide de sodium; Enzymes (anticorps monoclonaux anti-
SACTH ; Traceur anti-sACTH;  Anhydride  succinique ;
Diméthylsulfoxyde DMSO ; Solution de lavage).

Calculés au moyen d'un ajustement de courbe spline (pg/mL).

2.8.2 Taux de glucose sanguin

Principe

Réactifs

Calcul de la

concentration

La glucose oxydase (GOD) transforme le glucose en acide gluconique et
peroxyde d'hydrogene (H.02). En présence de peroxydase (POD), ce
peroxyde d'’hydrogene oxyde le chromogéne incolore (4-aminophénazone)
pour former un composé coloré rouge-violet (quinoneimine) (Kaplan,
1984).

Tampon tris 7,4 ; Phenol ; Enzymes (Glucose oxydase GOD ; Peroxydase
POD ; 4-Aminophénazone 4-AP) ; Etalon glucose.

Abs échantillon

Taux Glucose (mg/l) = Abs étalon
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2.8.3 Taux de cholestérol total
Sous l'influence de la cholestérol oxydase, la cholestérol estérase

hydrolyse les esters de cholestérol pour produire du peroxyde d'hydrogene

Principe (H202). La quinoneimine est créée dans les réactions suivantes lorsque le
peroxyde d'hydrogéne et le phénol se mélangent (Naito, 1984).
Tampon 6,9 ; Phénol ; Enzymes (Cholestérol estérase CHE ; Cholestérol

Réactifs oxydase CHOD ; Peroxydase POD ; 4-Aminophénazone 4-AP) ; Etalon
cholestérol.

Calcul de la Abs échantillon

_ Taux Cholestérol (g/1) = Abs étalon
concentration

2.9 Analyse de I'état de stress oxydatif

2.9.1 Teneur en protéines

Selon (Bradford, 1976), la quantité de protéines dans les organes (cerveau, foie, reins) a
été déterminée par spectrophotométrie a 595 nm en utilisant I'albumine sérique bovine

comme référence.

| | = Prélever 0,1 ml de I'homogénat ;

» Incorporer 5 ml de bleu de Coomassie ;

= Agiter et laisser reposer pendant 5 minutes ;

= Mesurer les densités optiques par rapport au blanc a 595 nm ;

» La concentration en protéines est évaluée en comparaison avec un
standard de sérum-albumine bovine (1 mg/ml) préparé

préalablement dans les mémes conditions.

2.9.2 Détermination du taux tissulaire du malondialdéhyde (MDA)

Le degré de peroxydation lipidique (LPO) dans les organes étudiés a été évalué par
spectrophotométrie a I'aide de la technique (Ohkawa et al., 1979), basée sur la réaction
colorée du malondialdéhyde (MDA), le dérivé de la peroxydation lipidique, avec l'acide
thiobarbiturique (TBA). L'homogénat de cerveau a été obtenu dans un rapport de 1 :1 0

avec un tampon phosphate froid (0,1 M, pH 7,4) a I'aide d'un broyeur a ultrasons.
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g::> = Prélever 0,5 mL de I'hnomogénat.
= Ajouter 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

= Ajouter 1 mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

= Meélanger et incuber au bain marie a une tempeérature de 100 °C
pendant 15 minutes.

= Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol.

= Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

= Reécupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre
le blanc.

* La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en
nM/gramme de tissu (foie ou reins). Elle est obtenue gréace a une
courbe standard réalisée avec du 1,1°,3,3’-tetraethoxypropane faite

dans les mémes conditions.

2.9.3 Dosage du glutathion réduit (GSH)

En utilisant la méthode colorimétrique de (Weckbecker, 1988), qui est basée sur la
réduction de l'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupes (-SH) du
glutathion, la teneur en glutathion réduit (GSH) dans le cerveau a été déterminée apres
avoir homogénéisé 100 mg de tissu cérébral préservé dans 4 ml d'acide
éthylénediaminetétraacétique EDTA froid (0,02 M). L'absorbance du complexe coloré du
mélange réactionnel a été mesurée a une longueur d'onde de 412 nm. La concentration de

GSH a été représentée en nmoles de GSH par mg de protéine.
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ﬁ:> = Prélever 0,8 mL de I’homogénat.
= Effectuer la déprotéinisation en ajoutant 0,2 mL d'une solution

d'acide sulfosalicylique (SSA) a 0,25 %.

= Agiter le mélange et laisser reposer pendant 15 minutes dans un
bain de glace.

= Proceder a une centrifugation a 1000 tours/min pendant 5 minutes.

= Prélever 0,5 mL du surnageant.

= Ajouter 1 mL du tampon Tris (0,4 M) + EDTA (0,02 M d’EDTA),
pH 9,6.

= Effectuer un mélange et ajouter 0,025 mL de DTNB a 0,01 M
(préalablement dissous dans le méthanol absolu).

= Laisser reposer pendant 5 minutes a température ambiante pour la
stabilisation de la couleur qui se développe instantanément.

= Mesurer les densités optiques a 412 nm par rapport au blanc.

= Les résultats sont exprimés en mmol/ mg de protéines ;

DO XL x1,525
13,1x 0,8 x 0,5 X mg protéines

GSH[C =

2.10 Evaluation de I'activité des enzymes antioxydantes

L'homogénat du cerveau, du foie et des reins a été obtenu par réduction fine de 100 mg
de cerveau dans 1 ml de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) dans des conditions
de congélation.

2.10.1 Dosage du glutathion peroxydase (GPx)

L'activité de la glutathion peroxydase (GPx) dans I'homogénat de cerveau a été évaluée
selon la procédure de (Flohé et Glnzler, 1984). Cette procédure implique la réduction
du peroxyde d'hydrogene (H20>) en présence de glutathion réduit (GSH) et la conversion
de ce dernier en (GSSG) sous l'influence de la GPx. La réaction a été contr6lée par

spectrophotométrie a 340 nm.
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P = Prélever 0.2 mL de I'homogénat.
= Ajouter 0.4 mL de GSH (0.1 mM).

= Incorporer 0.2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50 mM.,
NaCl 150 mM. pH 7.4).

= Incuber au bain-marie 4 25 °C pendant 5 minutes.

= Ajouter 0.2 mL de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction
et laisser agir pendant 10 minutes.

= Ajouter 1 mL de TCA (1 %) pour stopper la réaction.

= Placer le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

= Effectuer une centrifugation pendant 10 minutes a 3000
fours/minute.

= Prélever 0.48 mL du surnageant.

= Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS.

= Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM).

= Meélanger et, apreés 5 minutes, mesurer les densités optiques
a 412 nm par rapport au blanc.

= Les résultats sont exprimés en pmol GSH/ mg protéines ;

(DO échantillon - DO étalon) x 0,04/ DO étalon

! mg protéine

2.10.2 Dosage du glutathion S-transférase (GST)

L'activité de la glutathion transférase (GST) a été calculée selon la méthode de (Habig et
al., 1974) en utilisant du 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), qui se conjugue avec le
glutathion pour faire agir les GST contenues dans I'nomogénat de I’organe. Les
changements de densité optique ont été mesurés a 340 nm sur un intervalle de 30 s
pendant 3 minutes. L'activité enzymatique spécifique est exprimée en nmols GSH-

CDNB/min/mg de protéines.

21

/



Matériel & Méthodes ///

g:> = Préparer les tubes ;

1. Tube blanc : 850 ul Tampon phosphate (0,1 M) pH 6,5), 50 ul CDNB
(0,02 M), 100 ul GSH (0,1 M)

2. Tube Essai : 20 pl Homogénat, 830 ul Tampon phosphate (0,1 M) pH
6,5), 50 ul CDNB (0,02 M), 100 pl GSH (0,1 M)

= Agiter les tubes a une température de 37 °C ;

» La variation de la densité optique est mesurée pendant 1 minute
durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm ;

= Les résultats sont exprimés en nmol GSH-CDNB/ mg protéines ;

= Calcul de I’activité spécifique :

DO échantillon/ min — DO blanc/ min

GST [C] =
€] 9,6 X mg protéine

2.11 Evaluation de I'activité de I'acétylcholinestérase cérébrale (AChE)

La technique de mesure de l'activité enzymatique est celle décrite par (Ellman et al.,
1961). La méthode est basée sur la réaction entre I'acétylcholinestérase contenue dans la
fraction tissulaire et I'acétylthiocholine (ACh) ainsi que sur le développement d'une
couleur jaune qui absorbe a 412 nm, en utilisant un tampon phosphate salin PBS (0,1 M,
pH 7,4), une solution d'acétylthiocholine et de 5-5'-dithio-bis 2-nitrobenzoate (DTNB),

Conformément au protocole ci-dessous :
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g:> *  Préparer les tubes ;
v" Tube blanc : 1050 pl Tampon phosphate, 50 ul DTNB, 50 pl ACh.

v' Tube Essai : 50 pl Homogénat, 1000 pl Tampon phosphate, 50 pl
DTNB, 50 pul ACh.

= Agiter les tubes ;

* Incuber pendant 2,5 minutes a 25 °C dans un bain-marie ;

» La densité optique est lue & intervalles de 25 minutes toutes les 3
minutes a 412 nm par rapport a un blanc ;

» Les résultats sont exprimés en nmol/ mg de protéines ;

»  Calcul de I'activité spécifique :
 (ADOmin) ¥, X 1000
~ e XLxV X [protéine]

2.12 Examen histopathologique

Les organes fixés (cerveau, foie et reins) ont été déshydratés, inclus dans de la paraffine,
coupés en sections de 5 um d'épaisseur, placés sur des lames et colorés a
I'nématoxyline-éosine (Hould, 1984). Un microscope optique (Leica Microsystems
CMS Gmbh, D-35578, Allemagne) a été utilisé pour inspecter chaque lame et les

images ont été prises avec un appareil photo (Leica ICC50 W).

Tableau 1. Procédé de coloration de Hould.

Traitement Durée de
traitement
Xyléne (1) 2 minutes
Xyléne (2) 2 minutes
Alcool absolu 2 minutes
Alcool a 90% 1 minutes
Alcool a 70% 1 minutes
Eau distillée 1 minutes
Hématoxyline 20 minutes
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Eau du robinet 3 minutes
Alcool acide de différenciation (1 % d'acide chlorhydrique dans 70 10 secondes
% d'alcool)

Lavage a I'eau du robinet 2 minutes
Lavage a I'alcool a 70 % 2 minutes
Eosine 1 % dans de I'alcool & 70 % 1 minutes
Alcool a 90 % 1 minutes
Alcool absolu (1) 2 minutes
Alcool absolu (2) 2 minutes
Xyléne (1) 3 minutes

2.13 Analyse des données

Les données ont été exprimées en moyenne + norme de la moyenne (SEM) et analysées a
l'aide d'une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie du test de comparaison
multiple de Tukey. Les différences statistiquement significatives ont été fixées a 95 % (p
< 0,05). L'analyse des données et les graphiques ont été réalisés a l'aide du logiciel

statistique GraphPad Prism version 9.

En comparaison avec le groupe témoin :
“p < 0.05 différence significative
“p < 0.01 différence trés significative

*

“p < 0.001 différence hautement significative

*kkk

p < 0.01 différence trés hautement significative.

En comparaison avec le groupe H :

#p < 0.05 difference significative

#p < 0.01 différence tres significative

##*p < 0.001 différence hautement significative

##p < 0.01 différence tres hautement significative.
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Résultats

. Résultats

3.1 Effets du traitement sur le comportement anxieux

3.1.1 Test du champ libre (Open Field)

La comparaison entre les deux ensembles de rats, I'un soumis au traitement H et l'autre
servant de témoins lors de Il'exposition a I'OF, met en évidence des différences
significatives dans le temps passé dans la zone centrale. Ces différences sont observées tant
avant qu'apres l'induction du stress (p < 0,01 et p < 0,05 respectivement). En outre, les
résultats obtenus révelent que les rats traités par H passent considérablement plus de temps
dans les coins et en position d'immobilisation (les parties anxiogenes du test) par rapport
aux rats témoins, aprés 4 jours d'injection d’harmine, mais cette différence n'est plus
présente au 21e jour (Figure 9D-E). La supplémentation des rats traités par H avec I'extrait
éthanolique de M. chamomilla élimine completement ces postures d'immobilisation, quelle
que soit la dose étudiée. Parallelement, on note que les rats traités par H parcourent une
distance moindre avec une durée plus élevee de redressement par rapport aux rats témoins.
L'administration de I'EEC200 et de I'EEC500 ramene les niveaux de ces paramétres a un

niveau équivalent a celui des animaux normaux (Figure 9C-F).
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Figure 9. Effets de I'expérience des tests sur le comportement dans le labyrinthe en champs
ouvert chez les rats (n = 8). (A) le temps passé dans la zone centrale (s), (B) le temps passé
dans la zone pénphérique (s) (C) la distance parcourue (cm), (D) le temps dans les coins,
(E) le temps d’immobilisation, (F) le temps de redressement. Les données sont exprimées
en moyenne = SEM. “p < 0.05, " p <0.01, " p < 0.001 différence significative par rapport

au groupe témoins, “p < 0.05, ¥ p <0.01, * p < 0.0001 différence significative par rapport
au groupe H.

3.1.2 Test de croix surélevéee (Elevated Plus Maze)

Les analyses statistiques ont révélé une diminution significative (p < 0,05) du temps et du
nombre d'entrées dans les bras ouverts pour le groupe H par rapport au groupe témoin, tant
avant qu'apres le stress. L'administration de I'extrait EEC a la dose de 200 mg/kg chez le
groupe H a entrainé une amélioration notable, avec une augmentation hautement significative
(p < 0,01) par rapport au traitement H (Figure 10A-B). On enregistre également une
augmentation significative du temps et du nombre d'entrées dans les bras fermés, ainsi qu'une
augmentation trés hautement significative du temps et du nombre de redressements (p < 0,01
et p < 0,001 respectivement). Cependant, des variations statistiquement significatives ont
également été notées, montrant une réduction du temps et du nombre de ces derniers
parameétres chez les rats traités par I'extrait seul ou en combinaison avec H par rapport au
traitement H (Figure 10C-F).
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Figure 10. Effets de I'expénence des tests sur le comportement dans le labyrinthe en croix
surélevé chez les rats (n = 8). (A) le temps passé dans les bras ouverts (s), (B) le nombre
d'entrés dans les bras ouverts, (C) le temps passé les bras fermés (s), (D) le nombre d'entrés
dans les bras fermés, (E) le temps de redressement, (F) le nombre de redressement. Les
données sont exprimées en moyenne = SEM. “p < 0.05, " p < 0.01, " p < 0.001 différence
significative par rapport au groupe témoins, “p < 0.05, * p < 0.01 différence significative par
rapport au groupe H.
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3.2 Effets du traitement sur le niveau d’hormone de stress (ACTH)

Les taux d'/ACTH du groupe H étaient statistiquement plus élevés (211,98 pg/ml) que ceux
du groupe témoin, selon I'analyse hormonale de la Figure 11. En revanche, I'administration
de 200 mg/kg d'EEC a entrainé des baisses extrémement significatives (61,75 pg/ml) et
(124,90 pg/ml) pour le groupe EEC500 par rapport au groupe H. L'administration conjointe
de M. chamomilla a considérablement réduit l'augmentation des taux d'’ACTH apres le
traitement a I'harmine (p < 0,0001) ; (p < 0,05) pour EEC200 et EEC500, respectivement
(Figure 11).
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Figure 11. Taux d'hormone adrinocorticotrope dans le sérum des rats témoins et traités apres
21 jours. Les données sont exprimées en moyenne = SEM : " p < 0,001 par rapport au

groupe témoin ; * p < 0,05, " p < 0,0001 par rapport au groupe H.

3.3 Effets du traitement sur le poids corporel des rats

Au cours de I'étude, tous les groupes de traitement n'ont montré aucun signe d'intoxication
ou de mortalité, a I'exception du groupe harmine (H), qui provoque chez I'animal un
décubitus et une incapacité a se tenir debout, suivis de tremblements, d'une respiration
rapide et d'une hypersalivation qui dure deux heures aprés l'injection intrapéritonéale.

Le poids corporel des rats a augmenté de maniere non significative apres I'administration
de l'alcaloide H par rapport au groupe témoin. Lorsque la EEC a été administrée a une dose
de 200 mg/kg, il n'y a pas eu de changements significatifs (p > 0,05) par rapport au groupe
témoin. Cependant, lorsque ce groupe a été comparé au groupe H, leur poids corporel a
diminué de fagon trés significative. A la dose de 500 mg/kg d'extrait de EEC, cependant,
on a noté une augmentation trés significative (p < 0,01) du poids corporel. Dans le groupe

H + EEC500, la co-administration de EEC500 a augmenté le changement de poids corporel
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de facon statistiguement trés significative (p < 0,01) par rapport au groupe témoin
(Tableau 2).

Le gain de poids dans le groupe H n'était pas statistiquement significatif par rapport au
groupe témoin (p = 0,064). En revanche, les groupes EEC500 et combiné ont montré des
augmentations hautement significatives (+ 68,12 ; + 70,25 ; + 59,37), respectivement, par
rapport au groupe témoin, a l'exception de la dose d'extrait de 200 mg/kg, qui a montré un
niveau inférieur par rapport au groupe harmine (Tableau 2).

Tableau 2. Changements dans le poids corporel total et le gain de poids sur une période de 21
jours.

Parameters Controle H EEC200 EEC500 H+ EEC200 | H+ EEC500
Poids initial 261,75 + 243,37 254,62 + 244,37 + 239,75 + 238 +1.6
(@) 3,17 1,41 1,48 2,42 0,79 =h
Poids final 278,12 + 291,87 + 257,62 + 3125+ 315,25 +

© 3.02 11,39 4,07% 8,05™ 11,74~ | 297.37%6.4
Prise de m 68,12 + 70,25 + .
poids (q) 16,37+1,73 | 485+11,04 | 7,75+1,92 6,93 12,66 59,37+6

Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.
™p<0.01, ™ p < 0.001 différence significative par rapport au groupe de contréle.
#p < 0.01 différence significative par rapport au groupe H.

3.4 Effets du traitement sur le poids absolu et relatif des organes

Le traitement a I'hnarmine a montré que le poids du foie des rats traités a augmenté de facon
absolue et relative (+ 2,42 g ; + 0,67 g) de facon significative par rapport aux rats témoins.
Comme pour le controle, I'extrait a 500 mg/kg a également montré une augmentation
notable. Le poids relatif du foie du groupe combiné était considérablement plus faible (p <
0,01) que celui du groupe H lors de I'administration concomitante de 500 mg/kg d'extrait
(Tableau 3).

Des augmentations significatives des poids absolus et relatifs ont été observées dans
I'indice rénal dans les différents groupes traités a I'narmine. L'administration de I'extrait
seul a cependant entrainé des valeurs significativement plus faibles (p < 0,01 ; p < 0,05)
pour les poids absolus et relatifs respectivement, par rapport au groupe H seul (Tableau 3).
Le traitement combiné avec 500 mg/kg d'extrait (H + EEC500) a été associé a une
diminution considérable du poids relatif du cerveau (- 0,09 g) ; aucun changement
perceptible n'a été observé dans le poids absolu du cerveau. Tout au long de I'étude, le
poids absolu ou relatif des glandes surrénales d'aucun groupe de traitement n'a montré de

variation statistiguement significative (Tableau 3).
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Tableau 3. Mesures et variations du poids des organes chez les rats témoins et expérimentaux

au cours de I'étude.

Parameters

Controéle

H

EEC200

EEC500

H+ EEC200

H+ EEC500

Poids absolu
du foie (g)

8,69 +0,39

11,11+ 0,6™

8,81 +0,27%

10,66 + 0,35"

11,19 +
0,32***

9,55+0,3

Poids relatif
du foie
(9/1009)

3,12+0,13

3,8+0,09™

342+0,11

3,41+0,05

3,59+0,17

3,21+ 0,07%#

Poids absolu
des reins (g)

1,33+0,04

1,86 +0,16™

1,31 +0,03%#

1,68 + 0,08

1,87 £ 0,06™

1,78 +0,06™

Poids relatif
des reins
(9/1009)

0,48 +0,01

0,63 +
0,03

0,51 +0,01%

0,53+0,01

0,60 +0,03"

0,60 +0,01"

Poids absolu
du cerveau

(9)

1,54 +£0,08

1,45+0,04

1,29+0,04

1,55+ 0,05

1,55+ 0,02

1,38 +£0,08

Poids relatif
du cerveau
(9/1009)

0,55+0,03

0,50+ 0,01

0,50+ 0,01

0,50+ 0,01

0,49 +£0,01

0,46 +0,02"

Poids absolu
des
surrénales

(¢))

0,04

0,04 £ 0,004

0,04 £ 0.001

0,03 £ 0,004

0,04 £ 0,004

0,03+ 0,001

Poids relatif
des
surrénales
(9/1009)

0,014 +
0,0002

0,014 +
0,0014

0,016 +
0,0005

0,012 £
0,0012

0,013
0,0015

0,013
0,0006

Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.
“p<0.05 "p<0.01, ™ p<0.001 différence significative par rapport au groupe de contrdle.
#p < 0.05, #p < 0.01 différence significative par rapport au groupe H.

3.5 Effets du traitement sur le bilan énergétique

Comme le montre le Tableau 3, le groupe H a provoqué une augmentation non

significative de la glycémie par rapport aux rats témoins. En revanche, I'administration

simultanée de 200 et 500 mg/kg de EEC aux rats H a atténué ces différences de fagon tres

significative (p < 0,001 ; p < 0,0001) respectivement, par rapport au groupe H (Figure

12A).

Les taux de cholestérol sanguin total (Tableau 4 ; Figure 12B) dans le groupe H ne

présentaient pas de signification statistique, alors que I'administration orale de I'extrait

éthanolique de M. chamomilla aux deux dosages et en combinaison avec I'harmine (H) a

montré des réductions extrémement significatives des taux de cholestérol par rapport au

groupe de contréle.

Tableau 4. Changements dans les marqueurs métabloiques chez les rats de différents groupes

sur une période de 21 jours.
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Parametres Controle H EEC200 EEC500 H+ EEC200 | H+ EEC500
Glycémie " 0,99 = s 0,91+
(@il 1,17+0,06 | 1,33+0,06 | 1,1+0,03 ooa | 0.98%0,03 0,03
Cholestérol 0,64 0,59+ 0,67 = 0,57 +
@ 0,84 +0,03 1+0,05 004" | 003 r 0,03 0,00t
Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.
“p <0.05, ™ p<0.01, ™ p < 0.001 différence significative par rapport au groupe de controle.
#p < 0.05, ¥ p < 0.001, #*#p < 0.0001 différence significative par rapport au groupe H.
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Figure 12. Effet de I'harmine et de I'extrait éthanolique de M. chamomilla sur (A) la
glycémie et (B) le taux de cholestérol aprés 21 jours. Les données sont exprimées en
moyenne £ SEM : " p< 0,05, " p<0.,01, ™ p < 0,001 par rapport au groupe témoin ; *
p <0.,05, % p< 0,001, " p <0,0001 par rapport au groupe H.

3.6 Effets du traitement sur la fonction cérébrale
3.6.1 Effets du traitement sur la peroxydation lipidique (LPO) et les niveaux de
glutathion réduit (GSH) dans le cerveau des rats

Les niveaux de MDA cérébrale chez les rats traités a le H ont montré une augmentation
tres significative (p < 0,001) par rapport aux rats du groupe témoin. Une valeur
comparable a celle des témoins a eté obtenue par I'administration d'EEC200 et d'EEC500.
D'autre part, en comparant la combinaison H + EEC200 et H + EEC500 avec le groupe H,
une diminution tres significative a été observée (p < 0,001) (Tableau 5, Figure 13).

Le Tableau 5 montre une diminution trés remarquable des niveaux de GSH (p < 0,001)
dans le groupe H par rapport au groupe témoin. Une augmentation trés significative a été
observée dans le groupe EEC200 par rapport au groupe H. D'autre part, une augmentation

du niveau de GSH a été enregistrée dans les groupes extraits et injectés (H + EEC) avec
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une valeur de (p < 0,01) par rapport au groupe H (Figure 13).

Résultats /

Tableau 5. Taux de malondialdéhyde et de glutathion réduit dans le cerveau sur une période

de 21 jours chez le groupe témoin (C) et les rats traités (H ; EEC ; H + EEC).

Paramétres Controle H EEC200 EEC500 | H+ EEC200 | H+ EEC500
MDA (nmol/g 36,53+29 2971+ 2185+ | 17,89+ 1,24
tissw) 26,22 + 0,57 24.7+0,88 L oa# 0. g o
GSH y 0.05 + 0002 | 003 0,003 0,06 + 0.04 0002 0,05 + 0,05 +
(mmol/mg A 0,002### el 0,006 0,003#
protéines)

Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.
™p<0.01, ™ p < 0.001 différence significative par rapport au groupe de contréle.
#p < 0.05, #p < 0.01, ##p < 0.0001 différence significative par rapport au groupe H.
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Figure 13. Effet de I'harmine et de I'extrait éthanolique de M. chamomilla sur les
niveaux de MDA et de GSH dans le cerveau aprés 21 jours. Les données sont
exprimées en moyenne £ SEM ;: " p< 0,01, ™ p < 0,001 par rapport au groupe témoin

.*p < 0,05, % p < 0,01, %% p <0.0001 par rapport au groupe H.

3.6.2 Activité de I'AChE dans le cerveau et effets du traitement sur les activités des

enzymes antioxydantes

Le traitement a I'narmine (H) a entrainé une diminution (p < 0,01) de Il'activite de la GPx

par rapport au groupe témoin. Cependant, lorsque I'EEC200 et I'EEC500 ont été

administrés, seuls ou en conjonction avec le H, cette différence a été améliorée, montrant

une augmentation par rapport au groupe témoin et une amélioration hautement

significative par rapport au groupe H (Figure 14).

La figure 14 démontre également I'activation de la GST ; le traitement avec H n'a produit
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aucun changement statistiqguement significatif, tandis que les groupes EEC500 et H +
EEC500 ont montré des augmentations statistiquement significatives par rapport au
groupe témoin (p < 0,01) et au groupe H (p < 0,0001). En outre, il y a eu une
augmentation par rapport au groupe H a 200 mg/kg d'extrait.

Par rapport au lot témoin, les rats recevant H présentaient un niveau d'activit¢ AChE
considérablement réduit (p < 0,01) ; cependant, I'ajout d'extrait de M. chamomilla a
atténué cette baisse et a montré une augmentation dans les deux groupes par rapport au lot
H (Figure 14).
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Figure 14. Réponse de ['activité I'acétylcholinestérase (AChE) chez les rats témoins et
traités aprés 21 jours. Les données sont exprimées en moyenne = SEM ;™" p < 0,01 par

rapport au groupe témoin ; * p < 0,05, p < 0,01 par rapport au groupe H.
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3.7 Effets du traitement sur la fonction hépatique
3.7.1 Effets du traitement sur la peroxydation lipidique (LPO) et les niveaux de
glutathion réduit (GSH) du foie
Les résultats concernant les niveaux de MDA hépatique chez les rats traités avec H
montrent une augmentation considérable (p < 0,001), mais l'ajout des doses d'extrait
seules ou en combinaison avec H a entrainé des réductions extrémement significatives par
rapport aux lots témoin et H (Tableau 6, Figure 15). Le groupe supplémenté avec 200
mg/kg d'extrait a eu une diminution statistiquement significative par rapport au lot H avec
(p < 0,001), mais le groupe H + EEC500 a affiché un niveau similaire au témoin 25,12
nmol/g).
Les niveaux réduits de gultathion (GSH) étaient beaucoup plus faibles apreés le traitement
avec H que dans le groupe témoin (p < 0,001). Par rapport au groupe H, le groupe H +
EEC500 a atténué cette baisse (+ 0,04 mmol/mg). Lorsque lI'on compare le groupe
EEC500 au groupe H, on observe également une augmentation assez significative (Figure
15).

Tableau 6. Niveaux de malondialdéhyde et de glutathion réduit dans le foie sur une période

de 21 jours dans le foie de rats témoins et traités.

Parametres Controéle H EEC200 EEC500 H+ EEC200 | H+ EEC500
MDA (nmol/g 28,37 18,21 + 17,03 + 22,68 +
tissu) 23,05+0,73 0,02 0,66™ ¥ 0,77+ 0,747 25,12 + 0,88
GSH

0,07 + 0,10 + 0,11 +
(mmgl/mg 0,10 £ 0,003 0,005 0,08 +£ 0,003 0,005 0,08 + 0,003 0,005
protéines)

Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.
™p<0.01, ™ p<0.001, " p < 0.0001 différence significative par rapport au groupe de controle.
###p < 0.001, ¥ p < 0.0001 différence significative par rapport au groupe H.
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Figure 15. Effet de I'harmine et de I'extrait éthanolique de M. chamomilla sur les
niveaux de MDA et de GSH dans le foie apres 21 jours. Les données sont exprimées en

moyenne + SEM ; is p <0,01, m_lp < 0,001, p <0,0001 par rapport au groupe

témoin ; “* p < 0,001, * p < 0,0001 par rapport au groupe H.

3.7.2 Effets du traitement sur les enzymes antioxydantes hépatiques

Dans le groupe H, l'activité des enzymes GPx et GST était considérablement plus faible (p
< 0,001) que dans le groupe témoin (Figure 16). Dans les groupes H + EEC200 et H +
EEC500, I'extrait éthanolique de M. chamomilla a considérablement augmenté (p < 0,001)
l'activité enzymatique de la GPx. En outre, par rapport au groupe H, I'administration
conjointe de 200 et 500 mg/kg aux rats H a fait augmenter I'activité enzymatique de la
GST (0,04 £ 0,002 vs 0,02 + 0,005).
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Figure 16. Réponse de ['activité des enzymes antioxydantes hépatiques (GPx, GST)
chez les rats témoins et traités apres 21 jours. Les données sont exprimées en moyenne
+SEM ;: ™ p < 0,001 par rapport au groupe témoin ; * p < 0,01, ¥ p < 0,001, * p <

0,0001 par rapport au groupe H.

3.8 Effets du traitement sur la fonction rénale
3.8.1 Effets du traitement sur les niveaux de peroxydation lipidique (LPO) et de
glutathion réduit (GSH) dans les reins
Bien que les données concernant les niveaux de MDA rénale chez les rats traités avec H
indiquent une augmentation tres significative (p < 0,01), I'administration de 200 mg/kg
d'extrait de M. chamomilla a entrainé une valeur trés basse par rapport au groupe H. En
comparant la combinaison H + EEC200 au groupe H, on a constaté une baisse tres
significative qui se situait a un niveau comparable a celui du groupe témoin (Tableau 7,
Figure 17).
La différence dans les niveaux de glutathion réduit (GSH) est également visible dans le
Tableau 7. Par rapport aux rats témoins, les animaux ayant recu de le H ont présenté un
niveau faible statistiquement significatif (p < 0,01). Cependant, une amélioration a été
observée dans le lot traité avec 500 mg/kg d'EEC (p < 0,05). Des différences significatives
ont également été observées entre les groupes ayant recu l'extrait seul ou en association

avec H, contrairement au groupe H (Figure 17).

Tableau 7. Taux de malondialdéhyde et de glutathion réduit dans les reins sur une période de

21 jours chez le groupe témoin (C) et les rats traités (H ; EEC ; H + EEC).

Paramétres Controéle H EEC200 EEC500 H+ EEC200 | H+ EEC500
MDA (nmol/g 60,80 + 42,62 + 51,20 + 46,94 +
tissu) 49,93 + 2,58 333" 0,897 1117 2 12 52,39 £ 0,79
GSH

0.08 £ 012+ 0.147 + 0,12 +
(mmp_l/mg 0.12 + 0.002 0.008" 0.003% 0.009™### 0,002 0,10 + 0,004
protéines)

Les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 8 dans chaque groupe.

“p <0.05, ™ p < 0.01 différence significative par rapport au groupe de contrdle.

#ip < 0.01, ¥ p < 0.001, ## p < 0.0001 différence significative par rapport au groupe H.
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Figure 17. Effet de I'harmine et de 'extrait éthanolique de M chamomilla sur les
niveaux de MDA et de GSH dans les reins aprés 21 jours. Les données sont exprimées
en moyenne = SEM ; * p < 0,05, " p < 0,01 par rapport au groupe témoin ; * p < 0,05, ¥

p<0.,01,7 p<0,001, ¥ p<0,0001 par rapport au groupe H.

3.8.2 Effets du traitement sur les enzymes antioxydantes rénales

L'activité de la GPx était significativement moins importante (p < 0,01) dans le groupe de

rats recevant l'extrait H que dans le groupe témoin. D'autre part, les rats recevant les

extraits EEC200 et EEC500 ont montré des niveaux non significativement accrus (p <

0,001) par rapport au groupe témoin, mais significativement plus élevés que le groupe H.

De méme, par rapport au groupe H, les groupes combinés ont montré des niveaux accrus

d'activité GPx. De méme, par rapport au groupe H, les groupes combinés ont montré des

niveaux accrus d'activité GPx. L'extrait de M. chamomilla n'a révélé aucune variation

perceptible de l'activité de la GST, contrairement au groupe H, qui a montré une

diminution marquée par rapport au groupe témoin.
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Figure 18. Réponse de I'activité des enzymes antioxydantes rénales (GPx, GST) chez
les rats témoins et traités aprés 21 jours. Les données sont exprimées en moyenne =+
SEM ;" p < 0,05, " p < 0,01 par rapport au groupe témoin ;~ p < 0,05, p < 0,01, ** p
< 0,001, p < 0,0001 par rapport au groupe H.

3.9 Analyse histologique

3.9.1 Effets du traitement sur I’architecture du cerveau

La structure de I'hippocampe du groupe de rats H est comparable a celle du groupe

témoin : elle présente une morphologie similaire de fascia denté riche en cellules

nerveuses de taille normale, et des globules rouges libres et des boues simples sont

visibles (Figure 19A, C). Des neurones de taille normale et des cellules gliales composent

la structure du cortex cérébral, comme le montre la Figure 19D. L'anatomie typique du

ventricule latéral dans le groupe témoin est illustrée dans la Figure 19B. Les groupes

traités uniquement avec les extraits EEC200 et EEC500 présentent un plexus choroide

typique avec une couche épithéliale autour d'un stroma de vaisseaux sanguins et les

cellules épendymaires qui tapissent les ventricules sont clairement visibles (Figure 19E-

H). Les groupes combinés des deux doses différentes de EEC montrent un fragment de

cervelet avec une couche de grands neurones saillants en forme de poire (cellules de

Purkinje dans le cervelet) et de neurones de taille moyenne (cellules en panier). En outre,

les cellules granules, ou petits interneurones, semblent normales (Figure 191-L).
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Figure 19. Examens photomicrographiques de coupes de tissus cérébrale colorées a
I'hématoxyline et a I'éosine de rats Wistar utilisés comme témoins (A, B) et de rats
auxquels on ainjecté de I'harmine (C, D), un traitement a 'EEC200 (E, F), un traitement
al'EECS500 (G, H), le groupe H+ EEC200 (I, J), et le groupe H+ EEC500 (K, L). Zone
de I'hippocampe (A, C), cortex cérébral (D), zone du ventricule latéral (B, E. F. G, H),
zone du cervelet (I, J, K, L). Les fléches indiquent : Neuropil (N), Cellules neuronales
(NC), Cellules gliales (GC), Vaisseau sanguin (BV), Fascia denté (DF), Plexus choroide
(CP), Couche épendymaire (EL), Cellules de Purkinje (PC), Cellules du panier :
neurone (BC), Cellules granule (GRC). (H&E, x100, x200and x400).

3.9.2 Effets du traitement sur ’architecture de la glande surrénale

La médullosurrénale du groupe témoin contient de nombreux endocrinocytes anostomosés
(Figure 20A) ; le cortex de la glande surrénale présente une zonation bien définie et la
zone fasciculaire (ZF) est marquée par des spongiocytes (SC) distincts et bien vidés,
séparés par des cordons cellulaires radiaux (Figure 20B). Chez les rats traités par H, la
structure surrénalienne est bien conservée, les endocrinocytes (EC) genérent des cordons
épithéliaux clairs et la zone réticulaire contient un cytoplasme abondant et transparent. Les
cellules endocrines médullaires se caractérisent par leur grande et leur petite taille,
respectivement rhagiochromes et hyalochromes foncées (Figure 20C, D). Aucune
altération histologique n'a été observée dans les groupes traités avec l'extrait EEC200
(Figure 20E, F) et EEC500 (Figure 20G, H) et a différentes doses combinées (Figure
201-L). Le cortex et la medulla des surrénales presentaient des cellules énocrinocytaires

typiques d'aspect nettement veineux.
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Figure 20. Photomicrographies de coupes de tissus de glandes surrénales colorées
(H&E) de rats Wistar utilisés comme témoins (A, B), et de rats auxquels on a njecté de
I'harmine (C, D), un traitement a I'EEC200 (E, F). un traitement a 'EEC500 (G, H), le
groupe H + EEC200 (L. J), et le groupe H + EEC500 (K. L). Les fléches indiquent :
Capsule (Cap), cortex surrénalien (AC), médullosurrénale (AM), zone glomérulaire
(GZ). zone fasciculaire (FZ), zone réticulaire (RZ), capillaires (C), cellules endocrines
(EC), cellules spongiocytaires (SC), cellules rhagiochromes (RC), cellules
haylochromes (HC), veines surrénaliennes (AV), veines surrénaliennes centrales (CAV).
(H&E, x100, x200and x400).

3.9.3 Effets du traitement sur ’architecture du foie

Les architectures hépatiques du foie aprés traitement a le H étaient similaires a celles du
contréle (Figure 21A, B), comprenant des hépatocytes a noyau clair disposés radialement
autour d'une veine centrale (Figure 21C) et d'une zone portale normale (artére hépatique,
veine et canaux biliaires) (Figure 21D). L'extrait de EEC n'a pas modifié de fagon
significative l'architecture hépatique (Figure 21E-L), ou les hépatocytes sont entrelacés
avec des sinusoides hépatiques a parois minces de calibre normal et des cellules de

Kupffer avec une veine centro-lobulaire de taille normale et une zone portale visible.
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Figure 21. Examens photomicrographiques de coupes de tissus hépatiques colorées a
I'hématoxyline et a I'éosine de rats Wistar utilisés comme témoins (A, B), et de rats
auxquels on a injecté de 'harmine (C, D), un traitement a I'EEC200 (E, F), un traitement
a I'EEC500 (G, H), le groupe H + EEC200 (I, J), et le groupe H + EEC500 (K, L). Les
fléches indiquent : La veine centrolobulaire (CV), 1a zone portale (PA), les cellules de
Kupffer (KC), les cellules hépatiques (H), les smusoides hépatiques (HS), la veine
portale (PV), I'artére hépatique (HA) et les canaux biliaires (BC). (H&E, x100, x200and
x400).

3.9.4 Effets du traitement sur I’architecture des reins

Les échantillons de rein du groupe témoin présentaient une capsule de Bowman de taille
normale et une architecture glomérulaire rénale distincte (corpuscule de Malpighi) avec
des tubules profilés (Figure 22B). Chez les rats traités avec H, I'espace glomérulaire (G)
de la capsule de Bowman était de taille normale avec des tubules visibles (Figure 22D), et
la section médullaire était claire avec des tubes collecteurs distincts (Figure 22C). Apres
traitement par I'extrait de M. chamomilla a 200 et 500 mg/kg, I'histoarchitecture rénale
présentait une forme normale avec des tubules proximaux a lumiere étroite et un
épithélium cylindrique franc (Figure 22E-H). De méme, il n'y avait pas de différence
perceptible entre les groupes combinés au niveau des glomérules, des tubules et les tissus
des autres groupes (Figure 221-L).
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Figure 22. Photomicrographies de coupes de tissus rénaux colorés (H&E) de rats Wistar
utilisés comme témoins (A, B), et de rats auxquels on a injecté de 1'harmine (C, D), un
traitement a 'EEC200 (E, F), un traitement a 'EEC500 (G, H), le groupe H + EEC200
(I J), et le groupe H + EEC500 (K, L). Les fléches indiquent : Glomérule (G), Tubules
proximaux (PT), Tubules distaux (DT), Conduits collecteurs (CD), Espace de Bowman
(BS), Capillaires (C). (H&E, x100, x200and x400).
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4. Discussion

L'harmine est un alcaloide B-carboline dérivé dans diverses plantes, y compris la plante P.
harmala et fréqguemment utilisé comme medicament. Il a été étudié pour ses effets
pharmacologiques, y compris ses propriétés psychoactives. Cependant, des études ont
également examiné ses effets sur différents organes, notamment le cerveau, le foie et les reins,
ainsi que son impact sur le stress oxydatif. Cette étude visait & explorer les effets de I'extrait
éthanolique de M. chamomilla sur les rats exposés a I'narmine. En outre, M. chamomilla
(Camomille) est une plante souvent utilisée pour ses propriétés apaisantes et anti-
inflammatoires. Les extraits éthanoliques de camomille ont été étudiés pour diverses
applications médicinales en raison de leurs composants actifs. L objectif de cette étude soit de
déterminer si I'extrait éthanolique de camomille (EEC) peut atténuer les effets négatifs de

I'narmine (H) sur le cerveau, le foie, les reins et le stress oxydatif chez les rats.

Les résultats obtenus mettent en évidence l'absence de mortalité dans tous les groupes
expérimentaux examinés. Cependant, des manifestations de toxicité ont été observées a la
suite de l'injection intrapéritonéale d'harmine a la dose de 40 mg/kg. Ces manifestations
incluent des tremblements, une diminution de l'activité locomotrice et physique des rats,
suggérant ainsi des effets secondaires significatifs de I'harmine sur le systéme nerveux central.
Ces signes cliniques présentent des similitudes avec les observations faites dans d'autres
études, telles que celle de (Bettihi et al., 2022), ou I'administration d'un extrait total des
alcaloides de P. harmala a provoqué des tremblements Iégers, une réduction de l'activité
quotidienne, suivie d'une paralysie temporaire. Par ailleurs, I'administration d'harmaline, un
alcaloide de la B-carboline, a entrainé des tremblements séveres, comme mentionné dans
(Rahimi Shourmasti et al., 2012). Ces effets tremorogénes de la B-carboline pourraient étre
liés a I'excitabilité du systeme nerveux central, évoluant vers une rigidité musculaire. En
outre, des recherches antérieures, notamment (Amin et al., 2015), ont démontré que les B-
carbolines peuvent induire des tremblements en agissant comme des agonistes inverses du
récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA) ou en réduisant l'acide gamma-aminobutyrique
(GABA).

Des études antérieures ont démontré que les $-carbolines, telles que I'narmaline, perturbent les
compétences motrices et cognitives des rats (Shabani et Naderi, 2022). L'influence de
l'anxiété sur ces performances a également été évoquée par (Thon et al.,, 2016). Les

comportements anxieux chez les rats, ainsi que les processus neurobiologiques sous-jacents,
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sont des indicateurs clés de l'anxiété et sont fortement influencés par des situations
stressantes. Ces situations activent des structures cérébrales et des mécanismes biologiques
qui ont été conservés au fil de I'évolution (Matallah et al., 2015). Les comportements
anxieux chez les rats se manifeste par diverses réactions telles que I'évitement, I'agitation, la
fuite, I'agression, une réduction de I'exploration de leur environnement et I'immobilité.

Pour évaluer ces comportements anxieux, cette étude utilise des tests non conditionnés, qui
mesurent les réponses naturelles et spontanées des rats face a des stimuli anxiogenes. Ces tests
sont essentiels pour observer l'anxiété sans nécessiter de conditionnement préalable de
I'animal. Parmi les méthodes employées, le test en champ libre (Open Field, OF) et le test du
labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze, EPM) sont particulierement notables. Le
test en champ libre évalue l'activité générale et I'anxiété par I'observation du comportement
exploratoire du rat dans un environnement ouvert et non familier, tandis que le labyrinthe en
croix surélevé permet d'analyser I'équilibre entre les tendances d'exploration et d'évitement
dans un contexte potentiellement anxiogene, offrant ainsi une possibilité de comprendre les

mécanismes innés de la gestion du stress et de I'anxiété chez les rats (Thon et al., 2016).

Cette recherche souligne une diminution de la mobilité et une augmentation du niveau
d'anxiété observées chez les rats exposés a I'harmine par rapport aux rats témoins lorsqu'ils
sont soumis respectivement aux tests du labyrinthe en champ libre (OF) et du labyrinthe en
croix surélevé (EPM). Ces deux labyrinthes représentent les tests les plus fréqguemment
employées dans les enquétes sur le comportement animal (Seibenhener et Wooten, 2015). La
diversité des parametres conventionnels recueillis et examiner lors de I'exploration des deux
labyrinthes autorisent le chercheur & évaluer un éventail de comportements, allant de I'activité
locomotrice généerale aux comportements emotionnels associes a l'anxiété. Les substances
anxiogenes augmenteront la fréquence des entrées et le temps passé dans la zone périphérique
puisque, en général, les animaux dans un état mentale optimal préférent d'accéder a la zone
centrale plutdt qu'a la périphérie. De la méme maniére, en comptant le nombre d'animaux
entrent dans chacun des quatre bras du labyrinthe en croix surélevé, il est également possible
d'évaluer le caracteére d’anxiogéne d'un médicament. Lorsque I'animal réduit son exploration

des bras ouverts, I'impact anxiogene est amplifié (Carola et al., 2002).

Au cours de cette investigation, I'anxiété chez les rats traités a I'harmine s'est manifestée par
une augmentation du temps et du nombre de redressement et d'entrées dans les bras fermés,
associee a une réduction du temps et du nombre d'entrées dans les bras ouverts lors du test

EPM. De plus, on a noté une prolongation du temps passé dans les coins, une augmentation de
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I'immobilité, et une diminution de la distance totale parcourue dans le test OF. En outre,
plusieurs études ont validé l'interprétation selon laquelle un nombre important de
redressements lors du test EPM peut étre considéré comme un indicateur d'anxiété (Horii et
al., 2018). Nos résultats sont en accord avec d'autres conclusions de recherches menées par
(Rahimi Shourmasti et al., 2012), ou les rats traités a I'narmaline ont manifesté un déficit
moteur significatif dans le test en champ libre. De plus, I'administration d'harmane a induit
une augmentation du temps d'immobilité (Smith et al., 2013), ce qui explique par la suite les
propriétés sédatives et inhibitrices de la locomotion associées a I'harmane. Ces constatations
sont également renforcées par les résultats de (Shabani et Naderi, 2022), ou une injection
d'harmaline entraine une réduction de la distance parcourue par le rat lors du test OF.
Cependant, a une dose de 10 mg/kg, I'narmine a confirmé son effet anxiolytique aprés un

traitement pendant la grossesse (Benatoui et al., 2022).

La corticostérone, une hormone sécrétée par les glandes surrénales en réponse a I'ACTH,
participe a la réaction au stress et peut influencer le comportement chez les rats. Nos résultats
indiquent une augmentation des niveaux d'ACTH circulante chez les rats exposés a I'harmine
par rapport aux rats témoins, tous soumis a une situation de stress similaire, suggérant une
possible activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS). Une étude antérieure,
(Jiang et al., 2019), a démontré la capacité de I'narmine a traverser la barriére hémato-
encéphalique (BHE) dans le cerveau. De plus, des niveaux élevés d'ACTH et de
corticostérone ont été enregistrés dans une étude antérieure utilisant la B-carboline harmane a
une dose de 10 mg/kg, avec une stimulation de I'activité de I'axe HHS (Smith et al., 2013).
Ces résultats globaux confirment le role significatif de I'narmine en tant que neuromodulateur,

exercant des effets notables sur le comportement et la régulation neuroendocrinienne.

En revanche, I'administration de I'extrait éthanolique de M. chamomilla chez les rats exposés
a I'harmine a inversé le comportement anxieux. Cette observation est étayée par le nombre
élevé d'explorations des bras ouverts lors de I’EPM, et d'autre part, par la réduction du temps
d'immobilité. Cela suggere que le traitement a la camomille a amélioré I'activité locomotrice
des animaux en accroissant la distance parcourue par les rats lors du test en champ libre. Cette
amélioration pourrait étre attribuée a I'effet anxiolytique de cette plante. Nos résultats
concordent avec d'autres études ou une diminution du nombre de redressements a été
enregistrée (Al-Snafi et Lawahidh Fali, 2023), ainsi que celles de (Hashikawa-Hobara et
al., 2019), qui confirment que la camomille renforce I'activité locomotrice chez le rat et joue

un role crucial dans le traitement de la résistance contre les comportements dépressifs.
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Il est essentiel de souligner que I'administration de l'extrait éthanolique de M. chamomilla a
renversé ces changements hormonaux. Selon (Mehdi et Hasoon, 2020), I'extrait de M.
chamomilla, posséde des composants chimiques, dont les terpénoides, qui contrdlent le
métabolisme et préviennent les altérations hormonales, ce qui lui permet d'abaisser
radicalement les niveaux d'hormones (Subhdara et al., 2024). La diminution de la libération
des hormones de stress, telles que le facteur de libération de la corticotrophine, qui provoque
I'émission de cortisol et d'/ACTH par I'hypophyse, pourrait étre a l'origine de cette action
(Janmejai, 2010). Ces résultats démontrent le réle important de la camomille dans la
régulation des éléments physiologiques associés au stress.

Le poids corporel est un indicateur sensible de la santé d'un organisme. Les changements de
poids peuvent étre le résultat de divers facteurs, notamment des perturbations métaboliques,
des effets sur l'appétit, des altérations dans I'absorption des nutriments, et d'autres réponses
physiologiques (Loha et al., 2019). Dans la présente étude, la fluctuation du poids corporel
entre le groupe H et le groupe témoin était insignifiante, ce qui indique que la consommation
quotidienne des rats H n'a pas été affectée et que le traitement par une dose unique d'harmine
n'a pas eu deffet négatif sur la croissance de l'animal. Ce résultat est cohérent avec des
recherches antérieures (Bettihi et al., 2022), qui a constaté que I'administration de 10 mg/kg
d'’harmine, un alcaloide, entrainait une augmentation du poids corporel. De méme, (Wang et
al., 2019) n'ont pas présenté de changement de poids corporel aprés I'administration de trois

doses distinctes d'harmine.

En outre, la prise du poids corporel observée chez les rats traités avec l'extrait éthanolique de
M. chamomilla (EEC) peut étre associée a une augmentation des concentrations de composés
naturels tels que les flavonoides et les polyphénols, comme l'indiquent les travaux de
(Asgharzade et al., 2015). Ces résultats suggerent que l'extrait de Matricaria recutita peut
enrichir le régime alimentaire des rats, contribuant ainsi a leur prise de poids. Cette
observation est en accord avec d'autres études, telles que celle menée par (Hashikawa-
Hobara et al., 2019), qui a également noté une augmentation du poids corporel chez les rats

traités avec de la camomille sous conditions de stress similaires a celles de notre étude.

Cette cohérence avec les travaux précédents renforce I'idée que I'EEC pourrait jouer un réle
bénéfique dans le métabolisme des rats, notamment en améliorant leur réponse au stress par
I'enrichissement de leur alimentation en composés phytochimiques bénéfiques. Cette
intégration des flavonoides et des polyphénols dans leur réegime peut non seulement influer

sur leur poids mais également contribuer a une meilleure régulation métabolique, soulignant
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I'impact potentiel de I'extrait de M. recutita.

Nous disposons d'informations indiquant que l'alcaloide harmine peut endommager tous les
organes internes. Les variations significatives des poids absolus et relatifs du foie et des reins
observées dans cette étude peuvent s'expliquer par I'accumulation d'harmine a l'intérieur de
ces organes, une autre possibilité étant la production de radicaux libres (ERO) a I'intérieur des
organes eux-mémes. De plus, (Rezzagui et al., 2020) a démontré un changement dans le
poids relatif des reins apres I'administration d'un extrait brut de P. harmala, ce qui soutient
notre suggestion. (Benbott et al., 2022) présente également des résultats similaires, montrant
une augmentation du poids relatif du foie apres I'administration subaigué d'alcaloides

(harmine et harmaline) extraits de P. harmala.

Le poids de ces deux organes est restauré avec une supplémentation en extrait éthanolique de
M. chamomilla, ce qui indique que cette plante a un effet protecteur en diminuant la
production de radicaux libres. Cette observation est appuyée par les travaux de (Jabri et al.,
2017), qui ont démontré que I'extrait issu de la décoction de camomille aide a prévenir
I'accumulation de poids anormal dans les reins et le foie. Cette efficacité pourrait étre due a la
production d'antioxydants par la plante, une capacité confirmée par (Sebai et al., 2015). En
outre, (Ozcan et al., 2014) ont également établi que les propriétés protectrices attribuées aux
composes phénoliques présents dans la plante étaient a l'origine de ces bienfaits. Ces
découvertes conjointes renforcent I'importance de M. chamomilla comme un complément
potentiellement bénéfique pour les organes, en particulier dans les contextes ou le stress

oxydatif joue un réle prépondérant.

Le foie est capable de produire du glucose a partir de précurseurs tels que le lactate, les acides
aminés et le glycérol, un processus connu sous le nom de néoglucogenese. Cette capacité du
foie a synthétiser du glucose est cruciale pour maintenir des niveaux sanguins de glucose
stables. Par ailleurs, le foie est également impliqué dans la régulation du cholestérol sanguin.
Il synthétise le cholestérol endogéne et participe a la décomposition du cholestérol, et contréle
également son élimination (Rezzagui et al., 2020). Par rapport au contrdle, les niveaux
moyens de sucre dans le sang a la dose etudiée de H ont montré une augmentation non
significative. Ce résultat est conforme aux recherches effectuées sur l'alcaloide harmine,
administré a une dose de 5 mg/kg, ainsi que sur I'extrait méthanolique de P. harmala (Magdy
et al., 2020; Zhanaidarova et al., 2019).
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Le cholestérol total est la somme de tous les cholestérols présents dans le sang, y compris les
particules HDL, LDL et VLDL. Il se trouve principalement dans les tissus nerveux. De
nombreux troubles sont causés par un déréglement de ce métabolisme lipidique (Naim et al.,
2019). Comme le suggére l'augmentation du poids relatif du foie, I'examen du profil lipidique
du foie a révélé une augmentation non perceptible du taux de cholestérol total dans le sang
apres la péeriode de traitement. Ces fluctuations suggérent également la possibilité de
modifications hépatiques. Le rapport de I'équipe de recherche (Zhanaidarova et al., 2019)
présente le méme résultat apres I'administration d'une dose de 10 mg/kg d’harmine. Selon une
étude anteérieure, la toxicité de I'harmine peut étre réversible. Cela est particulierement évident
lorsque I'on constate une récupération significative des niveaux de cholestérol total apres une

période d'arrét de I'administration de l'alcaloide.

En revanche, les différences observées dans les autres groupes traités a I'EEC suggerent que
cette plante a un impact hypoglycémique. La supplémentation en extrait éthanolique de M.
chamomilla (EEC) a été efficace pour normaliser les niveaux de cholestérol, corroborant les
observations rapportées dans une étude de (Barcin-Guzeldere et al., 2022), qui a également
noté des résultats similaires avec des traitements utilisant I'extrait de camomille. La capacité
de M. recutita a influencer favorablement les profils lipidiques est attribuée a ses propriétés
hypolipidiques, qui sont responsables de la baisse significative des niveaux de cholestérol
chez les groupes traités avec l'extrait EEC comparativement aux groupes traités avec

I'narmine seule et les groupes témoins.

Dans le domaine de I'hépatoprotection, les études menées par (Al-Snafi et Lawahidh Fali,
2023; Prasanna et al., 2017) ont montré des effets bénéfiques similaires lors de la co-
administration de M. chamomilla. Ces recherches soutiennent la notion que les composés
phénoliques, notamment les polyphénols, les flavonoides et les coumarines, jouent un réle
crucial dans l'atténuation des anomalies métaboliques (Aryaeian et al., 2017). Ces composés
sont reconnus pour leur capacité a réduire les déséquilibres métaboliques tels que les taux

éleves de cholestérol et de glycémie.

Plus spécifiquement, les études antérieures sur les extraits de M. chamomilla ont démontré les
propriétés antioxydantes de cette plante et leur efficacité a réduire non seulement le
cholestérol total (Mannaa et al., 2015), mais également les niveaux de glucose sanguin au
niveau moléculaire (Bhattacherjee et al., 2022; Khan et al., 2014). Ces résultats mettent en

lumiere le potentiel thérapeutique des extraits de camomille, non seulement en tant que
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modulateurs lipidiques et glycémiques mais aussi comme agents protecteurs globaux contre

les dommages métaboliques et hépatiques.

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) sont des molécules oxydantes produites
naturellement dans les cellules en tant que sous-produits du métabolisme cellulaire normal.
Parmi ces especes, le peroxyde d'hydrogéne (H202) et d'autres formes de radicaux libres sont
particulierement notables. Elles jouent un réle crucial dans la signalisation cellulaire et la

régulation de divers processus physiologiques.

Néanmoins, en présence de conditions anormales, telles que I'exposition a des toxines ou un
dysfonctionnement métabolique, la production des ERO peut excéder la capacité de
I'organisme a les neutraliser. Cet excés peut alors perturber I'équilibre fragile entre les
mécanismes pro-oxydants et antioxydants dans les cellules. Lorsque cet équilibre est rompu,
les ERO s'accumulent et provoquent un stress oxydatif, endommageant les composants

cellulaires tels que les lipides, les protéines et 'ADN.

Ce phénomeéne survient lorsque la production des ERO dépasse la capacité des systémes de
défense antioxydants de la cellule. D'autre part, des circonstances inhabituelles comme
I'empoisonnement augmentent considérablement la production des ERO (Elhelaly et al.,
2019). Ces derniers inhibent les mécanismes de défense oxydative des organites, ce qui peut
causer de graves dommages et un stress oxydatif en désactivant les enzymes par oxydation et
en oxydant les acides gras polyinsaturés en lipides (Nita et Grzybowski, 2016).

Les résultats de cette étude démontrent clairement que, par rapport au groupe témoin, le
traitement a I'narmine a entrainé une augmentation marquée de la MDA, une diminution
significative de la teneur en GSH et une inhibition des activités GPx et GST dans les tissus
cerébrale, hepatiques et rénaux. Ces constatations résultent de dysfonctionnements dans le
systeme de piégeage des radicaux libres (ERO). Ce déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants valide simultanément les effets néfastes de I'harmine sur les fonctions de
I’organisme. Comme le montrent de nombreuses études, la stimulation des défenses
oxydatives antioxydantes favorise la production de radicaux libres (ERO) au niveau des
organes. Le MDA est le principal marqueur clé de cette peroxydation lipidique (Trea et al.,
2022).

Dans cette étude, I'narmine a une dose de 40 mg/kg a provoqué la production des ERO, qui

s'est manifestée par une production excessive de MDA. Cela a entrainé une baisse des
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marqueurs antioxydants primaires impliqués dans le piégeage des radicaux libres, tels que le
GSH, le GPx et le GST. Ces résultats sont corroborés par (Réus et al., 2012), qui démontre
lI'impact néfaste de 1'harmine et des dérivés de la B-carboline sur le dysfonctionnement
mitochondrial, ce qui entraine des pertes de glutathion et une augmentation des espéces
réactives de I'oxygene et du disulfure de glutathion. Comme on le sait déja, les mitochondries
sont la principale source de production des ERO nocifs, et différents inhibiteurs
mitochondriaux peuvent augmenter cette production (Nakagawa et al., 2010). Comme les
mitochondries se trouvent dans les hépatocytes, comme dans d'autres cellules organiques,
I'augmentation de la MDA dans les reins des rats H confirme ces résultats. En accord avec ces
résultats, il a été démontré que I'narmine ou ses analogues réduisent de maniére significative
la teneur en GSH tout en augmentant simultanément les niveaux de MDA et de disulfure de
glutathion (GSSG). Ces résultats sont cohérents avec les recherches effectuées par
(Nakagawa et al., 2010).

Cependant, le traitement avec I'extrait éthanolique de M. chamomilla (EEC) a déemontré une
efficacité supérieure au groupe témoin en matiére d'activité enzymatique, affichant des
niveaux élevés de glutathion (GSH) et des niveaux reduits de malondialdéhyde (MDA) pour
les deux dosages examinés. Inversement, chez les rats traités avec différentes combinaisons
de I'harmine (H) et de I'EEC, une amélioration notable a été observée, manifestée par une
augmentation des niveaux de GSH dans le foie et les reins. Cette récupération pourrait étre
attribuée a un mécanisme de réparation cellulaire ciblant les macromolécules endommagées,
suggérant le réle crucial de I'EEC dans la protection et la restauration des cellules face aux

dommages oxydatifs.

Parallélement, plusieurs etudes ont démontreé la capacité antioxydante de M. chamomilla a
réduire l'apparition des ERO. M. chamomilla possede une forte activité antioxydante en
piégeant les radicaux libres (Al-Snafi et Lawahidh Fali, 2023), et présente simultanément de
grandes quantités de flavonoides et de phénols, qui sont les principales sources de la capacité
antioxydante de M. chamomilla (Sebai et al., 2015). Des recherches antérieures indiquent
que quelques composés phénoliques présents dans M. recutita (Jabri et al., 2017; Sebai et
al., 2015), et en particulier les falvonoides (Mannaa et al., 2015), ont un effet protecteur sur
le foie et les reins en piégeant I'H.O>, renforcant ainsi la défense naturelle de I'organe contre
le stress oxydatif. Ces résultats sont cohérents avec les études ou I'extrait de M. chamomilla a
considérablement réduit le degré de changements oxydatifs de I'azathioprine (Mannaa et al.,

2015) et du peroxynitrite dans le plasma sanguin (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2015).
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La forte concentration d'acides gras polyinsaturés dans les membranes neuronales expose le
cerveau a une vulnérabilité accrue face aux attaques des radicaux libres. Cette susceptibilité
est due & la capacite des acides gras a reagir avec les radicaux libres, entrainant
potentiellement des dommages cellulaires significatifs dans les tissus cérébraux (Berbak et
al., 2018). En outre, par rapport a dautres tissus, la capacité de défense antioxydante
enzymatique du cerveau est plutdt insuffisante. La capacité de I'harmine et des B-carbolines en
général a passer la barriere hémato-encéphalique a été démontrée dans un certain nombre
d'études (Jiang et al., 2019). En effet, le stress oxydatif induit par les radicaux libres peut
endommager les cellules et altérer les performances cognitives. L'enzyme acétylcholinestérase
se trouve dans divers tissus des rats, y compris le cerveau. Des études ont prouvé que des
modifications de I'activité de cette enzyme peuvent avoir un impact sur le comportement et les

processus cognitifs de ces rongeurs (Ammari, 2008).

Il est particulierement remarquable de constater que la concentration d'acétylcholinestérase
(AChE) dans le cerveau a considérablement diminué chez les rats exposés a I'narmine, en
comparaison avec le groupe témoin. Cette observation est corroborée par des études
antérieures, notamment celles de (Boulland et Levy, 2005), qui ont identifié le stress oxydatif
et l'inhibition des fonctions métaboliques comme des facteurs influencant directement les
niveaux de neurotransmetteurs synaptiques, tels que I'acétylcholine. Ces recherches
fournissent un cadre explicatif pour nos résultats, indiquant une perturbation significative de
la neurotransmission. En outre, les travaux de (Zhanaidarova et al., 2019) confirment que
I'hnarmine affecte les capacités énergétiques et métaboliques chez le rat, ce qui pourrait
expliquer les modifications observées dans l'activité de I'AChE. Les résultats d'études
complémentaires par (He et al., 2015) ainsi que (Jiang et al., 2019) sont en accord avec nos
observations, démontrant que I'administration de I'harmine entraine une réduction de l'activité
de l'acétylcholinestérase, soutenant I'idée d'une interaction significative de I'hnarmine avec les

processus métaboliques et neurotransmetteurs cérébraux.

Bien que le développement du stress oxydatif soit un facteur important dans les modifications
tissulaires, I'analyse histomorphologique microscopique des organes étudiés : cerveau, foie,
reins et glande surrénale, n'a pas montré de changements pathologiques significatifs ou de
conséquences toxiques dans le groupe H. Les résultats sont cohérents avec ceux d'autres
études. Selon les conclusions de (Zhanaidarova et al., 2019), le traitement avec de 1’harmine
a des doses de 2,5 et 5 mg/kg pendant une période de trois mois ne semble induire aucun effet

néfaste sur le cerveau et les glandes surrénales, qui suggere que le traitement persistant de
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doses modestes de l'alcaloide harmine, par opposition a des niveaux élevés, ne provoque pas

d'altérations morphologiques.

Ces résultats confirment les notres ou les altérations provoquées par I'narmine dépendaient
des niveaux de dosage et de durée du traitement (Réus et al., 2012). 1l est important de noter
que, dans le cadre de cette étude, une seule injection d'harmine a la dose de 40 mg/kg ne
semble pas entrainer d'altérations discernables dans les tissus cérébraux et les glandes
surrénales ce qui peut donc étre interprété comme un impact dépendant de la dose.

En outre, d'autres recherches antérieures ont indiqué que lI'absence de Iésions tissulaires apres
exposition aux alcaloides de la B-carboline est probablement liée au temps d'échantillonnage
et, par conséquent, a la vitesse a laquelle I'narmine est éliminée de I'organe (Wang et al.,
2019). Par ailleurs, (Muhi-eldeen et al., 2008) a montré qu'une dose de 50 mg/kg d'extrait

vegétal de P. harmala ne semblait pas avoir d'effets nocifs sur les reins ou le foie.

Cependant, lors de I'exposition a I'extrait de EEC, I'histologie du foie et des reins n'a pas
montré d'altérations perceptibles. L'activité antioxydante de I'EEC a été démontrée par le fait
que les deux dosages ont maintenu un effet protecteur contre les changements enzymatiques
et métaboliques dans les deux organes. Les résultats de nos recherches rejoignent ceux de
(Mannaa et al., 2015), qui montrent que cette plante contient des substances naturelles
susceptibles d'étre des antioxydants hépato-protecteurs. De plus, les résultats de I'étude
(Alibabaei et al., 2014) mettent en évidence les bienfaits de la camomille sur le cerveau et
suggerent que la réduction du stress oxydatif attribuée a la camomille pourrait résulter de son
action de piégeage des radicaux libres, grace aux composants actifs présents dans I'extrait de

M. chamomilla.
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5. Conclusion et perspectives

L'objectif de cette étude vise a examiner le potentiel anxiogene, le stress oxydatif, et les divers
effets secondaires susceptibles d'étre déclenchés par I'harmine chez les rats. De plus, elle
cherche a évaluer les effets protecteurs d'une supplémentation avec un extrait végétal reconnu

pour ses propriétés anxiolytiques, a savoir M. chamomilla.

En résumé, les conclusions de la présente recherche mettent en évidence les perturbations
neurocomportementales significatives induites par I'harmine, un alcaloide naturellement
présent dans certaines plantes. Les tests réalisés révelent que ces altérations comportementales
correspondent a un état dépressif et anxieux chez les rats. De maniére concomitante, des
perturbations au niveau du systeme endocrinien sont observées, notamment des variations
dans la régulation de I'ACTH (adrénocorticotrophine), une hormone clé dans la réponse au
stress. Ces modifications endocriniennes suggérent une influence directe de I'harmine sur les

mécanismes de régulation du stress dans I'organisme.

Par ailleurs, I'étude souligne les effets de I'harmine au niveau enzymatique, avec des
perturbations notables du systéme d'oxydoréduction dans le cerveau, le foie et les reins. Cela
se traduit par une augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution de I'activité
enzymatique de certaines enzymes antioxydantes. Ces observations suggérent que l'influence
de I'narmine va au-dela du systéme endocrinien, entrainant des perturbations enzymatiques et
ayant également le potentiel d'engendrer des répercussions importantes sur une variété de
processus métaboliques et physiologiques dans I'organisme, soulignant ainsi la complexité des

réponses biologiques a cette substance naturelle.

Ces observations soulignent les implications potentielles de I'hnarmine sur le fonctionnement
hormonal et les processus métaboliques. Cependant, une note positive émerge de cette étude
avec la constatation que la supplémentation par I'extrait éthanolique de camomille (EEC)
semble atténuer ces modifications induites par I'harmine. L'EEC semble exercer un effet
protecteur par la régulation des éléments physiologiques associés au stress et en atténuant les
altérations au niveau des niveaux d'’ACTH et aussi en modulant les perturbations
métaboliques et énergétiques induites par I'narmine. Cette atténuation pourrait étre attribuée a
la capacité de I'EEC a moduler la réponse hormonale et posséder des propriétés régulatrices
sur le métabolisme et renforcer les mécanismes de défense antioxydants enzymatiques. Il est

plausible que les propriétés antioxydantes robustes de I'EEC contribuent a neutraliser les
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especes réactives de I'oxygene (ERO) géneérées par I'harmine, limitant ainsi les dommages
oxydatifs. Cette amélioration de la capacité antioxydante pourrait résulter de la composition

biochimique de I'EEC, riche en composés phytochimiques bénéfiques.

En conclusion, bien que I'harmine induise des changements notables dans le systéme
endocrinien et oxydoréduction, I'administration concomitante d'EEC offre une perspective
prometteuse en atténuant ces altérations. Ces résultats suggérent un potentiel bénéfique de
I'utilisation de I'EEC comme agent modulateur pour contrer les effets indésirables de
I'narmine, offrant ainsi des pistes de recherche et des applications potentielles dans le domaine

de la santé et de la pharmacologie.

Ce travail reste cependant préliminaire et d'autres recherches seront essentielles pour élucider
les raisons sous-jacentes des effets induits par les substances nocives. Dans un avenir proche,

nous prévoyons d'étendre cette étude par d'autres investigations :

> Exploration des Mécanismes Moléculaires : poursuivre la recherche en examinant de
maniere approfondie les mécanismes moléculaires sous-jacents de ces perturbations
(les voies métaboliques et les protéines spécifiques pourraient fournir des informations

cruciales sur les cibles cellulaires de I'narmine).

> Evaluation des Effets & Long Terme : investiguer les effets & plus long terme de
I'exposition & I'narmine en prolongeant la période d'observation. Cela permettrait de
mieux comprendre I'évolution des altérations au fil du temps et d'évaluer si certaines

perturbations se rétablissent ou persistent.

> Exploration de la Plante (M. chamomilla) et Etude Phytochimique : Une étude
phytochimique approfondie pourrait étre entreprise pour analyser la composition
chimique de la plante, en tenant compte des variations régionales. Comprendre ces
variations phytochimiques permettrait d'établir des liens entre la composition de la

plante et les effets observes.
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Annexes

Préparation des réactifs pour le dosage du stress oxydatif

1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

e Solution d’albumine de sérum bovin (BSA) (1 mg/mL) : Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml
d’eau distillée.

e Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 mL
d’éthanol (95 %). Agiter par I’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 mL d’acide
orthophosphorique (85 %) et 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 L de solution).

Ce reactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température de 4

°C et a 1’abri de la lumiére.

v' Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines

BSA (mL) 0 0,1 0,2 0,3 04 05
DOa59%5nm 0 0,05 0,1 0,15 0,20 0,25

0,3 -
0,25 -

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

BSA mg/mL

2. Dosage du glutathion
e Solution EDTA (0,02 M) : dissoudre 5,613 g EDTA dans 750mL d’cau distillée.
e Tampon Tris + EDTA (0,4 M Tris + 0,02 M EDTA), pH 9,6 : dissoudre 48,45 g Tris +
5,84 ¢ EDTA dans 1000 ml d’eau.
e Solution DTNB (0,01 M) : dissoudre 200 mg DTNB dans 50 mL de méthanol absolu.
e Solution d’acide salicylique (0,25 %) : dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100

mL d’eau distillée.
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Annexes /
3. Dosage du MDA

e Solution TCA (20 %) : dissoudre 20 g de TCA dans 100 mL d’eau distillée
e Solution Tris : dissoudre 0,15 g de tris dans 50 mL d’eau distillée
e Solution TBA (0,67 %) : dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 mL de la solution tris

4. Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)

e Solution TBS : Tris (50 mM, NaCL (150 mM) : dissoudre 8,775g NaCL dans 1L d’eau
distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume a 1L par la solution NaCl (150
mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant HCL ou NaOH.

e Solution du GSH (0,1 mM) : dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 mL d’cau distillée.

e Solution TCA (1 %) : dissoudre 1g TCA dans 100 mL d’eau distillée.

e Solution DTNB (1,0 mM) : dissoudre 100 mg DTNB dans 250 mL de méthanol absolu.

5. Dosage de la glutathion-S-transférase (GST)
e Solution CDNB (0,02 M) : dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 mL d’éthanol absolu.
e Solution GSH (0,1 M) : dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 mL d’eau distillée.

6. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE)
e Tampon phosphate 0,1M, PH 7,4 :
v Solution A, dissoudre 1,7418 g de KoHPO4 dans 100 ml d’eau distillé
v Solution A, dissoudre 1,3609 g de KH2PO4 : dans 100 ml d’eau distillé
e Meélange 5 ml de la solution A avec 91,5 ml de la solution B
e TNB/NaHCO3: 141 NaHCOz3 150% (15 mg dans 10ml de tampon phosphate)
e DTNB : 39,6 mg dans 10 ml (tampon phosphate / NaHCO3).
e Acétylthiocholine : 13,031 g dans 100 ml.
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ABSTRACT

This study focuses on the effects of harmine
(H), an alkaloid derived from the Peganum harmala
plant known to have harmful effects on rats' liver,
kidneys, and oxidative stress. The study examines
the preventive benefits of using ethanolic extract of
Matricaria chamomilla (EEC). Six groups (n = 8) of
rats were created. Group 1 (control); Group 2 re-
ceived a single injection of H (40 mg/kg); Group 3
received EEC (200 mg/kg); Group 4 received EEC
(500 mg/kg); Groups 5 and 6 received H (40 mg/kg)
and EEC (200 mg/kg) or (500 mg/kg) for 21 days;
all groups were subjected to stress via the forced
swim test. According to the findings, H caused a rise
in the weight of the body, liver, and kidneys, whereas
EEC therapy showed a strong protective impact on
organ weights. Furthermore, H treatment resulted in
a marked rise in serum total cholesterol and
malondialdehyde (MDA) levels, along with a
marked fall in the liver and kidney's total antioxidant
capacity and reduced glutathione (GSH) content.
Furthermore, EEC treatment mitigated all the nega-
tive effects of H treatment. Microscopic examination
of the liver and renal tissues along with these param-
eters was conducted. Nevertheless, the data did not
demonstrate any appreciable alterations in organ
morphology or structure following H and EEC ther-
apy. Considering its potent anti-free radical activity
against H-induced oxidative effects in the liver and
kidney, it may be inferred that MC has a potential
antioxidant effect.

KEYWORDS:
Matricaria chamomilla, Ethanolic extract, Harmine, Bio-
chemical parameters, Oxidative stress, histology

INTRODUCTION

Peganum harmala L., often called Harmal in
Algeria, is a member of the Zygophylaceae family
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and is found growing wild mostly in the Mediterra-
nean area, although it is also found in Central Asia
and North Africa [1]. It is a shrub reaching a height
of one meter, it has white blooms, short, spreading
roots, and capsules that hold many seeds [2]. These
seeds are recognized for having a larger concentra-
tion of B-carboline alkaloids than other plant compo-
nents, including harman, harmine, and harmaline.
However, they also have modest levels of polyphe-
nols [3], flavonoids [4], and saponins [5]. Due to
their many biological and pharmacological proper-
ties, such as their anticancer activity [6], ability to
cure parkinsonism [7], and ability to treat Alzhei-
mer's disease [8], these components have garnered
interest in recent study. Nonetheless, a few investi-
gations have revealed that these seeds' alkaloid con-
tent is what causes both their positive and harmful
effects [9]. Indeed, harmine is extensively found as
a naturally occurring product in many plants and is
recognized to be the primary B-carboline alkaloid ex-
tracted from P. harmala seeds [10]. The assessment
of this alkaloid, both in vivo and in vitro, reveals
harmful consequences after overloading [11]. Fur-
thermore, several studies have drawn attention to
harmine intoxication of people and animals [12],
which is characterized by changes in renal and he-
patic function in humans and rats, arterial hypoten-
sion, discomfort and digestive issues, and anemia
[13]. Research has demonstrated that harmine inter-
acts with several cell surface receptors [14].

Herbal medicine is widely recognized as the
most prevalent form of medication worldwide.
Plants offer a myriad of phytochemicals that can be
harnessed to treat and prevent diverse illnesses while
providing the body with essential natural antioxi-
dants [15]. The Asteraceae family includes Matri-
caria chamomilla, commonly known as Matricaria
recutita L., or German chamomile. It is among the
therapeutic herbs that have undergone the greatest
scientific testing. Studies conducted in vivo have
demonstrated the preventive impact of M. chamo-
milla extracts on decreased oxidative stress [16], re-
nal function [16], [17], stomach function [18], and
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liver function [19]. This is because of its anti-dia-
betic [20] and antioxidant [21] qualities. These bio-
logical uses are connected to the chemical elements
of it. German chamomile is really reported to have a
high concentration of active compounds, including
tannins, polysaccharides, spiroethers, coumarins,
terpenoids, flavonoids and polyphenols [22]. Fur-
thermore, plants naturally contain polyphenol, which
is known to efficiently control various physiological
and molecular processes, including energy metabo-
lism [23].

The goal of the current investigation was to
clarify the capacity of M. chamomilla ethanolic ex-
tract (EEC) to lessen the adverse effects and oxida-
tive stress that harmine injections caused in the liver
and kidney by using biochemical and histological
analyses on albino rats.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Harmine (7-methoxy-1-methyl-p-
carboline) is a natural alkaloid belonging to the B-
carboline family, found in the seeds of the Peganum
harmala plant. It was purchased from Sigma-Al-
drich, St Louis, MO, USA. The product has a purity
of > 98%. In our experimental study, 9.6 mg of
harmine was dissolved in a 2% acetic acid (AcOH)
solution and 0.9% sodium chloride (NaCl) solution
and then injected into the peritoneum of the animal
in the selected groups.

Vegetal material. Matricaria chamomilla (M.
recutita) is an aromatic annual plant from the Aster-
aceae family that may reach heights of 10 to 60 cm.
The oval, feathery leaves are accompanied by the
white, fragrant flowers [24]. The entire M. chamo-
milla plant was bought in March from a business
store in Annaba, Algeria's. Prof. REBBAS Khellaf,
Department of Biology at the University of M’sila,
Algeria verified and authenticated the plant's botan-
ical identity.

Extract preparation. Ethanolic extract of M.
chamomilla (EEC) was prepared by macerating 100
grams of M. chamomilla powder, dried and ground
to a fine powder using a molinex, in 1 | of 70% eth-
anol in a ratio of (1:10), under stirring. After 24
hours, the resulting mixture was filtered through
Whatman filter paper. The filtrate was concentrated
in a vacuum rotary evaporator at 45 °C. In an oven
set to 46 °C, the extract that had been produced was
dried. The yield was determined as a percentage and
refrigerated (4 °C) until usage [25].

Animals. 48 male Wistar rats from the Pasteur
Institute of Algiers, weighing 240 + 20 g, were used
for this investigation. The animals were kept in cages
in groups of eight in a controlled environment (con-
stant temperature (25 £ 3 °C), humidity (50 + 5%),
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and 12-hour light-dark cycle), with unrestricted ac-
cess to food and drink throughout the experiment.
All protocols' methods were carried out between
9:00 AM and 6:00 PM and approved by the Animal
Ethics Commission of the UBMA University, An-
naba, Algeria.

Induction of stress. Stress was induced using
the forced swimming test (FST), a behavioral
method for evaluating the efficacy of antidepressant
treatment [26]. The test's basic premise is the indi-
vidual placement of each rat in an aquarium that is
30 cm wide and 40 cm high. Each rat had 20 min of
stress from day 5 to day 10 after the start of the ther-
apy. Water at a temperature of 25 °C is added to the
aquarium until it reaches a height of 35 cm to prevent
the rat from scaling the device's edges to escape,
forcing it to swim.

Experimental method. After two weeks of ac-
climation, the animals were split into six groups (n =
8).

Group | (Control): received only 1 ml of dis-
tilled water orally from day 11 of the experiment un-
til day 21.

Group Il (H): received 40 mg/kg body weight
of harmine by a single intraperitoneal (i.p.) injection
on day 1 of the experiment.

Group I (EEC200): received 200 mg/kg body
weight of M. chamomilla ethaniloque extract orally
from day 11 of the experiment until day 21.

Group IV (EEC500): received 500 mg/kg body
weight of M. chamomilla ethaniloque extract orally
from day 11 of the experiment until day 21.

Group V (EEC200 + H): received 40 mg/kg
body weight of harmine by intraperitoneal (i.p.) in-
jection only on day 1 of the experiment, then on day
11 received 200 mg/kg body weight of M. chamo-
milla ethaniloque extract orally continuing until day
21.

Group VI (EEC500 + H): received 40 mg/kg
body weight of harmine by intraperitoneal (i.p.) in-
jection only on day 1 of the experiment, then on day
11 received 500 mg/kg body weight of M. chamo-
milla ethaniloque extract orally continuing until day
21.

To evaluate the impact of the treatments on the
weight gain of the animals, the rats were weighed
every day at the same time in the morning for 21
days. Note that 40 mg/kg H was equivalent to the
DLso / 4 of the harmine alkaloid discovered by
Moloudizargari et. al. [27]. According to a predeter-
mined study byAsgharzade et. al. [28], the EEC ex-
tract dosages were selected.

Collection and preservation of blood sam-
ples. On day 22 of the experiment, all the rats were
sacrificed, and blood was drawn and collected in
heparin tubes for biochemical analyses. The rat liver
and kidneys were then quickly removed, weighed,
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washed with 0.9% saline, and quickly cut into two
equal longitudinal slices. One slice was put in a 10%
formaldehyde solution for histological analysis. The
second slice was wrapped in Parafilm paper and kept
at -20 °C until MDA, GSH, GST, GPx antioxidant
status was determined.

Glucidic and lipidic metabolism assessment.
Samples of blood were centrifuged at 3500 rpm for
10 minutes. The obtained serum was used to deter-
mine two biochemical parameters, Total cholesterol,
and Blood sugar level, using a commercial analyzer
(BioSystems S.A. Costa Brava, Spain).

Protein content. Following [29], the amount of
protein in the liver and kidneys was determined spec-
trophotometrically at 595 nm using bovine serum al-
bumin as the reference.

Assessment of oxidative stress and dosage of
reduced glutathione (GSH). The degree of lipid pe-
roxidation (LPO) in the liver and kidneys was as-
sessed spectrophotometrically using the [30] tech-
nique, which was based on the color reaction of
malondialdehyde (MDA), the derivative of lipid pe-
roxidation, with thiobarbituric acid (TBA). Both or-
gan's homogenate was obtained at a ratio of 1:10
with cold phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) using an
ultrasonic mill. In a nutshell, 0.5 ml of homogenate
is combined with 0.5 ml of 20% trichloroacetic acid
(TCA) and 1 ml of 0.67% thiobarbituric acid (TBA).
4 ml of n-butanol was added following a 15 min in-
cubation period at 100 °C in a water bath. After 15
min of centrifuging at 3000 rpm, take an absorbance
reading at 530 nm.

Using the colorimetric method of [31], which is
based on the reduction of 5,5-dithio-bis-2-nitroben-
zoic acid (DTNB) by the (-SH) groups of glutathi-
one, the content of reduced glutathione (GSH) in the
brain was determined after homogenizing 100 mg of
preserved organ tissue in 4 ml cold ethylenedia-
minetetraacetic acid EDTA (0.02 M). At a wave-
length of 412 nm, the reaction mixture's colored
complex's absorbance was measured. GSH concen-
tration was represented as nmoles of GSH per mg of
protein.

Assessment of antioxidant enzyme activity.
Liver and kidney homogenates were obtained by
finely reducing 100 mg of tissue in 1 ml TBS (Tris
50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) under freezing con-
ditions.

The glutathione peroxidase (GPx) activity in
tissue homogenate was evaluated using the proce-
dure of [32]. This involves the reduction of hydrogen
peroxide (H.0-) in the presence of reduced glutathi-
one (GSH) and the conversion of the latter to
(GSSG) under the influence of GPx. The reaction
was monitored spectrophotometrically at 340 nm.
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Glutathione transferase (GST) activity was cal-
culated according to the method of [33] using 1-
chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which conju-
gates with glutathione to make the GSTs contained
in the brain homogenate act. Optical density changes
were measured at 340 nm over a 30-second interval
for 3 min. Specific enzymatic activity was given as
nmols GSH-CDNB/min/mg protein.

Histopathological investigation. Fixed liver
and kidney tissue were dehydrated, embedded in par-
affin, cut into 5 pm-thick sections, placed on slides,
and stained with hematoxylin-eosin [34]. A light mi-
croscope (Leica Microsystems CMS Gmbh, D-
35578, Germany) was used to inspect each slide and
images were taken with a camera (Leica ICC50 W).

Data analysis. Data were expressed as mean +
standard of the mean (SEM) and analyzed using a
one-factor analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey's multiple comparison test. Statistically
significant differences were set at 95% (p < 0.05).
Data analysis and graphics were performed using
GraphPad Prism version 9 statistical software.

RESULTS

Treatment's effects on rat body weight and
both absolute and relative liver weights. Rat body
weight increased non-significantly after receiving H
therapy compared to the control group. When EEC
was administered at a dose of 200 mg/kg, there were
no significant changes (p > 0.05) compared to the
control group. However, when this group was com-
pared to the H group, their body weight decreased
significantly. At 500 mg/kg EEC extract, however, a
significantly substantially (p < 0.01) rise in body
weight was noted. In the H + EEC500 group, the co-
administration of EEC500 increased the change in
body weight, which was statistically highly signifi-
cant (p < 0.01) when compared to the control group
(Table 1).

Weight gain in the H group was not statistically
significant compared to the control group (p =
0.064). In contrast, the EEC500 and combined
groups showed highly significant increases (+ 68.12,
+ 70.25, + 59.37), respectively, compared with the
control group, except for the 200 mg/kg extract dose,
which showed a lower level compared with the
harmine group (Table 1).

Harmine treatment showed that the liver weight
of the treated rats increased both absolute and rela-
tive (+ 2.42 g, + 0.67 g) significantly compared with
control rats. As with the control, the extract at 500
mg/kg likewise showed a noteworthy rise. The com-
bined group's relative liver weight was considerably
lower (p < 0.01) than that of the H group when 500
mg/kg extract was co-administered (Table 1).
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TABLE 1
Changes in total body weight, weight gain and organ weight measurements over a 21-day period.
Parameters Control H EEC200 EEC500 H+ EEC200 H+ EEC500
Initial weight (g) 261.75+3.17  243.37+141 254.62 +1.48 244.37 +2.42 239.75 +0.79 238 +1.6
Final weight (g) 27812+302 291871139 257.62+4.07" 3125+805  31525+11.74 297.37+6.4
Weight gain (g) 16.37 + 1.73 485+11.04 775+1.92%  68.12+693°  70.25+12.66 59.37+6
Absolute liver weight (g) 8.69 + 0.39 11.11+0.6" 8.81+0.27" 10.66 +0.35" 11.19+£0.327 955+0.3
Relative liver weight 3.12+0.13 3.8+0.09” 3.42+0.11 3.41+0.05 359+0.17 321 £0.07%
(9/100g bw)
Absolute Kidney 1.33+0.04 1.86+0.16™ 1.31+0.03% 1.68 +0.08 1.87 £0.06™ 1.78 £ 0.06™
weight (g)
Relative Kidney weight ~ 0.48 +0.01 0.63+0.03™ 0.51+0.01% 0.53+0.01 0.60 +0.03 0.60 +0.01"
(g/100g bw)

Data are given as mean + SEM, n = 8 in each group.
"p<0.05 "p<0.01, " p<0.001 significant difference against control group.
#p < 0.05, ¥ p < 0.01 significant difference against H group.
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FIGURE 1

Effect of harmine and ethanolic extract of M. chamomilla on (A) blood glucose level and (B) cholesterol
level after 21 days. Data are given as mean + SEM; "p < 0.05, ™ p < 0.01, ™ p < 0.001 vs control group; *p
< 0.05, ##p < 0.001, ## p < 0.0001 vs H group.

Significant increases in absolute and relative cholesterol levels when compared with the control (p
weights were seen in the renal index across the vari- <0.001) and H p <0.0001) groups.
ous harmine-treated groups. Administration of the
extract alone, however, resulted in significantly Treatment's effects on liver lipid peroxida-
smaller values (p < 0.01; p < 0.05) for absolute and tion (LPO) and reduced glutathione (GSH) levels.
relative weights respectively, as compared to the H The results regarding the levels of hepatic MDA in
group alone (Table 1). the rats treated with H demonstrate a considerable

rise (p < 0.001), but the addition of the extract dos-

Treatment's effects on serum glucose and li- ages alone or in combination with H resulted in ex-
pid profile. As shown in Figure 1A, compared to tremely significant reductions when compared to the
control rats, the H group caused a non-significant control and H batches (Table 2). the group supple-
rise in blood sugar levels. On the other hand, when mented with 200 mg/kg extract had a statistically
EEC was given concurrently to H rats at 200 and 500 significant decrease compared to the H batch with (p
mg/kg attenuated these differences very significantly < 0.001), but the H + EEC500 group displayed a
(p <0.001, p <0.0001) respectively, compared with level like the control 25.12 nmol/g).
the H group. Reduced glutathione (GSH) levels were much

Total blood cholesterol levels (Figure 1B) in lower after treatment with H than in the control
the H group his indicates a non-statistically signifi- group (p < 0.001). Compared with the H group, the
cant increase, whereas oral administration of etha- H + EEC500 group mitigated this decline with (+
nolic extract of M. chamomilla ethanolic extract at 0.04 mmol/mg). There was also a significant rise
dosage 500 mg/kg and in combination with harmine when comparing the EEC500 group to the H group
(H) demonstrated extremely significant reductions in (Table 2).
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Treatment's effects on hepatic antioxidant
enzymes. In the H group, GPx and GST enzyme ac-
tivity was considerably lower (p < 0.001) than in the
control group (Figure 2). In the H + EEC200 and H
+ EEC500 groups, ethanolic extract of M. chamo-
milla dramatically boosted (p < 0.001) GPx enzyme
activity. Furthermore, compared to the H group, the
co-administration of 200 and 500 mg/kg to H rats
dropped the enzymatic activity of GST with (0.04 +
0.002 vs 0.02 + 0.005).

Fresenius Environmental Bulletin

Treatment's effects on kidney lipid peroxi-
dation (LPO) and reduced glutathione (GSH) lev-
els. Although the data surrounding renal MDA levels
in rats treated with H indicated a highly significant
rise (p < 0.01), the administration of 200 mg/kg of
M. chamomilla extract resulted in a very low value
compared to the H group. Comparing the H +
EEC200 combination to the H group, there was a
highly significant decline at a level comparable to
the control group (Table 3).

TABLE 2
Malondialdeh ndr | hione levels over 21 in the livers of control and tr rats.
Parameters Control H EEC200 EEC500 H+ EEC200 H+ EEC500
MDA (nmol/g 23.05 % 28.37 17.03 + 22.68 £ 25.12+0.88
of tissue) 0.73 0.92" 0.66 " #### Q.77 #i# 0.74%#
GSH 0.10 0.07 + 0.08 + 0.003 0.10 0.08 +0.003 011+
(mmol/mg of 0.003 0.005™" 0.005%## 0.005%##
protein)
Data are given as mean + SEM, n = 8 in each group.
“p<0.01, ™ p<0.001, ™" p < 0.0001 significant difference against control group.
###p < 0.001, ¥ p < 0.0001 significant difference against H group.
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FIGURE 2

Response of hepatic antioxidant enzyme activity (GPx and GST) in control and treated rats after 21 days.

Fkk

Data are given as mean + SEM;

p < 0.001 vs control group; #p < 0.01, ## p < 0.001, ##p < 0.0001 vs H
group.
TABLE 3

Kidney malondialdehyde and reduced glutathione levels over 21 days in control group (C) and treated
rats(H: EEC: H + EEC).

Parameters Control H EEC200 EEC500 H+ EEC200 H+ EEC500
MDA (nmol/g of 49.93 +2.58 60.80 +£3.33™  42.62 +0.89"# 51.20 +1.11* 46.94 + 212" 52.39 +0.79
tissue)
GSH (mmol/mg 0.12 +0.002 0.08 £0.008™  0.12 +0.003* 0.147 + 0.12 + 0.002%# 0.10 +0.004
of protein) 0.009####

Data are given as mean = SEM, n = 8 in each group.

“p <0.05, ™ p < 0.01 significant difference against control group.
#p < 0.01, # p < 0.001, " p < 0.0001 significant difference against H group.
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The difference in reduced glutathione (GSH)
levels is also seen in Table 3. Compared to control
rats, animals who received H exhibited a statistically
significant low level (p < 0.01). However, an im-
provement was observed in the batch fed 500 mg/kg
EEC (p < 0.05). Significant differences were also ob-
served between groups that received the extract ei-
ther by itself or in conjunction with H, in contrast to
the H group (Table 3).

Treatment's effects on renal antioxidant en-
zymes. GPx activity was significantly less active (p
< 0.01) in the group of rats receiving H than in the
control group. On the other hand, rats receiving
EEC200 and EEC500 extracts showed non-signifi-
cantly increased levels (p < 0.001) compared to the
control group but significantly higher than the H
group. Similarly, compared with the H group, the

combined groups showed enhanced levels of GPx
activity. M. chamomilla extract revealed no discern-
ible variation in GST activity, unlike the H group,
which showed a marked decrease compared with the
control group (Figure 3).

Histological examination. The hepatic archi-
tectures of the liver following H treatment were like
those of the control (Figure 4A, B), comprising
clear-nucleated hepatocytes arranged radially
around a central vein (Figure 4C) and a normal portal
area (hepatic artery, vein, and bile ducts) (Figure
4D). EEC extract did not significantly alter the he-
patic architecture (Figure 4E-L), where hepatocytes
are interwoven with thin-walled hepatic sinusoids of
normal caliber and Kupffer cells with a normal-sized
centrilobular vein and a visible portal area.
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FIGURE 3

Response of renal antioxidant enzyme activity (GPx and GST) in control and treated rats after 21 days.
Data are given as mean + SEM; “p < 0.05, ™ p < 0.01 vs control group; #p < 0.05, #p < 0.01, ##p < 0.001,
#### p < 0.0001 vs H group.
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The control group's kidney samples had a nor-
mal-sized Bowman's capsule and a distinct renal glo-
merular architecture (Malpighian corpuscle) with
contoured tubules (Figure 5A, B). In the rats treated
with H, the glomerular (G) space of the Bowman's
capsule was of normal size with visible tubules (Fig-
ure 5D), and the medullary section was clear with
distinct collecting tubes (Figure 5C). Following

FIGU

RE 4
Photomicrographic examinations of hematoxylin and eosin-stained liver tissue sections from Wistar rats
used as controls (A, B), and those injected with harmine (C, D), EEC200 treatment (E, F), EEC500
treatment (G, H), the H + EEC200 group (I, J), and the H + EEC500 group (K, L). Arrows indicate:
Centrilobular vein (CV), Portal area (PA), Kupffer cells (KC), Hepatic cells (H), Hepatic sinusoids (HS),
Portal vein (PV), Hepatic artery (HA) and Bile ducts (BC) (H&E, x100 and x400).

treatment of M. chamomilla extract at 200 and 500
mg/kg, the renal histoarchitecture displayed a nor-
mal shape with narrow-lumen proximal tubules and
straightforward columnar epithelium (Figure 5E-H).
Similarly, there was no discernible difference be-
tween the combined groups and the other groups'
glomeruli, tubules, and tissue (Figure 5I-L).
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FIGURE 5
Photomicrographs of (H&E)-stained kidney tissue sections from Wistar rats used as controls (A, B) and
from rats injected with harmine (C, D), EEC200 treatment (E, F), EEC500 treatment (G, H), the H +
EEC200 group (I, J), and the H + EEC500 group (K, L). Arrows indicate Glomerulus (G), Proximal tu-
bules (PT), Distal tubules (DT), Collecting ducts (CD), Bowman's space (BS), Capillaries (C) (H&E, x200
and x400).
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DISCUSSION

Harmine is a p-carboline alkaloid derived from
the P. harmala plant and frequently used as a medi-
cation. Numerous experimental investigations have
looked at harmine's toxicity. This study aimed to de-
termine whether ethanolic chamomile extract (EEC)
protects rats against harmine (H) effects on the liver,
kidneys, and oxidative stress.

An essential endpoint for identifying poten-
tially hazardous effects of substances in toxicology
research is examining body weight [35]. The present
study's fluctuation in body weight between the H and
control groups was elevated insignificantly, indicat-
ing that the H rats' daily consumption was unaffected
and treatment with a single dose of harmine had no
negative effect on animal growth. This finding is
consistent with previous research [36], which found
that administering 10 mg/kg of the alkaloid harmine
caused a rise in body weight. Similarly, [13] did not
exhibit a change in body weight following the ad-
ministration of three distinct harmine dosages. Addi-
tionally, the weight gain shown in rats treated with
EEC can be associated with increased concentrations
of natural compounds such as flavonoids and poly-
phenols [28], indicating that the extract of M.
recutita enhances the rats' diets. This is consistent
with other research [37], which found that Chamo-
mile rats' body weight increased relative to controls
in stressful conditions like the one we studied.

We have information indicating that the alka-
loid harmine can harm every internal organ. The sig-
nificant variations in absolute and relative liver and
kidney weights seen in this study can be explained
by the accumulation of harmine inside these organs,
also another possibility is the production of free rad-
icals (ROS) within the organs themselves. Moreover,
[9] demonstrated a change in relative kidney weight
following the administration of a crude extract of P.
harmala, which supports our suggestion. [38] also
displays similar results, showing an increase in rela-
tive liver weight after subacute administration of al-
kaloids (harmine and harmaline) extracted from P.
harmala. The weight of these two organs is restored
with supplementation with the ethanolic extract of
M. chamomilla, indicating that this plant has a pro-
tective effect by lowering the production of free rad-
icals. Indeed, according to [17], the extract from
camouflage decoction guards against weight accu-
mulation in the kidneys and liver. This might be ex-
plained by the plant's ability to produce antioxidants
[16]. [39] has previously demonstrated that the pro-
tective properties of phenolic compounds were re-
sponsible for these benefits.

The liver produces free glucose from the charge
of hepatic stores and regulates glucose synthesis.
Additionally, it serves as the primary location for
producing and breaking cholesterol [9]. Compared to
the control, mean blood sugar levels at the dosage
under investigation of H exhibited a non-significant
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rise. This finding is in line with research done on
harmine alkaloid, administered at a dosage of 5
ma/kg, as well as P. harmala methanolic extract
[40], [41]. Total cholesterol is the sum of all the cho-
lesterol in the blood, including HDL, LDL, and
VLDL particles. It is mostly found in nerve tissue.
Many disorders are caused by dysregulation of this
lipid metabolism [42]. As the rise in relative liver
weight suggests, there was a non-noticeable increase
in blood total cholesterol levels following the treat-
ment period, according to the examination of the
liver lipid profile. These fluctuations also suggested
the possibility of hepatic modifications. [40] dis-
plays the same outcome following the 10 mg/kg
harmine dosage. According to a prior study, harmine
toxicity may be reversible if there is a notable recov-
ery in total cholesterol following a time of medica-
tion cessation. Conversely, the differences in the
other groups treated with EEC suggest that this plant
has a hypoglycemic impact. Supplementing with
EEC brought the level down to about normal. The
same outcomes were seen after therapy with chamo-
mile extract Field [23]. The hypolipidic properties of
the M. recutita plant are responsible for the observed
decrease in cholesterol levels in EEC-extracted
groups compared to H and control groups. In hepa-
toprotective investigations, research by [24], [43]
shows similar outcomes following co-administration
with M. chamomilla. Phenolic compounds, specifi-
cally polyphenols and flavonoids, have been shown
in several instances to be able to alleviate metabolic
abnormalities [44]. This claim is supported by earlier
studies on M. chamomilla extracts, which show this
plant's antioxidant ability to lower total cholesterol
[45] and blood sugar at the molecular level [19],
[46].

Reactive oxygen species (ROS) are essential
for signaling and maintaining cell homeostasis.
Nonetheless, aberrant circumstances like toxicity
significantly boost the generation of ROS. On the
other hand, unusual circumstances like poisoning
significantly boost ROS generation [47]. The latter
inhibits the organelles' oxidative defense mecha-
nisms, which can cause severe harm and oxidative
stress by oxidatively deactivating enzymes and oxi-
dizing polyunsaturated fatty acids to lipids [48].

The results of this study clearly demonstrate
that, compared to the control group, harmine treat-
ment resulted in a marked increase in MDA, a sig-
nificant decrease in GSH content, and inhibition of
GPx and GST activities in liver and kidney tissues.
These findings result from dysfunctions in the sys-
tem that scavenge free radicals (ROS). This imbal-
ance between oxidants and antioxidants simultane-
ously validates harmine's harmful effects on liver
and kidney function. As evidenced by multiple stud-
ies, the stimulation of oxidative antioxidant defenses
promotes the production of free radicals (ROS) at the
organ level. MDA is the major key marker of this
lipid peroxidation [49]. In this investigation, harmine



Volume 33— No. 02/2024 pages 83-96

Fresenius Environmental Bulletin

at a dose of 40 mg/kg caused ROS generation, man-
ifested as an excessive production of MDA. This, in
turn, caused a drop in the primary antioxidant mark-
ers involved in scavenging free radicals such as
GSH, GPx and GST. These findings are corrobo-
rated by [50], which demonstrates the harmful im-
pact of harmine and B-carboline derivatives on mito-
chondrial dysfunction, which leads to glutathione
losses and an increase in reactive oxygen species and
glutathione disulfide. As is already known, the pri-
mary source of harmful ROS production is the mito-
chondria, and different mitochondrial inhibitors can
increase this production [10]. Because mitochondria
are in hepatocytes, as in other organic cells, the in-
crease in MDA in H rats' kidneys confirms these
findings. In line with these findings, harmine or its
analogs have been shown to significantly reduce
GSH content while simultaneously raising MDA and
glutathione disulfide (GSSG) levels. This is con-
sistent with the research done by [10].

However, EEC treatment outperformed the
control group regarding enzymatic activity, high
GSH levels, and reduced MDA levels at both tested
dosages. Conversely, the recuperation shown in rats
given various H + EEC combinations dosages, ac-
companied by a notable rise in GSH levels in the
liver and kidneys, may be related to a cellular pro-
cess for repairing damaged macromolecules. Parallel
to this, several studies have demonstrated M. cham-
omilla's antioxidant ability to lessen the appearance
of ROS. has strong antioxidant activity in scaveng-
ing free radicals [24], and concurrently exhibits high
quantities of flavonoids and phenols, which are the
primary sources of M. chamomilla's antioxidant ca-
pacity [16]. Previous research indicates that a few
phenolic compounds found in M. recutita [16], [17],
and particularly falvonoids [45], have a protective
effect on the liver and kidneys by scavenging H2O,,
strengthening the organ's natural defense against ox-
idative stress. These findings are consistent with
studies where M. chamomilla extract considerably
decreased the degree of oxidative changes from aza-
thioprine [45] and peroxynitrite in blood plasma
[51].

Although the development of oxidative stress is
a significant factor in tissue modifications, micro-
scopic histomorphological analysis of the kidney and
liver did not show any significant pathological
changes or toxic consequences in the H group.
Harmine was injected just once; hence this outcome
can be interpreted as a dose-dependent impact. This
finding is consistent with the [40] research, which
found that persistent treatment of modest dosages of
the alkaloid harmine, as opposed to large levels, did
not cause morphological alterations.

Furthermore, other earlier research has indi-
cated that the lack of tissue damage following expo-
sure to B-carboline alkaloids is likely associated with
the sampling time and, thus, with the pace at which
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harmine is eliminated from the organ [13]. Addition-
ally, [52] showed that a 50 mg/kg dosage of harmala
plant extract did not appear to have any harmful ef-
fects on the kidneys or liver. However, when ex-
posed to EEC extract, the liver and kidney histology
showed no discernible alterations. EEC’s antioxidant
activity was demonstrated by the fact that both dos-
ages maintained a protective effect against enzy-
matic and metabolic changes in both organs. Our re-
search findings align with those of [45], which
shows that this plant contains naturally occurring
substances with the potential to be hepatoprotective
antioxidants.

In conclusion, the redox system in the liver and
kidneys was adversely affected by therapy with f3-
carboline harmine, as per this study. Oral supple-
mentation of EEC to rats that have received harmine
treatment reduces the negative effects of this alka-
loid by enhancing the ability of enzymatic antioxi-
dants, most likely due to their potent antioxidant and
radical-scavenging properties.
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