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Titre et résumé en francais

Hyoscyamus niger est une plante de la famille des solanacées. C’est une plante médicinale utilisée
traditionnellement pour traiter diverses maladies telle que 1’ Asthme, le diabéte et le cancer.

Notre étude a pour objectif d’évaluer le pouvoir antioxydant et antihémolytique des extraits eau-
acetone et hexanique de la partie aérienne de Hyoscyamus niger, récoltée dans la région de Ain Fezza,
Tlemcen.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical ABTS, montre que
I’extrait eau-acétone présente une meilleure activité avec une 1Cso de 0,0767 mg/ml, mais qui reste
toujours inferieure a celle de Trolox avec une ICso de 0,0182mg/ml.

La recherche de I’effet hémolytique nous a permis de constater que I’extrait eau-acétone provoque
une hémolyse de I'ordre de 5,87% et qui reste moins hémolytique que I’extrait hexanique avec une
hémolyse de 7,19% a la concentration de 1 mg/ml.

Ce travail reste préliminaire et mérite d’étre reconduit afin de confirmer les résultats obtenus.

Mots clés : Hyoscyamus niger, activité antioxydante, ABTS, hémolyse.

Titre et résumé en anglais

Hyoscyamus niger is a plant in the Solanaceae family. It is a medicinal plant traditionally used to
treat various diseases such as Asthma, diabetes and cancer.

Our study aims to assess the antioxidant and antihemolytic power of water-acetone and hexane
extracts from the aerial part of Hyoscyamus niger collected in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

The evaluation of the antioxidant activity by the method of ABTS radical scavenging shows that
the water-acetone extract has a better activity with an 1Cso of 0.0767 mg/ml but lower than that of Trolox
with an 1Cso 0f 0.0182 mg/ml.

Research of the hemolytic effect has enabled us to note that the water-acetone extract causes
hemolysis on the order of 5.87% and which remains less hemolytic than the hexanic extract with
hemolysis of 7.19% at the concentration of 1 mg/ml.

This work remains preliminary and deserves to be repeated in order to confirm the obtained
results.

Key words: Hyoscyamus niger, antioxidant activity, ABTS, hemolysis.
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ADN : L’acide désoxyribonucléique . OH :Le radical hydroxyle .

CAT : Catalase . NO :Monoxyde d’azote.

DHA : d’¢éhydro-L-ascorbique . ONOQO :Péroxynitrite .

ERO : Espéce réactif de I’oxygene . PBS : Phosphat Buffered Saline .
EOA : Espéces oxygénées activées. ROO :Radical peroxyle .

Fe?" : Fer ferreux . ROS : Espéce réactives de I’oxygene.
Fe** :Ferferrique . SOD : Superoxyde dismutase.

GPx : Glutathion peroxidase.

GSH :Glutathion réduit .

GSSG :Glutathion disulfide .

GR : globule rouge .

H20: : peroxyde d’hydrogene .
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Introduction générale

Depuis longtemps, I'nomme a utilisé les ressources qui existent dans son
environnement pour répondre a tous ses besoins. D’une part, pour sa nourriture, et aussi a des
buts médicinaux pour traiter et soigner différents types de maladies. L’utilisation
thérapeutique des plantes médicinales est trés présente notamment dans les pays en

développement (Djouahra, 2012).

En Afrique de I’ouest, comme dans le reste du continent, plus de 80% de la population
ont recours a la médicine traditionnelle pour ses soins de santé primaire. Le manque de
médicaments essentiels, I’insuffisance des soins de santé, le colt élevé des médicaments et les

habitudes socioculturelles des populations expliquent ce recours (Sanogo, 2006).

La recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent a jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines
(Gurib-Fakim, 2006 in Huilier, 2007). Généralement, les polyphénols qui sont
particulierement etudiés en raison de leur utilisation dans les domaines, pharmaceutique,
cosmétique et alimentaire. L'objectif de ces études peut s’articuler autour de la recherche des
molécules susceptibles de protéger l'organisme contre les effets du stress oxydatif et de

remplacer les antioxydants synthétiques (Albayrak et al., 2010).

L'Algérie est considéré parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogeographique privilégiée et son étendue entre la Mediterranée et I'Afrique
subsaharienne (Arab et al., 2013).

La famille des Solanacées est représentée dans le monde par le genre " Hyoscyamus"
qui est tres utilisé en médecine traditionnelle. Hyoscyamus niger est distribué dans différentes

régions du monde, a savoir en Algérie (Marchaux et al., 2008).

Dans notre travail, nous allons évaluer [lactivité antioxydant et le pouvoir

antihémolytique d'extraits de la partie aérienne Hyoscyamus niger L. d’Ain fezza (Tlemcen).
Notre travail est divisé en trois parties

- La premiére est représentée par une synthese bibliographique divisée en trois chapitres
(phytothérapies, plante étudiée, stress oxydant et effet hémolytique). La deuxiéme
partie illustre la partie expérimentale. La troisieme est consacrée aux résultats et

discussion. Notre travail s'achéve par une conclusion.



Chapitre 1 Phytothérapie

1. Définition
Le terme « phytothérapie », provient du grec. Il se décompose en deux termes distincts

« phyto » qui signifie « plante » et « thérapie » qui signifie « soigner » (Vacheron, 2010).

La phytothérapie désigne la médecine a base d’extraits de plante et d’actifs naturels. On
ne doit pas confondre avec la phytopharmacie qui désigne toutes les substances utilisées pour
traiter les plantes (Mathieu et fonteneau, 2008). On peut distinguer trois types de pratiques
(Clément, 2005) :

v Une pratique traductionnelle, parfois trés ancienne basée sur ’utilisation des plantes
selon les vertus découvertes empiriquement.

v Une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent des
principes actifs extraits des plantes.

v Une pratique de prophylaxie. C’est notamment le cas dans la cuisine, avec I’'usage
d’Ail;, du Thym, du Gingembre ou simplement du thé vert. Une alimentation
équilibrée et contenant certains éléments actifs constitue une phytothérapie

prophylactique.

La phytothérapie a base de plantes est une thérapie naturelle permettant de prévenir
ou de traiter des maladies par certaines plantes en utilisant des ingrédients ayant un

effet médical remarquable (Sae Woongkin, 2012).
2. Quelques exemples de plantes médicinales

Tableau N°1 : Quelques exemples des plantes médicinales et leurs activités.

Nom Nom Les activites Principes actifs
scientifique | vernaculaire
Olea Zitoune. Antioxydant Un amer (Oléo opine), et
europeae. Antidiabétique Oleuroproside dans les feuilles,

L’huile d’olive est composée
d’environ75% d’acide oléique, les
composés phénoliques, flavonoide
(Bnouham et al., 2002).

Fraxinus Dardar ou Antioxydant Les composees phénoliques,
angustifolia | Acefour. Anti-inflammatoire | coumarines, des
Anti- microbien Phényléthanoides, des flavonoides
Anti- allergique et des lignines (Moussaoui,

Yahiaoui,2011)




Chapitre 1 Phytothérapie

Salvia Mramiya. Antioxydant Acides phénoliques, des

officinalis. Anti-inflammatoire | Flavonoides, di terpenes et
Antiseptique Triterpénes, 5% tanins, 5,6% de
Analgeésique résine et d’autres  compoés

(Boukarata, 2017)

Artemisia Chiba. Antidiabétique Huile essentielle (thyone, Azulenes,
absinthium. Antioxydant terpénes), lactones,
Anti-inflammatoire | sesquiterpérique (arabisme,
Anabsinthine). Flavonoides ,
composés phénoliques, lignines
(Bnouham et al.,2002).

3. Métabolites des plantes

3.1.Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en
quatre principaux groupes : les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques
(Aribi et Hasasni, 2018).

3.2.Métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire est défini comme une molécule indirectement nécessaire a
la survie des plantes (Sutour, 2011) contrairement au métabolisme primaire qui entre dans
des fonctions importantes de la cellule et fournissent la voie principale de métabolisme central
(Hadj Salem, 2009).

Ce sont des molécules biologiquement actives qui résistent aux insectes, aux
herbivores et aux rayons UV car elles jouent également un role important dans 1’interaction

entre les plantes et I’environnement (Judd et al., 2002).

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois grandes catégories :
les composés phénoliques, les alcaloides et les terpenes. Chaque catégorie contient plusieurs

composeés qui ont multiples activités en biologie humaine (Krief, 2003).
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3.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques combinent un grand nombre des molécules chimiques qui
contiennent au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupement hydroxyles
(Akonauh et al., 2004).

Ces composés ont un certain nombre d’avantages sur la santé liée a leurs activités
antioxydant puissantes ainsi qu’aux propriétés hépato protectrice, hypoglycémiques et

activités antivirales (Farah et domangelo, 2006).
» Acides phénoliques

L’acide phénolique a au moins un groupe fonctionnel carboxyle et un groupe hydroxyle

phénolique (Bruneton, 2008). Il existe deux classes d’acides phénoliques :
e Acide hydroxybenzoique

Ces composés se trouvent sous forme d’ester ou glycoside (Sarmi-Manchado et
Cheynier, 2006)

e Acide hydrocinnamique

Ces composeés se trouvent sous forme aménagée avec des composés organiques apres

meéthylation et hydroxylation de cycle benzénique (Sarni-Manchodo et cheynier, 2006).
» Flavonoides

C’est le composé phénolique le plus représentatif. Ces molécules ont différentes structures
chimiques et caractéristiques spécifiques. On les trouve couramment dans les fruits, les
légumes, les graines, les boissons telles que le thé et le vin rouge et d’autres parties de la

plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).

Ce sont les principales classes de composés phénoliques. Les flavonoides peuvent étre
structurés en C15 (C6- C3-C6) (Macheix et al., 2005). Les flavonoides peuvent étre divisés en
plusieurs catégories en fonction du degré d’oxydation du noyau central pyranne (cycle C)
(figure 01) (Mertens et Mithofer, 2006).
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Figure 01: Structure de base des flavonoides (Abedini, 2013)
» Les quinones :

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones. Ces
composés sont colorés et responsables d’une complexation irréversible avec des nucléophiles
d’acides aminés dans les protéines. Par conséquent, les quinones peuvent inactiver les

protéines et modifier leurs fonctions (Arif et al., 2009).
> lestanins:

Les tanins sont des composés solubles dans 1’eau, capables de se lier et de précipiter les
proteines (Macheix, 2005).

On les trouve dans presque toutes les parties de la plante, graines, fruits, feuilles, écorce
de bois et racines, dont la fonction principale est de prévenir les agents pathogénes, les
insectes, les parasites et les herbivores (Dixon et al., 2005). Ils peuvent avoir plusieurs
activités biologiques dont I’activité antioxydante, antifongique, anti tumorale et antivirale
(Lamy et al., 2014).

Ils sont classés comme suit :
e Tanins hydrolysables :

Ce sont des oligomeres ou des polyesters de sucre et des quantités variables d’acides
phénoliques. Le sucre est trés généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit I’acide
gallique dans le cas des gallotanins soit I’acide ellagique dans le cas des tanins classiquement

dénommeés ellagitanins (Bruneton, 2009).
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e Tanins condensés

Ils n’ont pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est similaire aux

flavonoides.

Ce sont des polymeéres fabriqués a partir d’unités de flavane -3-ol dérivées de catéchine
liées par des liaisons carbones-carbone (Bruneton, 2009)

> Coumarines

Ce sont des hétérocycles oxygénés et ont de la benzol-2-pyranne dans leur structure de
base (Smyth et al., 2009). lls ont été initialement découverts dans la feve tonka (Dipleryx

odorat, Famille des fabacée) (Venugopala et al., 2013).



Chapitre 2 Hyoscyamus niger

1. Description morphologique

La jusquiame noire « Hyoscyamus niger » est une plante annuelle ou bisannuelle
pubescente et aromatique ( Figure 02) ,qui mesure 75 cm de hauteur a des feuilles ovales
dentées d’environ 20 cm de long a porte des cymes scorpénidés de petites fleurs de couleur

jaunes avec des centres et nervures violettes qui nourrissent plus tard en capsules
(Fatur, 2019).

Figure 02 : Hyoscyamus niger L (Larousse ,2001).

2. Classification botanique

La classification de la plante Hyoscyamus niger est présentée dans le tableau 02
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Tableau N'02 : Classification d’Hyoscyamus niger L (Al-snafi, 2008).

Régne Plante

Division Trachéophyte
Super division Embryophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Solanales

Famille Solanacées

Genre Hyoscyamus

Espéce Hyoscyamus niger.L

La famille des solanacées comprend environ 84 genres et plus de 3000 especes dans le monde
(Ali Esmail al-Snafi, 2018). Les plantes de cette famille sont cultivées pour leur importance

médicinale (Etminan et al., 2012) .
3. Noms vernaculaires d’Hyoscyamus niger L. :

Les noms vernaculaires d’Hyoscyamus niger L sont la jusquiame noire en francais

Bounajruf Sakran et Black Henbane en anglais (Al-snafi, 2008).
4. Reépartition géographique :

Hyoscyamus niger est une plante médicinale qui est distribuée dans plusieurs régions du
monde. En Afrique, on la trouve surtout sur le désert de 1’Algérie, Maroc et Tunisie. En
Europe, elle se trouve en France, Italie, Portugal, Espagne, Irlande et la Suede. Ainsi, on la
trouve aux Etas-Unis (Al —Snafi, 2008).

Elle se trouve aussi En Asie notamment en Chine, Inde, Sud-ouest d’Asie, Afghanistan
(Fature, 2019).
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5. Composition chimique :

Hyoscyamus niger a éte utilisée comme source naturelle de nombreux constituants no-
tamment d’alcaloides a noyau tropane en particulier ’hyoscyamine, la scopolamine et apo-
hyoxine. (Kartl et al., 2003).

Dans les graines, deux furostanol et quatre saponines de spirostanol et une dizaine de
composants non alcaloides on été isolés (Larousse 2001).

6. Utilisation traductionnelle :

La jusquiame est utilisée a des fins médicales depuis des milliers d’années. Elle a éteé
largement utilisée pour le traitement de différentes maladies telle que la toux, les régles trop
abondantes, les ophtalmies, la goutte et diverses douleurs, la rage, les spasmes, ulceres
asthme, bronchite, inflammation, diabéte . 1l possede également des anti cholinergiques spas-
molytique (Hong et al., 2012).

Au moyen &ge, il s’appelait denterai en latin, ou le terme désigne son utilisation contre
les rages des dents. Elle est réputée pour son action légérement psychotrope, et ainsi associée

aux pratiques de sorcellerie (Larousse 2001).
7. Toxicité de la plante :

Depuis les siecles derniers, la jusquiame noire (BH) a été utilisée comme médicament et a
été decrit dans toutes les médecines traditionnelles. Elle est appliguée comme médicament a
base de plantes, mais peut provoquer une intoxication accidentelle ou intentionnelle. Les
manifestations cliniques de I’intoxication aigue par la BH sont trés étendues, notamment la
mydriase, la tachycardie, I’arythmie ,1’agitation, les convulsions et le coma, la bouche séche,
le soif, les troubles de I’élocution (la difficulté de parler), la peau rouge et chaude, la pyrexie,
les nausées, les vomissements, les maux de tete, troubles de vision et photophobie, la réten-
tion urinaire, distension de la vessie, somnolence, hyper-réflexe et confusion (Marchaux et
al.,2008).

v
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I. Stress oxydant
1. Définition
Des especes pro-oxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de I’oxygéne

(ERO) sont synthétisées quotidiennement dans 1’organisme. Par conséquent, les antioxydants

sont responsables du contréle de ces substances.

Un stress oxydatif apparait lorsque 1’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres
avec une apparition excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes
antioxydants a 1’origine d’un déséquilibre de la balance oxydant/antioxydant (Christophe et
Christophe, 2011 ; Papazian et Roch, 2008).

L’équilibre est rétabli soit par oxydation (Perte de 1’électron libre) soit par réduction
(gain d’un autre électron). Le caractere radicalaire de la molécule peut se transmettre d’autres

molécules, on parle du phénoméne d’oxydation en chaine (Bensakhria, 2015).
2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques contenant un ou plusieurs électrons nom
appariés dans leurs orbitales externes. Ils retrouvent leur stabilité en participant a des
réactions chimiques dont la conséquence est I’oxydation des lipides membranaires,
I’oxydation des acides aminés composant les protéines et I’oxydation des glucides composant

les acides nucléiques (Tremellen, 2008).

Parmi les molécules radicalaires les plus actives, ils existent les espéces réactives de

I’oxygéne (ERO) qui dérivent de la molécule d’oxygene par 1’ajout d’un électron (Gutteridge
,1993 ; Jacques et André, 2004) a savoir, ’anion superoxydant (O2~) qui est la forme
primaire des ERO. Il peut ensuite étre converti en ERO secondaires telles que le radical

hydroxyle (OH").

Aussi, il y a quelques dérivés oxygénés nom radicalaires dont la toxicité est élevée ; on
a par exemple le peroxyde d’hydrogéne (H202). Ce dernier n’étant toutefois pas un radical

libre puisqu’il ne contient pas d’électrons non apparié. Les radicaux libres impliquant plutét
un atome d’azote se nomment espéces réactives de 1’azote, le monoxyde d’azote (NO’) et le

péroxynitrite (ONOO-) étant deux espaces bien connues (Figure 5) (Tremellen, 2008).
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Figure 05 : formation des radicaux libres et leurs conséquences (Pincimail et al ., 2008).
3. Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des leésions primaires de molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des glucides, des lipides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractere mutagene et cytotoxique des métabolites libérés

notamment lors de I’oxydation des lipides (Favier, 2003).

4. Les cibles biologiques d’ERO
4.1.Les lipides

L’attaque des radicaux libres au sein des lipides membranes induit des processus de
peroxydation en cascades conduisant a la désorganisation compléte de la membrane altérant

ainsi ses fonctions d’échange et sa fluidité (Davies, 2000).
4.2.Les protéines

Les chaines latérales de touts les acides aminés sont des cibles potentielles pour les ERO
(Stadtman, 2004 ; Baudin, 2006). Cependant les produits d’oxydations ne sont pas toujours
clairement identifiés. Dans les conditions physiologique, les cibles majeurs sont les acides
aminés soufrés (cystéine, méthionine) et les acides aminés basiques (arginine, histidine,
lysine) (Haleng et al., 2007 ; Grimsrud et al., 2008).
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Pour les acides aminés soufrés 1’oxydation par les radicaux libres conduit a une mauvaise
formation de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs molécules de protéines

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les ERO sont également capables de couper les laissons peptidiques et ainsi de former des

fragments de protéines (Shanlin et al., 1997).
4.3.L°’ADN

L’ADN qui ’il soit nucléaire ou mitochondrial, c’est également un cible majeur des ERO. Les
radicaux Oz et OH- sont les premiers responsables des dommages a I’ADN. Ceux-ci peuvent

interagir avec les désoxyriboses, mais aussi avec les bases azotées (Hartmann, 2000).

Les altérations du matériel génétique s’accumulent dans I’ADN, représentant ainsi la premiere
étape impliquée dans la mutagenese, les cancérogénes et le vieillissement (Mitchell et al.,
2002 ; Favier, 2006 ;Valko et al., 2007).

5. Les maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur

déclenchant ou associé a des complications de 1’évolution (Sohal et al., 2002).

Il est aussi un des facteurs potentialisant I’apparition des maladies plurifactorielles
tel que le diabéete, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires, néanmoins, la plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent aves 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente

la production mitochondriale des radicaux (Favier, 2003).
6. Les antioxydants

Les antioxydants sont toutes molécules, hydrosolubles ou liposolubles, capables de

prévenir ou retarder ’oxydation d’autres molécules.

Ces produits proviennent directement du corps humain ou apportés par I’alimentation. IS
peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine
(Orban, 2011).
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6.1.Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les ERO principalement la super oxyde dismutase (SOD), la catalase

et la glutathion peroxydase (Garait, 2006).
a. Seperoxyde dismutase (SOD)

C’est une métalloenzyme ubiquitaire localisée dans le cytoplasme, la mitochondrie et les
milieux extra cellulaires. Elle élimine I’anion superoxyde par dismutation selon la réaction

suivante :

SOD
20,7+ 2H* — H02 + O2

b. Catalase (CAT)

C’est une enzyme héminique localisée a I’intérieur des globules rouges. Elle élimine le

peroxyde d’hydrogéne H20O, par dismutation selon la réaction :

catalase

2H,07 —— 2H20 + O3

c. Glutathion peroxydase/Glutathion réductase (GPx/GP)

C’est protéine a selénium avec plusieurs isoformes. Elle élimine 70% des peroxydes
organique et 94% de peroxyde d’hydrogene (H.02) par réduction selon les réactions

suivantes :
2GSH (réduit) + H202 — GSSG (oxydé) + 2H20
2GSH (réduit) + ROOH —GSSG (oxydé) + ROH + H,0O

6.2.Les antioxydants nom enzymatiques
a. Vitamine E: Sous forme d’a-tocophérol (trés active et trés absorbé), C’est un
antioxydant majeur dans les structures lipidiques, il a également une autre action, la

neutralisation de 10,~
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b. Vitamine C : Acide ascorbique, il réagit directement sur les radicaux libres et élimine
H20: et joue le role d’agent réducteur et chélateur sous forme d’acide déhydro-L-
ascorbique (DHA).

c. Provitamine A (caroténoides)

C’est un type de caroténoides et précurseur de la vitamine A. 1l interrompe le processus de la

peroxydation lipidique.

d. Autre vitamines : Vitamine P(flavonoides) ,coenzyme Q10.

e. Oligoélements : Zn ,Se comme cofacteurs de la GPx, SOD1, SOD3 respectivement
(Bensakhria ,2015).

6.3.Glutathion :Le glutathion (GSH) est un antioxydant qui agit comme piégeur de
radicaux libres et comme agent détoxifiant dans les cellules. Sous stress oxydatif, le
GSH est converti en GSSG par les peroxydases dépendantes du GSH lors de la
réaction avec le ERO. Le GSH maintient des niveaux de cystéine suffisants de

détoxifier les xénobiotiques (Bansal et Simon, 2019).
I1.Pouvoir anti-hemolytique
1. Generalité sur les globules rouges

Les globules rouges (RBC), hématies ou eérythrocytes sont les cellules les plus
abondantes de la circulation sanguine. Leur durée de vie est de 120 jours. Leur production
quotidienne est de 200.10° par jour, au cours des quels ils effectuent un déplacement de prés
de 500 km dans la microcirculation. Leur fonction est de transporter ’oxygeéne des poumons

vers les tissus et d’évacuer le dioxyde de carbone en sens inverse (Guilaum, 2007).
2. La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituée d’une double couche lipidique dans laquelle un
grand nombre de protéines liées au cytosquelette sous-membranaire sont insérées
(Figure 07). Certains des ces glycoprotéines et certains glycolipides expriment a la surface du
globule des déterminants des groupes sanguines, le cytosquelette comprend plusieurs

protéines dont la spectrale, I’ankyrine et I’actine (Manaargadoo-catin et al., 2016).
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Figure 07 : les échanges de la membrane érythrocytaire (Jauréguiberry, 2015)
3. Cytoplasme des globules rouges

Il est constitué de I’eau, des ions dont le K* est I’ion prépondérant, des enzymes, du
glucose et d’hémoglobine (Lévy et al., 2008). Cette derniere est une protéine constituée de
quatre sous unités de globine dans chacune se lie une molécule himnique ou se fixe 1’0 par le

biais de Fe?* (Horn et al., 2005).
4. L’hémolyse

Par définition, I’hémolyse désigne le processus vivant la destruction de la membrane
érythrocytaire provoquant la libération d’hémoglobine (HB) (Kalaiselvi et Vidhya, 2015).
L’héme libéré est capable d’activer les voies d’inflammation convergentes telles que la
signalisation des récepteurs de péage et la formation des pieges a neutrophiles extracellulaires.
Les autres molécules puissantes qui peuvent étre libérées par la décomposition des GR
comprennent la protéine de choc (HSP), I’interleukine-33 et le triphosphate d’adénosine
5’(Mondonaca et Silveira, 2016).

5. Types et mécanismes d’hémolyse pathologique :

La destruction des érythrocytes est un phénomene normal qui a lieu dans la rate lorsque

les globules rouges sont en fin de vie. Les anomalies hémolytiques peuvent avoir
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différentes causes. Ce la pourrait étre une pathologie qui provoque la destruction des

globules rouges dans les vaisseaux sanguins (une anomalie constitutionnelle de structure de

I’hémoglobine « hémoglobinopathies » et de membrane du GR...etc) (Rebar.,1991).

Tableau 03 :Quelques exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-hémolytique
Matrice végétale Tests utilisés Effets Références
Fleur de | Hémolyse induite Activité (Shobana et

Albutinus indicum

Vidhya, 2016).

par NaCl. Anti-hémolytique :70,24%
a Img/ml d’extrait.
Fleur de Hémolyse induite | Activité (Rani et al ,
Cassia auriculata par le Na Cl Anti-hémolytique :64% a 2014)
500pg/ml d’extrait.
Feuilles,tige,fleur de | Hémolyse induite | Activité (James et
Gymnemas ylvestre | par le H20>. Anti-hémolytique Alewo0,2014).
1C50=29,83 g/ml.
Extraits de Hémolyse  induite | Effet (Rahman,
Oryza sativa par le Na CL. Anti-hémolitique :63,77% | Eswaraiah et al.,
A 500ug/ml. 2015).
Extrait de Hémolyse par | Activité (Muthu et
Annona muricata TritonX100. Anti-hémolytique :85,7% Duraira, 2015)
a 500 pg/ml d’éxtrait.
Fruit de Hémolyse  induite | Effet Anti-hémolytique : (Nabavi et al.,
Persea americana par le H0. 1C50=0,0422mg/ml. 2013).
Feuilles de Hémolyse induite | Activité (Chakraborty et
Piber betel par le H0. Anti-hémolytique :40,6% Shah, 2011)

Pour une concentration de
5mg/ml.
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Matériel et méthodes

1. Objectif

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein des laboratoires de biochimie, Faculté des
Science de la Nature et de la vie et Science de la terre et de 1’Univers, Université Abou

Belkaid de « Tlemcen ».

Elle porte sur une étude biologique de la cytotoxicité, in vitro, dont I’objectif final est
I’évaluation d’éventuel effet hémolytique et/ou antihémolytique. Ainsi, une évaluation de
lactivité antioxydant & différentes concentration des extraits de la partie aérienne du
Hyoscyamus Niger (feuilles et tiges) par la méthode de ABTS fait partie des objectifs du

présent travail.

2. Matériel végétal
La plante Hyoscyamus niger a été récoltée le mois de Juin 2019, dans la région de Ain Fezza,
Willaya de Tlemcen. La partie aérienne (feuille et tiges) a été séchée a I’abri de la lumiére et a

une température ambiante, puis elle était finement broyée et stockée dans un endroit sec.

Photo 03 : Hyoscyamus niger

Ain Fezza est une commune de la willaya de Tlemcen, située dans le Nord-est de la
willaya, a environ 8Km (Figure 08).
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Figure 08 : Situation géographique de Ain fezza (Tlemcen).

3. Preparation des extraits
3.1. Préparation de I’extrait hexanique
- Dans une cartouche de soxhlet, on met 40g de la plante (Poudre).
- 250 ml de I’hexane est versé dans le ballon.
- L’extraction par soxhlet se fait pendant 6h.
- L’extrait hexanique obtenu est évaporé a sec a 1’aide d’un évaporateur
rotatif.

- le résidu sec obtenu est récuperé et conservé a 4°C.

Photo 04 : Extraction par soxhlet
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3.2.Préparation de ’extrait eau-acétone
La préparation de cet extrait consiste & macérer 10g de la poudre dégraissée par 1’hexane
dans un volume de 80 ml d’acétone et 20 ml d’cau distillée, et la laisser 48 h a température
ambiante. Apres 48 h, le mélange a été filtré et le filtrat a été évaporé par I’évaporateur rotatif
a 60°C pour éliminer ’acétone. Aprés évaporation, I’extrait obtenu est versé dans des boites
de pétrie et placé a I’étuve a 48°-50°C. Cela permet d’éliminer I’eau et de sécher 1’extrait eau-

acétone. Le résidu récupéré est conservé a 4°C.

40 g Matériel végétal broyée

l + 250 ml hexane

Extraction par soxhlet
pendant 6h

|

l Evaporation

Plante dégraissée 10 g

+ 100 ml eau-acétone
(20/80) (v/v) pendant 48h

Filtration, évaporation, séchage

l ‘,

Extrait eau-acétone Extrait hexanique

N /
—

Tests d’hémolyse

Activité antioxydante (Réduction de PABTS™)

Figure 09 : Protocole expérimental
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4. Activité antioxydante : réduction de PABTS
4.1.Principe :

L’activité anti-radicalaire en utilisant I’ABTS (L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-
6-sulphonique)) est considérée comme étant la capacité des composés testés a diminuer
directement la couleur du radical ABTS, I’ajout d’antioxydant va réduire ce radical et

provoque la décoloration du mélange (Bueno-Costa et al., 2015).

4.2.Mode opératoire :

Le cation radical ABTS™ a été produit en faisant réagir 7 mM d’ABTS' avec une solution de
2,45 mM de persulfate de potassium (K2S20g) & des volumes égaux. On laisse ce mélange

réagir dans l'obscurité a température ambiante pendant 16 heures avant son utilisation.

Ensuite, la solution d’ABTS"est diluée avec de I’eau distillée pour donner une absorbance de
0,7 £ 0,02 a 734 nm. Un volume de 80 pl des solutions d’extraits (a différente concentrations)
est additionné a 1ml de la solution d’ABTS™ et I'absorbance est mesurée a 734 nm apres

30min d’incubation a 30°C.
La vitamine E est utilisée comme composeé de référence.
Le pourcentage de réduction d’ABTS est exprimé par 1’équation :
%ABTS reduit = [ (AbScontrale—AbSéchantilion/ AbScontrole] X100
Acontrole : absorbance de contréle (sans antioxydant)
Acchantillon : absorbance du test effectué

4.3.Calcul des concentrations efficaces I1Cxo :

ICso est la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de
50%. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande. 1Csg
est calculée graphiquement en tracant la variation des pourcentages de réduction en fonction

des concentrations des extraits.
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5. Evaluation d’effet hémolytique

Le test de I’effet hémolytique des extraits, hexanique et eau —acétone de Hyoscyamus niger
a été réalisé in vitro sur une suspension érythrocytaire du sang humain, conservée dans un
tampon phosphate saline (PBS) a pH=7,4

5.1.Préparation de I’eau physiologie
Cela consiste a dissoudre 9g de NaCl dans un 1L d’H0.
5.2.Préparation de PBS (Phosphate buffered saline)

Nous avons préparé la solution tampon saline (PBS) a pH =7,4 + 0,02 en mélangeant les

composeés suivants avec les concentration qui correspondent (Mohan, 2006).

+ NaCl (137 mM)
+ KCI (2,7mM)
4+ NaxHPO4 (10 mM)
+ KH2PO4 (1,76 mM)

Photo 05 : Préparation de PBS
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5.3.Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang est prélevé dans un tube héparine a partir d’un donneur sain. Ensuite, il est centrifugé

a 3000 rpm durant 10 min. Le plasma (surnageant) est éliminé.

Le culot (la suspension érythrocytaire, GRh) est lavé trois (3) fois par le PBS pou étre

resolubilisé & nouveau par 1 ml de PBS.
5.4.Préparation des extraits

Les différentes concentrations des extraits, préparées dans le PBS sont: 50ug/ml,
1000pg/ml ,1500 pg /ml, 2000pg/ml.

6. Effet hémolytique

Le test d’effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la méthode de Bulmus et ses
collaborateurs (2003).

-Mette dans tubes a hémolyse 0,4ml de la suspension GRh (10 %) avec 1,6 ml de I’extrait a

différentes concentrations.
-Incuber les tubes a 37°C pendant 30 min.
-Centrifuger les tubes a 3000 rpm pendant 10 min.

-La lecture est réalisée a une longueur d’onde de 540nm, a 1’aide d’un spectrophotométre UV -

visible contre un blanc contenant de PBS.

En parallele, un tube contrdle négatif en remplacant I’extrait avec de 1’eau physiologique est
préparé. Dans les mémes conditions, un tube contrle positif correspondant a 100%

d’hémolyse est préparé en remplagant ’extrait par ’eau distillée.
Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :
% d’hémolyse =(At /Ac) x100

Ac = Absorbance du contréle

At = Absorbance du test



Matériel et méthodes

7. Effet anti-hémolytique (non réalisé)

7.1.Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits a inhiber I’hémolyse des
GRh, induite par ’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de I’hémoglobine. Ce

test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2010).
7.2.Mode opératoire

Le milieu réactionnel contenant 0,5 mL de I’extrait (Diclofénac sodique ou I’acide gallique) a
différentes concentrations (10-300 pg/mL), mélangé avec 1,5mL du tampon_phosphate (0,9%
NaCl, pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36 % NaCl), a été_incubé a 37°C pendant
20 min. Ensuite 0,5 mL de la suspension de GRh (10%) ont été ajoutés a chaque
concentration et une deuxieme incubation a été realisée a 56°C pendant 1h. Au_final, les tubes
ont été refroidis sous I’eau courante et suivie par une centrifugation a 2500 rpm pendant Smin
et les absorbances du surnageant ont été mesurées a 560 nm. En paralléle un controle a été

réalisé en remplagant I’extrait avec 0,5mL du tampon phosphate.
7.3.Expression des résultats
Le pourcentage de stabilité membranaire a été estimé a partir de I'expression suivante :

% de stabilité membranaire = (4de—A#Ac) X100

Ou : Ac = Absorbance du contrble
At = Absorbance du test



Résultats et interprétation

1. Extraction

L’extraction a permis de récupérer deux extraits, hexanique et eau-acétone avec des

rendements de 1’ordre de 2,4% et 5,3% respectivement.

L’extrait hexanique a un aspect huileux avec une coloration marron-verdatre alors que

I’extrait eau-acétone et plus dense (pateux) avec une coloration verte.
2. Activité anti radicalaire par ABTS":

L’activité anti radicalaire par le cation radical ABTS™ est une méthode permettant
d’évaluer la capacité des composés antioxydants a inhiber le radical cationique ABTS™ et le

réduire en sa forme neutre ABTS" (Isla et al., 2011).

Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe pour I’extrait de 1’eau-acétone. Les
résultats de I’évaluation du pouvoir réducteur sont représentés sur la figure 10, qui montre les

variations des pourcentages de réduction en fonction de la concentration d’eau-acetone.
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Figure 10 : Pourcentage de réduction du radicale ABTS™ en fonction des différentes

concentrations de I’extrait eau —acétone.

A la concentration de 0,125 mg/ml, I’extrait eau-acétone provoque une inhibition trés élevée

qui est de ’ordre de 70%.
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Figure 11 : Pourcentage de réduction du radical ABTS™ en fonction des différentes

concentrations de Trolox.

Le trolox est un excellent antioxydant. A la concentration de 0,02 mg/ml, il peut réduire
plus de 56% d’ABTS™.

Tableau 04 : Les valeurs des ICso calculées pour I’extrait eau —acétone et Trolox .

Extrait eau —acétone Trolox

1Cs0 en mg/ml 0,0767 0,0182

Les valeurs d’ICsp montrent que 1’extrait eau-acétone présente une faible activité

antioxydante par rapport aux Trolox mais qui reste tres intéressante.
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3. Evaluation de I’effet hémolytique

Les tests d’effet hémolytique ont été réalisés sur les extraits hexaniques et eau-acétone a

partir de la partie aérienne de Hyosyamus niger .

Les extrait ont éte testés a différentes concentration (0,125 ; 1 mg/ml ), pendant 30 min
d’incubation avec des érythrocytes humains dans le PBS (Phosphate buffered saline), a une

température de 37 °C.

7.19

Extrait Hexanique

% d'hémolyse
D

N
1

[E
1

1mg/ml 0,125mg/ml

Figure 12 : Effet hemolytique (pourcentage d’hémolyse) de I’extrait hexanique de la partie

aérienne de Hyoscyamus niger
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Figure 13 : Effet hémolytique (pourcentage d’hémolyse) de I’extrait eau-acétone de la

partie aérienne de Hyoscyamus niger

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que le pourcentage d’hémolyse augmente

avec les concentrations des extraits, hexanique et eau-acétone.

A partir des figures 12 et 13, il est remarquable qu’a la concentration de 1mg/ml I’extrait
hexanique induit une hémolyse de I’ordre de 7,19% alors que pour ’extrait eau-acétone, il est
de l'ordre de 5,87%. Il semble que I’extrait eau-acétone est moins hémolytique que I’extrait
hexanique. Ce résultat reste primaire et mérite d’étre reconduit par d’autres travaux et validé

par une ¢tude statistique afin de confirmer ou d’infirmer cette constatation.



Discussion

Les plantes constituent un patrimoine précieux pour les étre humains en raison de leurs
utilité a des fins multiples dont I’'usage thérapeutique (Tabuti et al., 2003 ; Dibong et al.,
2011 ; Bouayyd, 2015). En Algérie, ce patrimoine végétal est tres important dans la
pharmacopée traditionnelle ( Allali et al., 2012).

Certaines plantes sont intéressantes pour étre utilisées en thérapie alternative ou bien

modele pour la synthese de nouvelles substances (Houghton, 2000).

L’objectif de notre travail est porté sur la recherche de 1’activité antioxydante et anti

hémolytique de la partie aérienne de la plante Hyoscyamus niger de la région de Tlemcen.

L activité antioxydante de ’extrait eau-acétone de notre plante a été évaluée par le test
de réduction du cation radical ABTS* (Acide 2,2-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique) dont nous avons déterminé 1Csp.

Les résultats obtenus ont montré une bonne activité antioxydante de I’extrait préparé
par maceération avec une ICso de 'ordre de 0,0767 mg/ml. Mais cette activité est largement

faible par rapport a celle du Trolox qui a présenté une ICso de I’ordre de 0,0182 mg/ml.

Plusieurs travaux ont été réalisés sur I’activité antioxydante de différentes préparations des

différentes plantes.

Olamide et al., (2017) ont étudié I’activité antioxydante sur Grewia carpinifolia par la
méthode d’ABTS et les résultats montrent un pourcentage d’inhibition de I’extrait des feuilles
et des tiges qui est de I’ordre de 58,15 % et 70,25 % respectivement et de 80,02% pour I’acide
ascorbique a une concentration 0,5 mg/ml. L’ICso de I’acide ascorbique était de 0,31 mg/ml

tandis que celles des extraits de feuille et de tige étaient respectivement 0,32 et 1,98 mg/ml.

Concernant la méme activité biologique, Dieng et al., (2017) ont montré que ’extrait
hydro-éthanolique des feuilles et écorces de Piliostigma thonningii Schumach présente une
ICso de I’ordre de 39,3 £1,00 pg /ml et 109+6,25 pg/ml respectivement ; ainsi que Labiad et
al., (2017) qui ont enregistré une 1Cso d’ordre 127,38+ 3,83 pg/ml de I’extrait hexanique de

Thymus satureioides.

Les résultats obtenus par Sarr et al ., (2015) montrent que la fraction hexanique des

feuilles de Vitex doniana présente un pourcentage d’inhibition de 52,76+0,05%.



Discussion

De ces travaux, réalisés sur d’autres plantes, nous constatons que I’extrait eau-acétone
de Hyoscyamus niger est doué d’une activité antioxydante trés intéressante avec une valeur

d’ICsx faible. Cela doit étre reconduit afin de confirmer cette efficacité.

Les résultats de I’effet hémolytique des extraits eau-acétone et hexanique de la partie
aérienne de Hyoscyams niger ont montré que I’extrait cau-acétone est moins hémolytique que
I’extrait hexanique de I’ordre de 5,87% et 7,19% respectivement a une concentration de

1 mg/ml.

Dans ce contexte, nous citons les travaux de Chaouache et al., (2020) qui ont
enregistré un taux d’hémolyse de I’ordre de 3,26 %, 60 min aprés incubation en présence de
50 mg/ml de P’extrait Ziziphus jujuba suivi par I’extrait des feuilles de Rhammus alaternus

avec un pourcentage de 1,9 %.

Aussi, Moussaoui et Harkati (2013) ont étudié I’effet hémolytique de 0,2 mg /ml d’extrait
brut aqueux de Marrubium vulgare, récolté de la région de Mansourah wilaya de Tlemcen, ou
ils ont enregistré un taux d’hémolyse de 1’ordre de 5,4% ,45 min aprés incubation des

hématies avec 1’extrait en question.

Dans les travaux de Gangwar et al. (2014) sur I’extrait de Mallotus philippenensis, le

taux d’hémolyse est de 14% a la concentration de 100 pg/ml.

Les extraits hydro-méthanoliques de Portulaca oleracea (L.) obtenus par infusion et
décoction présentent des taux d’hémolyse qui ne dépassent pas 8,7% et 6% respectivement a
une concentration de 2 mg/ml aprés 60 min d’incubation a 37°C par rapport a I’hémolyse
totale (Gorshkova et al., 1999).

En traitant ces données bibliographiques, nous remarquons que 1’effet hémolytique des
extraits de plante est trés variable. Notre plante, précisément les deux extraits semblent avoir
un effet hémolytique modeéré. Nous restons limiter par le peu de tests réalisés et nous estimons

I’approfondir dans I’avenir.



Conclusion

L’objectif de ce travail est basé sur I’évaluation de I’activité antioxydant et la
recherche d’effet antihémolytique des différentes extraits la partie aérienne d’une plante

medicinales de la famille des Solanacées a savoir la jusquiame noire (Hyoscyamus niger).

Pour I’activité antioxydante a été évaluée par la technique d’ABTS ; les résultats montrent
que I’extrait eau-acétone présente une faible activité antioxydante avec une ICso de 0,0767
mg/ml par rapport le Trolox (vitamine E) qui montre une 1Cso de 0,0182 mg/ml mais qui reste

trés intéressante.

Concernant I’activité hémolytique, réalisé in vitro, le test a montré que 1’extrait eau-
acétone présente un effet hémolytique de 5,87 % a une concentration de 1 mg/ml apres 30
min de contact avec les érythrocytes humaines. Cet effet reste faible par rapport a ’extrait

hexanique qui a un effet hémolytique de 7,19% dans les mémes conditions.

Cette étude reste toutefois préliminaire et incompléte et mérite d’étre approfondie par

d’autres recherches qui s’intéressent a :

+ Détude d’autres activités  biologiques comme ; Iactivité  antidiabétique,
antibactérienne, anti -inflammatoire, ...

+ L’évaluation Dactivité antioxydante par d’autre méthodes par exemple : DPPH((2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl), FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power),ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity ),...

+ Réalisation des tests in vivo pour une meilleure évaluation de I’activité antioxydante

des plantes utilisées.
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