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Résumé

Lawsonia inermis (Lythraceae) appelée communément le henné, est I’une des espéces les plus
anciennement utilisées pour teindre les différentes parties du corps et pour guérir contre
plusieurs affections. L’objectif de cette étude est 1I’évaluation de I’activité antioxydante et de
I’effet hémolytique des extraits hydro-méthanol et dichlorométhane des feuilles de Lawsonia

inermis.

Le dosage des composés phénoliques a été réalisé par la méthode de follin-ciocalteu, le
trichlorure d’aluminium et la vanilline respectivement. La détermination de [Dactivité
antioxydante a été effectuée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH, ABTS, la
capacité antioxydante totale (CAT) et le pouvoir réducteur du fer (FRAP). L’étude de I’effet

hémolytique a été recherchée vis-a-vis des globules rouges humain.

Le meilleur rendement a été obtenu par I’extrait hydro-méthanol. Ce dernier a révéler le taux
le plus élevé en polyphénols 117,61 + 11,65 pg EAG/mg E tandis que Dextrait
dichlorométhane contenait un taux plus élevé en flavonoides 350,43 + 10,71 ug EQ/mg E et

en tanins condensés 67,23 + 27,43 pg EC/mg E.

Les meilleures activités antioxydants ont été obtenues par I’extrait hydro-méthanol. Les Cls
pour le piégeage du DPPH et I’ABTS sont respectivement 0,27 + 0,025 mg/mL et 0,014 +
0,01 mg/mL. Ce méme extrait a montré la capacité antioxydante totale, 20,06 + 0,96 EAA
mg/g E, et le pouvoir réducteur du fer ECso de 1,29 £0,04 mg/mL les plus ¢€levés. L’activité
antioxydante de I’extrait hydro-méthanol est fortement influencée par le contenu en

polyphénols.

Le test d’hémolyse des deux extraits ne montre aucune toxicité hémolytique notable apres 60

minutes d’incubation.

Mots clés: Lawsonia inermis, composés phénoliques, Activité antioxydante, effet

hémolytique



Abstract

Lawsonia inermis, (Lythraceae) commonly known as henna, is one of the most ancient
species to dye different parts of the body and to heal against several ailments. The objective of
this study is to evaluate the antioxidant activity and the hemolytic effect of leaves extracts of

Lawsonia inermis.

Phenolic compounds dosage was carried out by the follin-ciocalteu method, aluminum
trichloride and vanillin respectively. The antioxidant activities were determined by the method
of free radical DPPH scavenging, ABTs, the total antioxidant capacity (CAT) and the iron
reducing power (FRAP). The study of the hemolytic effect was performed on human red
blood cells. The hydro-methanol extract revealed the highest level of polyphenols 117,61 +
11,65 ng AGE/ mg E while the dichloromethane extract contained a higher level of flavonoids
350,43 + 10,71 pg EQ / mg E and in condensed tannins 67,23 + 27,43 ng CE / mg E.

The best antioxidant activities have been obtained with the hydro-methanol extract. The CI50
for scavenging DPPH and ABTS are 0,27 + 0,025 mg / mL and 0,014 £+ 0,01 mg / mL,
respectively. This same extract showed the highest total antioxidant capacity 20,06 = 0,96
EAA mg/ g E, and the iron reducing power EC50 of 1,29 = 0,04 mg/ mL. The antioxidant
activity of the hydro-methanol extract is strongly influenced by the polyphenol content.

The hemolytic test of the two extracts did not show any remarkable hemolytic toxicity after

60 minutes of incubation.

Keywords: Lawsonia inermis, phenolic compounds, antioxidant activity, hemolytic effect
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Introduction

Malgreé les progres réalisés en médecine, ’homme continu a avoir recours aux plantes pour se
soigner et il est actuellement clair que le bon usage de la phytothérapie offre de nouvelles
perspectives et des avantages dont les médicaments de synthése sont parfois dépourvus
(Magqtar, 2014).

D’apres ’OMS 80% de la population du monde ont recours a 1’usage des plantes médicinales,
parce qu’elles contiennent des substances chimiques (alcaloides, composés phénoliques et les
terpénoides...) qui ont montré des activités remarquables telles que I’activité antimicrobienne,
anti-inflammatoires, antioxydants, anticancéreuses ...etc. (OMS., 2008).

La flore de I’Algérie est riche et variée en plantes médicinales, mais elle demeure trés peu
exploitée scientifiquement. Le henné est une plante qui fait partie de la flore algérienne.
Connue sous le nom scientifique Lawsonia inermis (L.), le henné est une espece monotypique
du genre Lawsonia (famille : Lythraceae) qui a été largement utilisée pour embellir la peau,
les cheveux, les ongles, le cuir, la soie et la laine dans toutes les régions du monde lors des
fetes et de célébrations traditionnelles et religieuses (Ashnagar, 2011).

Outre les usages cosmétiques, les fleurs et les feuilles du henné ont été utilisées depuis tres
longtemps pour leurs différentes applications thérapeutiques dans le traitement des
convulsions, de la jaunisse et des ulceéres malins (Jeyaseelan et al., 2012). Selon plusieurs
auteurs, le henné s'est révélé €tre un antibactérien a large spectre puissant ainsi qu'un agent
antifongique tres efficace (Jeyaseelan et al.,2012 ; Rahmoun et al., 2013a, b). En plus, des
activités analgésique, anthelminthique, antiparasitaire, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
hépato protectrice, tuberculostatique, et antivirale ont été rapportées pour cette méme plante
(Mohsin ; et al., 1989 ; Okpekon et al., 2004 ; Sarojini et al., 2012 ;Maqtar, 2014).

La présence des métabolites secondaires de différentes natures soutient ses diverses activités
biologiques et les informations disponibles sur les investigations chimiques indiquent qu'elle
est riche en composés phénoliques et en naphthoquinones tels que la LAWSONE, p-
coumaricacid et Luteolin-7-glucosides (Ashnagar, 2011).

Cependant, comme toute culture, des variations des composants chimiques sont possibles en
raison de I’influence des facteurs environnementaux et géographiques. A I'heure actuelle, il
n'y a pas de d’étude bien approfondi sur la composition chimique exacte du henné de notre
flore. Encore plus certains rapports indiquent que 1’usage du henné peut provoquer des
allergies et des hémolyses (Kumar et al., 2014),

Dans ce contexte, le présent travail se focalise sur 1’étude de I’activité antioxydante et 1’effet

hémolytique d’extraits des feuilles de Lawsonia inermis de la région de d’ Adrar (Algérie).
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I-  Phytothérapie et métabolites secondaires

La phytothérapie est un mot grec composé de « Phyton » qui signifie plante, et « Therapeia »
qui signifie traitement. C’est la plus ancienne médecine du monde basée sur des anciennes
connaissances des plantes et leurs vertus. Elle se définie par 1’utilisation des plantes dites
médicinales, dont une ou plusieurs parties contiennent des substances agissant sur une ou
plusieurs pathologies ou symptomes dans un objectif de traiter ou de soulager certaines

maladies et/ou troubles (Bellamine, 2017 ; Derbré, 2019).

Actuellement deux types de phytothérapies sont a distinguer : la premiére est une pratique
traditionnelle basée sur I’utilisation des plantes médicinales selon les vertus découvertes
empiriquement ; celle-ci est encore employée massivement dans certains pays du monde,
surtout ceux en voie de développement ou c’est parfois le seul recours thérapeutique
accessible (Mady, 2016). La deuxiéme est la pharmacognosie, une pratique basée sur les
avancées et les preuves scientifiques recherchant les extraits actifs des plantes qui, une fois

identifiés sont standardisés (Philibert ez al., 2005).

Les plantes médicinales sont composées de plusieurs substances dits « métabolites
secondaire ». Ces métabolites secondaires appartiennent a différents groupes de structures
chimiques variés (Macheix et al., 2005 ; Edeas, 2007 ; Djeridane, 2008). Ils ne sont pas
synthétisés directement lors de la photosynthése mais via des réactions chimiques faisant

parties du métabolisme secondaire (Kechida et Meghiche, 2019).

Ces métabolites sont classés en trois grandes catégories : les composés phénoliques, les

composés azotés et les terpenes (Hartmann., 2007 ; Benhamama, 2015).

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent la classe la plus
importante chez les végétaux. Ils sont présents dans toutes les parties de la plante (tiges,
fleurs, feuilles racines). Ils se caractérisent par la présence d’un ou plusieurs cycle(s)
benzénique(s) et un ou plusieurs fonction(s) hydroxyle(s) (Macheix et al., 2005 ; Yusuf,
2006). Ces composés phénoliques sont impliqués dans plusieurs processus physiologiques tel
que l’organogenése, rhizogenese, croissance cellulaire, maturations des fruits ou la

germination des grains, tubérisation... (Crozier ef al., 2006 ; Hamhami, 2013).

Les sous classes des composés phénoliques sontles phénols simples (Cs), acides
hydroxybenzoiques(Cs-C,), acides hydroxy-cinnamiques (Cs-Cs), coumarines (Cs-Cs),
naphtoquinones (Cs-C,), stilbénoides (Ce-C>-Cs), flavonoides, isoflavonoides, anthocyanes

(Cs-C5-Co), lignanes (Cs-Cs),, lignines (Co-Cs)et tanins (Cg-C5-Co)s. Ces structures peuvent
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¢galement étre acylés ou glycolyses, ce qui donne une grande variété de structures (Lugasi et
al., 2003; Bruneton, 2009).

Les acides phénoliques sont caractérisés par la présence d’un groupement carboxylique
fonctionnel. Ils se divisent en 2 classes: 1’acide hydroxy-cinnamique, et 1’acide
hydroxybenzoique (Bruneton, 2009). Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept
atomes de carbones. Ils sont principalement représentés par les acides p-hydroxybenzoiques,
protocatéchiques, vanilliques, galliques, cyringiques, salicyliques, o-hydroxybenzoiques et
gentisiques (Chouikh ez al., 2018). Ces acides possedent une structure du type C6-C3. Les
composés les plus fréquents sont 'acide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide fertarique et

l'acide sinapique.

Les flavonoides constituent les pigments qui sont responsables de la coloration des différents
organes (Feuilles, fleurs et fruits) (Havasteen, 2002). Ainsi qu’ils sont divisés en plusieurs
classes : flavone, flaval-3-ols, flavonol, isoflavones, anthocyanidins, flavonones (les flavones
et les flavonols sont les plus répandus) (Sarmi et Cheymer., 2006). Les flavonoides se
trouvent généralement dans les légumes, les fleurs, les noix, le miel, les fruits... (Ahmed et
al., 2015). Les tanins par contre, sont des structures complexes formées d'unités répétitives
monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré d'oxydation. Ils peuvent
étre divisés en deux groupes : tanins hydrosolubles, et tanins condensés (non hydrosoluble)

(Merghem, 2009 ; Sahpaz, 2013).

La deuxiéme classe des métabolites secondaires représente les alcaloides. Ce sont des
substances naturelles azotées et basiques, le plus souvent végétales. Ils sont dotés des
différentes propriétés biologiques : anticancéreuse, anesthésique locaux, antimicrobienne,
antioxydante (Charpentier et al., 2008 ; Bruneton, 2009 ; Roué, 2011). Les alcaloides se
subdivisent en 3 classes : les alcaloides vrais, les proto-alcaloides, et les pseudo-alcaloides
(Badiaga, 2011).

La troisieme classe des métabolites secondaires sont les terpénes. Ce sont les principaux
constituants des huiles essentielles, des résines et des cires de nombreuses plantes. C’est une
classe de composés naturels composée de motifs d’isopréne, une unité a 5 carbones. Les
terpénes sont en outre classés en fonction du nombre d’atomes de carbone ou le nombre
d’unités isopréne dans leurs structures chimiques. Les composés terpénoides constituent une
classe importante des métabolites secondaires aromatiques, non cycliques, qui sont
responsables de 1’odeur de plusieurs fleurs, grain, fruits, bois, feuilles, et racines (Ronald et
Jackson, 2014). Ce sont des hydrocarbures naturels a chaine ouverte ou a structure cyclique

(Hellal, 2011 ; Soualeh et soulimani, 2016).
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II-  Les radicaux libres et stress oxydatif

Les radicaux libres sont des composés présents dans notre organisme sous forme ubiquitaire
et sont obtenus a partir des processus physiologiques telles que les réponses inflammatoires.
Les radicaux libres sont des molécules ou atomes (especes chimiques) instables, qui possedent
un (ou plusieurs) électron célibataire (sur la couche périphérique), non apparié (Carriere et
al., 2006 ; Mac Laren, 2007). Cette caractéristique les confere une grande réactivité (demi
vie courte), et une capacité a participer dans des phénoménes de réaction en chaine soit par
oxydation (perte un électron), soit par réduction (gain un autre ¢lectron) (Koechlin-
Ramonatx, 2006). Ils sont des entités chimiques qui regroupent les espéces réactives de
I’oxygéne ERO (issues de ’oxygéne moléculaire) et les especes réactives d’azote ERN
(regroupent le monoxyde d’azote (NO-), perpoxynitrite (ONOQO"), et le dioxyde d’azote (NOy)
... (Halliwell et Whiteman, 2004 ; Goyindarjin et al., 2005 ; Merabet, 2018).

Chez les étres vivants, la balance entre la production des oxydants et les antioxydants (anti/
pro-oxydant) est dans un état normal et équilibrée (Davies., 2000 ; Finkel and Holbrook,
2000). Cependant, cette balance peut subir un déséquilibre et nous parlons alors de stress
oxydatif et conduit a une agression des cellules par le surplus en radicaux libres (Ratnam et

al., 2006 ; Reuter et al., 2010).

Selon, Sies, (1991), le stress oxydatif (SO) est défini comme ’incapacité de I’organisme a se
défendre contre I’agression des especes réactives d’oxygeéne (ERO), suite a une perturbation
liée : soit a une diminution des capacités de défense antioxydante, soit a une production

accrue d’espece réactif d’oxygene ERO (Sies, 1991 ;Barger, 2006 ; Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif n’est pas une maladie mais plutét un mécanisme physiopathologie, a
diverses origines parmi I’inflammation, ou 1’exposition environnementale a des facteurs pro-
oxydants (médicaments, pollution, rayons ultraviolets, alcool, tabac ...) (figure : 01) (Favier,

2003 ; Magder, 2006).

C’est la principale cause de I’apparition de nombreuses maladies plurifactorielles telles que
rhumatisme, le diabéte, le cancer, I’ Alzheimer, 1’arthrose, le syndrome de détresse respiratoire
aigiie, les maladies cardiovasculaires, 1’cedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré...

(Favier., 2003 ; Afonso et al., 2007 ; Valko et al., 2007).
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Figure 01 : Origine extra / intracellulaire des radicaux libres dérivés de 1’oxygéne (Afons et

al., 2007)

Une production ¢élevée des EROs provoque des dommages cellulaires. Ceci a conduit certains
auteurs comme Favier, (2006) ; Valko et al., (2007)ou encore Tissier, (2011)a faire un lien

entre la dose du stress oxydatif et les dommages cellulaires causés :

e Un stress oxydatif 1éger induit une prolifération cellulaire
¢ Un stress oxydatif moyen induit une apoptose cellulaire
¢ Un stress oxydatif fort entrain une nécrose cellulaire

¢ Enfin un stress oxydatif majeur induit des modifications membranaires sont a I’origine

de la lyse cellulaire telle que 1’oxydation de I’ADN, protéine, et peroxydation des
lipides.

Dans l'organisme la neutralisation des radicaux libres se fait par des composés appelés les
antioxydants. Ce sont des substances qui inhibent ou préviennent I’oxydation d’un substrat, en
empéchant ou éliminant la formation des radicaux libres et atténuant le stress oxydatif pour
une protection efficace (Kim et lee, 2004). Parmiles nombreuses stratégies
antioxydants utilisées par les cellules pour contrdler les niveaux des ERO, il y a les défenses

enzymatiques et les défenses non enzymatiques

Le systtme de défense enzymatique représente une barriere d’antioxydants endogenes
produits par ’organisme. Ces enzymes, qui jouent un role important dans le maintien de la

santé, et la protection des dommages, sont la superoxyde dismutase SOD, glutathion

ﬁ
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peroxydase GPx, catalase, héme oxygénase, le couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase,

acide urique, ubiquinone, les polyphénols ...) (Baba et Mcgrath, 2008).

Les antioxydants non enzymatiques sont des antioxydants exogenes fournis par 1’alimentation
dont nous citons la vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone) et les
caroténoides, bilirubine, acide urique, .... Ces antioxydants agissent en piégeant les radicaux
et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables (Kinsky,
1989). Les vitamines piégeuses vont devenir des radicaux, puis seront soit détruites, soit
régénérées par un autre systéme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui

est elle-méme régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases (Kumar et al., 2010).

D’autres composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols,
alcaloides, phytates (composés phosphorés). En plus, les cellules peuvent synthétiser des
composés jouant le méme role, le plus important est le glutathion réduit qui protége non
seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le NOs. D'autres
composés endogenes jouent un rdle sans doute important mais encore mal évalué : les
théodoriens, les glucagonomes, les métallothionéines, l'acide lipoique ou les polyamines

(Stahl et Sies, 2002 ; Ahame, 2003).

Maitriser I’oxydation est indispensable pour gérer 1’évolution des systemes biologiques dans
leur complexité, en particulier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des
conséquences en sécurité¢ alimentaire. Les différentes méthodes d’évaluation de I’activité
antioxydante sont présentées aprés examen du contexte et des mécanismes d’oxydation.
L’activité antioxydante est évaluée soit par le dosage des produits formés (en particulier des
hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure
de I’efficacité du composé a piéger des radicaux libres. Les méthodes comparant le piégeage
d’un additif avec celui d’un antioxydant de référence, par exemple le Trolox®, sont
applicables a des produits varies quelle que soit I’hydrophilie ou I’hydrophobie du milieu

(Francoise, 2004).

Il existe plusieurs méthodes in vitro qui sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante
d’un extrait ou d’une substance. Parmi ces méthodes nous citons le : Follin-Ciocalteu (basée
sur le transfert d’électron) (Huage et al., 2005 ; Prior et al., 2005), capacité antioxydante
totale (basée sur la réduction de molybdéne Mo®") (Prietoet al., 1999), pouvoir Réducteur du
fer par FRAP (bas¢ sur le transfert d’un électron),capacité antioxydante par réduction du
cuivre (CUPRAC)(basée sur le transfert d’électron), réduction du radical- cation (ABTS)
(basée sur le transfert d’électron et d’un proton (Prior et al., 2005), test de blanchissement du

béta caroteéne (basée sur la neutralisation des radicaux libres dérivées de 1’acide linoléique en
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présence d’un antioxydant (kubola et Siriamornpun, 2008), Capacité¢ d’Absorbance du
Radical de I’Oxygene (basée sur transfert d’un proton) (Crichton et al., 2002), paramétre du
Pi¢geage du Radical Total(basée sur la protection fournis par les antioxydants sur la
diminution de la fluorescence de la R-PE (R-phycoérythrine) au cours de la réaction de la

peroxydation controlée (Nur Alam et al., 2013).
III- Etude de la toxicité des plantes

Les plantes contiennent une multitude de composés qui peuvent agir comme toxique et
peuvent étre nuisibles et dangereuses pour la santé de I’organisme vivant. La pénétration de
ces composés dans I’organisme peut provoquer des troubles plus au moins graves et parfois
mortels (Viala, 2005 ; Estelle, 2009). C’est pour cette raison, l'intérét de ’'usage des plantes
exige qu'une approche de sa toxicité puisse €tre entreprise en vue de son adaptation en

tradithérapie.

La pénétration d’une substance dans 1’organisme peut étre bénéfique comme les médicaments
ou néfaste comme un toxique. La réponse de 1’organisme a un toxique dépend de la quantité
de cette substance toxique présente dans une cellule ou tissu ou organe qui se fixe sur le site
d’action. Et dépend aussi de son affinité pour ce site. Plusieurs facteurs interviennent dans le

processus d’action toxique (Baynes et Hodgson., 2010).

Selon 1’administration ou la durée d’exposition du toxique on peut distinguer divers types de
toxicité (Alain., 2002) : Toxicité aigué€ et Toxicité a terme (subaigué et zchronique) (Bismuth

et al., 1987).

La toxicité aigué se défini comme la toxicité qui provoque des troubles graves ou la mort
apreés un cours délai de son exposition de I’organisme (immédiatement ou dans les premiers
jours apres 1’exposition) (Leblanc, 2010).Elle se détermine généralement en mesurant la dose
1étale DL50/ DL100, qui représentent les doses 1étales d’un composé qui provoquent la mort
de 50/ 100% de la population d’animaux d’essai. Ces deux valeurs permettent la

détermination du degré de toxicité¢ (Bonvalot, 2002 ; Wallace et Hayes, 2008).

La toxicit¢ des plantes médicinales peut étre expliquée par la toxicité intrinséque des
constituants, [’identification imprécise des composants, les altérations avec d’autres
composants chimiques ou les contaminants toxiques (tels les pesticides et les métaux lourds,

ainsi que des pollens, des champignons microscopiques ...)

Les plantes sont malheureusement pourvues de composés souvent mal définis, est sont
formées de molécules dotées d’une activité biologique notoire, entre autres des hétérosides,

des alcaloides, des anthocyanes, des tannins et des stéroides. C’est pour cette raison la
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recherche de la toxicité des plantes médicinales est une étape importante dans le processus la
valorisation (Leblanc, 2010).

En considérant l'utilisation de ces extraits de plantes en médecine humaine, il apparait
indispensable de procédera la détermination de leur pouvoir hémolytique et néphrotoxique et
les précautions a observer de 1’'usage d’une plante médicinale pour une adaptation rationnelle
de la tradithérapie surtout pour les modes d'administration en cas de non intégrité au niveau
des muqueuses digestives (bouche, estomac, intestin, etc.) (Ouedraogo, 2001).

Le sang est un fluide qui a un réle important dans le transport de I’oxygene et les nutriments
vers les tissus biologique. Ces principales cellules sont les globules rouges (ou les
érythrocytes, qui occupent environ 99% des cellules du sang), les plaquettes (ou les
thrombocytes, occupent entre 0,6 a 1% des cellules du sang), et les globules blancs (ou les

leucocytes, occupent environ 0,2% des cellules du sang) (Hoffman, 2008).

L’hémolyse est un mot qui signifie la perturbation des globules rouges (Hémo : sang, Lyse :
perturbation). C’est un phénomeéne physiologique de toxicité irréversible au cours duquel les
érythrocytes sont détruits en libérant leur hémoglobine dans le milieu extérieur (Aguilar,
2007 ; Thomas, 2013).L’hémolyse peut étre physiologie (intra-tissulaire et intra-vasculaire)
(Aguilar, 2007), pathologique (d’origine corpusculaire (intrinséque) ou extra-corpusculaire

(extrinseéque).

Les pathologies liées a I’hémolyse: Drépanocyte, Paludisme, Coagulopathie, Maladies auto-

immunes, Thalassémie... (Horde, 2014)
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IV-  La plante d’étude : Lawsonia inermis

Le henné est I’une des especes les plus anciennement cultivées dans le monde. Il est utilis¢ et
apprécié¢ depuis trés longtemps par différentes civilisations, qui lui ont attribué plusieurs

vertus.

Le henné est une plante qui posséde plusieurs noms vernaculaires EL Hanna, d’alkanna ou
réséda (Ben M’Rad et al, 2004) henné (en frangais) ou alcana d’orient, henna (en anglais),
hena ou mhindi (en hindi), alhenné ou hinna (en arabe) (Yadav et al. 2013 ; Gozubuyuk et

al. 2014, Agarwal et al. 2014).

C’est est plante vivace originaire d'Afrique du Nord et du Sud-ouest d'Asie. Elle est cultivée
dans les régions présaharienne et saharienne. Les feuilles de henné représentent les colorants
naturels les plus populaires et les plus utilisées pour teindre les mains, les ongles, les doigts et
les cheveux. Le principal colorant responsable des propriétés colorante du henné est la

LAWSONE. Sa concentration varie entre 0,4 a 1,5% de matiere seche (Agarwal et al. 2014).

La plante du henné est originaire de la savane tropicale et des zones arides tropicales
(Malekzadeh, 1968) puis sa culture s’est étendue au reste du monde (Chaudhary et al.,
2010). Elle est actuellement cultivée dans les zones tropicales et subtropicales de 1’Asie, de
I’Australie, et de I’Afrique, trés rarement dans les régions tempérées (Chaudhary et al.,
2010 ; Philippe, 2013) en particulier en Inde, Iran, Afghanistan, Yémen, Arabie saoudite,
Soudain, Algérie, Egypte, Tunisie et au Maroc (Lekouche ez al., 2001). Elle produit une forte

teneur en colorant a une 35°C < T° <45°C.

Le henné porte le nom scientifique Lawsonia inermis Linn. C’est est une plante qui appartient
de la famille des Lythracées. Cette famille est connue par le nombre important des espeéces a

potentiel thérapeutiques (Yadave et al., 2013, Ajitha, 2016).

La classification botanique du henné est donnée dans le tableau ci-dessous (tableau 01) :

(Yadave et al., 2013, Ajitha, 2016)
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Tableau 01 : Classification botanique de la plante L. inermis

Embranchement I Phanérogames

S / embranchement Angiospermes
Division | Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre | Myrtales
Famille Lythraceae
Genre | Lawsonia
Espéce L. inermis.L
Nom binominale | Lawsonia inermis
L. alba Lam
Synonyme
L. spinosa

Botaniquement, il existe trois différentes plantes qui n’appartiennent pas a la méme famille

botanique (Solabia, 2000):

v Le henné naturel : Lawsonia inermis de la famille des Lythracées (Joy, 2001)

v Le henné neutre : Cassia obovata de la famille des cruciféres (Solabia, 2000)
v Le henné noir : Indigo feretinctonia de la famille des papillonacées (Solabia,2000 ;
Laval, 2008).

D’un point de vu morphologique, la plante du henné est un arbuste gracieux a feuille
persistante (Kothe, 2007) dont la hauteur varie de 2 a 6m lorsqu’il est cultivé (figure 02). A
I’état sauvage, il est un arborescent atteignant jusqu’a 7m (Paris et Moyse, 1967), qui
possede plusieurs branches proches de la base, trés ramifiées avec une écorce blanchatre

(Bezanger et al., 1986).

Les feuilles du henné sont courtes et lisses, opposée, simple et entiéres, glabre, elliptiques,
avec des nervures pennées sur la surface dorsale. Le limbe est ovale, largement lancéolées
terminé par une petite pointe. La taille des feuilles est généralement variable, le plus souvent
de 2 2 3 cm de long et d’une largeur de 1 a 1,5cm (figure 03) (Rahmoun, 2009, Argwal ef
al., 2014).

ﬁ
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Figure 03: Les feuilles de Lawsonia inermis (Olivier, 2005).
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Les fleurs du henné sont de petites tailles, parfumées, hermaphrodites, nombreuses réunies en
grappes et peuvent étre blanches ou roses (figure 04) (Paul, 2001). La fleur du henné possede
un diagramme floral constitue d’un long calice persistant constitué¢ de 4 sépales, une corolle
avec 4 pétales et environ 8 étamines, qui sont insérés 2 a 2 dans le tube calice, et enfin un
gynécée formé d’un ovaire (figure 05) (Arun et al, 2010, Borade et al., 2011., Yadavs et al.,
2013., Agrawal et al., 2014)

Figure 05 : schéma de la fleur de Lawsonia inermis (olivier, 2005)

Une fois les fleurs du henné sont fécondées, elles vont donner des fruits qui sont de petites
capsules globuleuses brunatres de 4 a § mm de diametre renfermant de nombreuses graines.

(Agarwal et al., 2014)

Les graines sont angulaires avec des téguments épais (figure 07)
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Figure 06 : Fruit de Lawsonia inermis (olivier, 2005)

Les ¢tudes phytochimiques sur la plante du henné ont montré la présence de nombreux
constituants tels que les flavonoides, les quinoides, les coumarines, et les dérivés du

naphtaléne... (Figure 07) (Singh et al., 2015 ; Adedejl et al., 2017)

Les feuilles de la plante Lawsonia inermis sont la partie la plus utilisée. Elles contiennent : la
lawsone (2-hydroxy-1,4-naphtoquinone) qui est le principal composé des quinones (environ

0,4 21,5 %). C’est le composant responsable de la fixation de la couleur.

Les feuilles contiennent aussi les coumarines et xanthones, et 2% de pigment flavonoique et
de résines (Sarita, 1991). D’autres composés sont retrouvés comme 1’acide p-coumarique,
cosomosiine, apiine, 2-methoxy-3-methyl-.4-naphtoquinone, luteoline et ces acacetin-7-o-
glucoside, 7-o-glucoside, apigenin, isoplumbagin (2-methyl-8-hydroxy-1,4-naphtoquinone),
Mucilage, de petite quantité de xanthone, stérol, et de mannitol (Scep, 2005 ; Khare,
2007 ;Nayak et al., 2007 ; babili et al.,2013).

Le taux des flavonoides oscille entre 7 et 8 %, alors que celui des lipides change au tour de

6%. Contenant des coumarines et xanthones, et 2% de pigment flavonoique et de résines.

(Sarita, 1991).
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Figure 07 : Quelques constituants chimiques du henné
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De plus d’autres études ont mis en évidence la présence d’autres composants tel que : L’acide
gallique, vitamine K, et la mannite en grande quantité (Moyes, 1965 ; Kerharo et Gadam,

1981).

Les fleurs du henné contiennent une huile essentielle appelée 1’ionone (0,01-0,02%) qui est
responsable de I’odeur parfumée. Ainsi que d’autres métabolites secondaires tel que le linalol,

le (Z)-2-hexenol, B-ionone et ses dérivés (Chaudhary et al, 2010).

Les graines du henné renferment de 10-11% I’huile fixe renfermant d’acide oléique,
linoléique, stéarique, de I’acide arachidonique, et de I’acide palmitique, et de I’acide
béhénique. En plus de I’huile essentielle composée principalement d’ionone. D’autres études
ont montré la présence d’une faible quantité de protéine 5%, fibres 33,5%, et 33,6% de

glucides (Chaudhary et al., 2010).

L’¢corce de la plante du henné contient 2 triterpenes pentacycliques qui ont été isolés et
identifiés comme étant le 3, 30 dihydroxylup-20(29) -¢ne (hennadiol) et le (20S) 3 béta, 3-
dihydroxylupane (Chakrabartty et al, 1982). En plus elle contient des dérivés
naphtoquinonique comme la 2-méthyl 8 -hydroxy -1,4-naphtoquinonique. (Gupta, 1993)

La racine de la plante du henné contient un stérol nommé Lawsaritol (243-éthycholest-4-

en3p-ol), Stigmastérol et B-sitostérol (Gupta et al., 1992).

La richesse du henné par les différents composés chimiques a fait de lui le cosmétique le plus
employ¢ dans le monde. Son utilisation revient a des millénaires (plus de 4000 ans) par les
musulmans, les chinois, les hébreux, les perses, les assyriens ... (Kirkland et Marzin, 2003 ;

Nohynek et al., 2004).

Le henné servait a teindre les mains, ongles, doigts, pieds, cheveux et le corps
particuliérement lors des occasions et des fétes (Paul, 2001). A nos jours l'utilisation du
henné dans les tatouages provisoires qui sont devenus populaires chez les occidentaux
(Matulich et Sullivan, 2005). Ainsi 'utilisation des fleurs de henné pour produire des
parfums de qualité peut étre dans quelques secteurs bien plus communs que l'utilisation de la
feuille en tant que colorant (Kazandjieva et al., 2007). Ainsi, actuellement, le henné est
utilis¢ comme ingrédient dans certains produits de shampoings, crémes et masques de

protection (Ernst, 2000).

Le henné a été utilisé traditionnellement depuis des siécles en Afrique du Nord et en Asie. Il a
joué un role historiquement important dans la vie quotidienne des anciennes cultures (Khare,
2007). 11 a été décrit par le Prophéte Mohammed (paix et priére sur lui) comme étant une

plante du paradis. Il est la premicre personne qui I’a utilisé pour colorer sa barbe, ce qui a
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donné a leur utilisation un aspect religieux (Demello, 2007). Il se caractérise par plusieurs
vertus, dont la principale est de protéger les individus, former un rempart entre le corps enduit

par le henné et les €léments extérieurs nuisibles (Olivier, 2005).

Les femmes utilisaient le henné pour teindre leurs cheveux et masquer les cheveux gris et
pour lutter contre les poux et les pellicules, aussi colorer les ongles, et décorer la paume des
mains et la plante des pieds afin de se protéger des champignons pathogénes (Cartwright-
Jone, 2006 ; Badonisemwal et al., 2014). Et chez les Orientaux, le henné est souvent utilisé

au hammam pour adoucir la peau (Lavai, 2008).

De plus en plus il a été inscrit entant que médicaments traditionnels a coté de la
chimiothérapie modernes (Gull et al., 2013). Il est utilisé sous 3 formes différentes : en pate,
en décoction des feuilles, en infusion des racines et a été utilis€ pour traiter ’ictére,

1'épilepsie, et contre les ulcéres malins (Olivier, 2005).

La pharmacopée ayurvédique de I'Inde a indiqué l'utilisation des feuilles dans la dysurie, le
prurigo, les troubles de la coagulation, et d'autres maladies cutanées obstinées. Donc, il est
utilis€ comme plante médicinale en raison de son effet antifongiques, antibactériens,
antiamibiasis, astringents, antihémorragiques, hypotenseurs et sédatifs (Abdulmoneim,

2007 ; Khare, 2007).

Les feuilles du henné sont utilisées dans le traitement des furoncles, vulnérables, plaies,
maladies diurétiques, gale et rate, maux de téte, ophtalmie, lumbago, hémicranies, syphilite,
bronchites, aménorrhée, et favorise la croissance des cheveux. L'écorce est donnée dans les
affections calcaires également dans la jaunisse et l'élargissement de la rate, et comme
alternative dans la Iépre et les maladies cutanées obstinées (Abdulmoneim, 2007 ; Khare,

2007).

Plusieurs études ont montré D’action de LAWSONE en usage interne sur le systeme
cardiovasculaire et le rythme cardiaque, sur la pression artérielle, ainsi que la diminution du

temps de coagulation, et augmentation de la fixation de 1’oxygene par les GR (Khare, 2007).

Et autres études ont mis en évidence 1’utilisation des feuilles et des fleurs contre les tumeurs

inflammatoires et les racines contre les cancers cutanés (Kirkland et Marzin, 2003).
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Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche antibiotiques antifongiques :
Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique « Lapsab »Faculté des Sciences de la Nature

et de la Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers, université Abou Bekr Belkaid- Tlemcen.

Au cours de notre travail, nous sommes intéressés a ¢tudier 1’activité antioxydante et de 1’effet
hémolytique d’extraits naturels obtenus par macération par deux solvants des feuilles de la

plante Lawsonia inermis

1. Matériel
1.1.  Matériel végétal

Notre étude a été effectuée sur les feuilles de la plante Lawsonia inermis. La plante a été
récoltée au cours du mois d’octobre 2019, dans la région de Timimoun, wilaya d’Adrar. Par la
suite, les feuilles de cette plante ont ét€¢ séchées puis conservées a une T° ambiante et a 1’abri

de lumiére jusqu’au jour de leurs utilisation (figure 08).

Figure 08 : Les feuilles de la plante L. inermis : A sous formes séchées, B broyées

1.2.  Globule Rouge (GR)

L’étude de D’activité hémolytique a été réalisée sur un modele universel de cellules des

globules rouges humains provenant d’un donneur unique et sain.
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

Les extractions des feuilles de la plante Lawsonia inermis ont été effectuées en mode solide-
liquide. Dans un erlenmeyer, 10g de la matic¢re végétale finement broyée ont été macérés par
100 mL de deux solvants : méthanol/eau (80/20, V/V) et dichlorométhane. Les mélanges ont

¢été agités pendant 24h a T° ambiante.

Les macérates obtenus ont été filtrés a I’aide du papier Wattman, puis les filtrats ont été
évaporés a sec avec un rotavapor a 60°C. Une fois les extraits sont bien secs, ils ont été

solubilisés dans le DMSO et conservés a 4°C.
2.2. Calcul des rendements

Les rendements des extraits obtenus ont été calculés par I’équation suivante :

Rendement d’extraction (%) = [Mo / M1] x 100
Ou:

M, : masse de I’extrait brut évaporé

M, . masse de la poudre de la matiere végétale

3. Analyse quantitative des composés phénoliques
3.1. Dosages des polyphénols totaux

a. Principe

Ce dosage repose sur l’utilisation d’un réactif de folin-Ciocalteu qui est constitué d’un
mélange d’acide phosphotungestique (H;PW,04) et d’acide phosphomolybdique
(H5PMo12040). Lors de I’oxydation des polyphénols, le réactif de folin-ciocalteu est réduit en
un mélange d’oxyde bleu de Molybdéne (MosO2;) et Tungsténe (WsO»;). La coloration
produite est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits, dont
I’absorption maximale est comprise entre 725 nm et 750 nm (Boizot et Charpentier, 2006 ;

Bonnaillie et al., 2012).

b. Mode opératoire :
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Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé¢ selon le protocole décrit par Vermerris et

Nicholson, (2006).

Dans un tube a essai, 2 mL d’une solution de carbonate de sodium a 2% (Na,COs a 2%) ont
¢té mélangés avec 0,1 mL de chaque extrait. Le mélange a ¢té soumis a une incubation de 5
min. Puis nous avons ajouté 0,1 mL du réactif Folin-Ciocalteau (0,2 N). Le mélange a été
incubé pendant 30 min a T° ambiante. L’absorbance a été mesurée par un spectrophotometre a

une longueur d’onde de 725 nm contre un blanc.

La gamme d’étalonnage a été préparée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant

I’acide gallique a différentes concentrations (0 a 1 mg/mL) comme contrdle positif

Les concentrations des composées phénoliques ont été exprimées en microgramme équivalent

acide gallique par milligramme de 1’extrait (ug EAG / mg E).

3.2. Dosages des flavonoides totaux
a. Principe

Cette méthode repose sur I’utilisation du réactif spécifique le trichlorure d’aluminium (AICls).
Ce dernier va former un complexe chromogene jaunatre avec les flavonoides, et un complexe
rose par la soude (NaOH). Les complexes produits absorbent dans le visible a une longueur

d’onde de 510 nm (Mekkiou., 2005 ; Vladimir ez al., 2011)

b. Mode opératoire

Pour le dosage des flavonoides totaux ; la méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast,

(2007), a été utilisée.

Dans un tube a hémolyse, 2 mL d’eau distillée et 150 pL de la solution de nitrite de sodium a
15% (NaNO,) ont été mélangés avec 500 uL de chaque extrait. Aprés 6 min d’incubation a
température ambiante, 150 pL de trichlorure d’aluminium a 10% (AICls) ont été introduits.
Aprés 6 min d’incubation a température ambiante, 2 mL d’hydroxyde de sodium a 4%
(NaOH) ont été ajouté au mélange. La solution a été¢ ajustée a 5 mL par ’eau distillée.
L’absorbance a ét¢ mesurée contre un blanc a une longueur d’onde de 510 nm apres 15 min

d’incubation a une T° ambiante.

En parallele la courbe d’étalonnage a été préparée dans les mémes conditions opératoires, en

utilisant comme controle positif la catéchine a différent concentration
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Les concentrations ont été exprimés en microgramme équivalent de la catéchine par

milligramme de I’extrait (ug EC/ mg E).

3.3. Dosage des tanins condensés

a. Principe

Le dosage des tanins condensés repose sur la présence I’acide chlorhydriques, sous 1’effet de
la vanilline qui les permet de se transformer en anthocyandoles d’une couleur rouge,
mesurable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 550 nm (Sun et al., 1998 ;

Mekkar, 2000 ; Schofield, ef al., 2001)

b. Mode opératoire

Le dosage des tanins condensés a ét¢ déterminé selon le protocole de Julkunen-Titto.,
(1985). Dans un tube 750 mL de I’acide chlorhydrique concerté (HCI) et 3 mL de vanilline a
4% ont été mis en contact avec 50 uL de chaque extrait. Le mélange a été incubé a une T°
ambiante pendant 20 min. ensuite, 1’absorbance a ét¢ mesurée par un spectrophotometre

UV/Vis a une longueur d’onde de 550 nm.

En parall¢le, une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires, en

utilisant la catéchine comme contrdle positif.

Les concentrations ont été exprimées en microgramme équivalent de la catéchine par

milligramme de I’extrait (ug EC/ mg E).

4. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits

4.1.  Pouvoir Réducteur du fer par FRAP (FerricReducingAntioxidant Power)
a. Principe

Cette technique est basée sur la réduction du fer ferrique Fe’* présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium K; Fe (CN)s, en forme ferreux Fe* (figure 09). Cette réaction est
détectée par le virage de la couleur de la solution du jaune au bleu vert. L’absorbance est
mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur de 700 nm (Topcu et al., 2007 ;

Deore et al., 2008)
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Figure 09 : réduction du fer ferrique Fe*'en fer ferreux Fe*
b. Mode opératoire

Cette technique a été réalisée selon le protocole de Karagozler et al., (2008).

Dans un tube, 0,25 mL de la solution tampon phosphate salée (0,2 M ; pH= 6,6) et 0,25 mL de
K; Fe (CN)s a 1% ont ét¢ mélangés avec 0,1 mL de chaque extrait a différentes
concentrations. Les tubes ont été incubés pendant 20 min a 50°C. Ensuite, 0,25 mL de 1’acide
trichloracétique a 10% (TCA) ont été ajoutés pour stopper la réaction. Ensuite, 0,5 mL a été
prélevé et mélangé avec 0,5 mL d’eau distillée et 0,1 mL de chlorure de fer a 0,1% (FeCl).
L’absorbance du mélange a été mesurée a 700 nm contre un blanc et a 1’aide d’un
spectrophotomeétre. L’augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés correspond a

I’augmentation de 1’absorbance.

L’acide ascorbique a ¢été utilis¢é comme contrdle positif dans les mémes conditions

expérimentales.

La concentration effective de chaque extrait (ECs) a été déterminée graphiquement a I’aide de

la courbe de régression linéaire (1’absorbance en fonction de la concentration).
4.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2 diPhenyl-1-Picryl-Hydrazyl)
a. Principe

C’est une méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antioxydante basée sur la mesure de
la capacité des extraits a piéger le radical libre du DPPH. Lors de réduction du DPPH et en
présence d’un agent antioxydant, sa couleur violette foncée se transforme jaune pale (relative
a la forme réduite) (figure 10). Cette réduction est facilement mesurée a 517nm. (Moon et

shibamoto, 2009)
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Figure 10 : Schéma de la réaction du DPPH en présence d’un antioxydant (Moon et

shibamoto, 2009)
b. Mode opératoire

Ce teste a été réalisé selon la méthode décrite par Popvici et al., (2009). Dans des tubes a
hémolyse, une série de dilution ¥ des extraits a été préparée. Ensuit 1950 uL. de DPPH (0,064
mM) ont été introduit dans chaque tube. Le controle négatif a été réalisé uniquement avec le
méthanol. Les tubes ont ét€ incubés a I’obscurité pendant 30 min a T° ambiante. La lecture de

I’absorbance a été faite contre un blanc pour chaque concentration a 517 nm.

L’acide ascorbique et Butylated Hydroxyanisoles (BHA) ont été utilis€és comme controles

positifs dans les mémes conditions expérimentales.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition est sont calculés selon la formule

suivante :

DPPH % = [(Acntr - Aech) /A cntr] x 100

Ou:

A cntr : absorbance de control négatif

A ech : absorbance de I’échantillon

La concentration inhibitrice de 50% ou CI50 est la concentration nécessaire pour réduire 50%
de radicale DPPH de chaque extrait. Elle a été déterminée graphiquement par la courbe de
régression logarithmique tracée les pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations

des extraits (Scherer et Godoy, 2009).
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4.3. Capacité antioxydante totale (CAT)
a. Principe

Cette activité est réalisée en présence du phosphomolybdéne. Elle est basée sur la réduction
de molybdéne Mo®" (présent sous forme d’ions molybdate MoO,*) en molybdéne Mo’
(MoO,") en milieu acide et en présence de I’antioxydant et forme un complexe vert de

phosphate (Prieto et al., 1999)
b. Mode opératoire

Le réactif a été préparé en mélangeant 28mM phosphate de sodium (NaPOy), 0,6N d’acide
sulfurique, et 4mM de molybdate d’ammonium ((NH4)s M070,4). Ensuite, un volume de 0,3
mL de chaque extrait a différent concentration a ét¢ mélangé avec 30 mL de la solution du
réactif. Les tubes ont été incubés pendant 2h a 95°C. L’absorbance a ¢été lue apres

refroidissement des tubes a 695nm contre un blanc.

Capacité antioxydante totale (CAT) a été exprimée en milligramme équivalent acide

ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/ g E)

4.4. Réduction du radical- cation ABTS
a. Principe

Cette méthode consiste a la réduction du radical I’ABTS"(acide 2,2 azinobis-3-ethyl
benzothiazoline-6-sulfonique). En présence d’un agent antioxydant le radical ABTS est réduit
pour former un radical cation ABTS" (figure 11), ce qui entraine une décoloration lue a une

longueur de 734 nm (Lien et al., 1999 ; Moon et Shibamoto, 2009)

N ¢
HD;S/C[ S>=N_ N=<::|©\803H

ABTS

+ K504

®) ¢
Mo M
I men=
HOLS S S SO5H

ABTS

Figure 11: formation du radical-cation ABTS" a partir de I’ABTS et en présence d’oxydant
persulfate de potassium (Moon et Shibamoto, 2009)
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b. Mode opératoire

Cette méthode a été réalisée selon le protocole de Mighri ef al., (2010). La solution de
I’ABTS a été préparée en mélangeant 2,45 mM de persulfate de potassium (K,0sS,) et 7TmM
d’ABTS. Le mélange a été incubé pendant 16h a 1’obscurité et a T° ambiante, ensuite cette
solution a été diluée avec 1’eau distillée jusqu’a 1’obtention d’une absorbance de 0,70 a 745

nm.

Un volume de 160 pL de la solution ABTS a été mélangé avec 40 uL de chaque extrait a
différentes concentrations. L’absorbance du mélange a été mesurée a 734 nm contre un blanc

apres 6 min d’incubation a une T° ambiante.

5. Evaluation de P’activité hémolytique
a. Préparation solution tampon phosphate (PBS)

La solution PBS a ¢ét¢ préparée a un pH = 7,4 +0,2 en utilisant le phosphate di-sodique 10mM
(Na,HPO,), et phosphate de mono potassique 10mM (KH>POy).

5.1.  Test d’hémolyse

Ce test a été réalis¢ selon la méthode décrite par Lee, (2002).Un prélévement de sang a été
réalisé a partir d’un donneur sain dans un tube héparines. Le tube a été centrifugé pendant 5
min a 4000 rpm et a 4°C. Apres élimination du plasma (surnageant) et le culot a été lavé 2 fois
avec une solution tampon phosphate sal¢ 10 mM a pH= 7,4. Le tube a été centrifugé, par la
suite les globules rouges ont été suspendu dans une solution tampon phosphate salé a raison

de 2%.

Dans un premier temps, une série de dilution de chaque extrait (200 a 25 mg/mL) a été
préparée. Dans un deuxiéme temps, un volume de 30 uL de chaque extrait a différentes
concentrations a été mélangé avec 2970 pL de la suspension érythrocytaire a 2%. Les tubes
ont été agités délicatement et incubés pendant 60 min (0, 15, 30, 45, 60) a 37°C dans un

incubateur agitateur de paillasse (type orbital shaker, thermoforma).

Par la suite 0,1 mL de cette solution a été prélevé chaque 15min pur étre introduit dans des
nouveaux tubes contenant 1,9 mL de solution pendant 1 heure. Les tubes ont été centrifugés a
4000 rpm pendant Smin a 4°C. Ensuite le surnageant a été récupéré et 1’absorbance a été lue a

’aide d’un spectrophotométre UV-VIS a 548 nm contre un blanc.
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L’hémolyse totale (contrdle positif) a été obtenue par la mise en contact de 125 pL de la

suspension érythrocytaire a 2% avec 2375 uL de triton X 100.

L’hémolyse spontanée a été testée par la solution tampon phosphate salé (PBS) (le mélange a

¢té utilis€ comme un controle négatif).

Le taux d’hémolyse a été déterminé selon la formule suivante :

Taux d’hémolyse (%) = [(Aext - Ans) / (Aut- Ans)] x 100

Ou:
A oxi: absorbance de ’extrait
An s : absorbance de I’hémolyse spontanée

An1: absorbance de I’hémolyse totale
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Résultats et interprétations

1. Rendement

Dans notre étude nous avons utilisés deux solvants de polarités différentes a savoir : le

méthanol a 80% et le dichlorométhane.

Le calcul des rendements des différents extraits (figure 12) montre que le meilleur rendement

a été¢ obtenu par D’extrait méthanol a 80%(19,29%), suivit par 1’extrait dichlorométhane
(5,39%).
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Figure 12 : Rendements des deux extraits de la plante L. inermis

Nous remarquons que la polarité¢ des solvants influence sur le rendement. Cette différence est

due la diversité structurale des composés chimique pour chaque extrait.
Le tableau 2, montre les caractéristiques des extraits des feuilles de la plante L. inermis. Nous
constatons que D’extrait hydro-méthanol est pateux et soluble dans le DMSO alors que

I’extrait dichlorométhane est liquide et soluble lui aussi dans le DMSO.

Tableau 02: Caractéristiques des extraits des feuilles de la plante L. inermis

Solubilit
Extrait Aspect Couleur )
é
Marron
Hydro-méthanol Pateux DMSO
foncé
Dichlorométh
Liquide Vert foncé DMSO
ane
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2. Dosage des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des composés bioactifs connus pour leurs excellentes
propriétés biologiques (antioxydante, antimicrobiennes etc.) et la plupart des effets

pharmacologiques des plantes sont attribués a leur richesse en composés phénoliques.

Ces différents effets nous ont encouragés a effectuer les dosages des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés. Ces dosages ont été¢ effectués pour les deux extraits
préparés par des méthodes spectrophotométriques, en utilisant des courbes d’étalonnages et

leurs équations de régressions linéaires.

2.1.  Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique qui utilise le
réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en pug équivalent acide gallique
par milligramme d’extrait (ug EAG/g), en utilisant 1’équation de la régression linéaire

suivante : y = 1,661xetle coefficient de détermination R*=0,997(figurel3).

La courbe d’étalonnage a été réalisée par des solutions des standards I’acide gallique préparée

dans les mémes conditions a concentrations différente allants de 0 & 1000 pg/ mL.

Le calcul des teneurs en phénols totaux en utilisant I’équation montre que 1’extrait hydro-
méthanol des feuilles de L. inermis est riche en phénols totaux. Cette teneur est de 1’ordre
de 117,61 ng EAG/mg d’extrait. L’extrait dichlorométhane a montré une basse teneur de

I’ordre de 31,66pg EAG/mg d’extrait (tableau 03).

D’aprés ces résultats, nous constatons clairement que le taux de polyphénols calculé varie
proportionnellement en fonction de la polarit¢ des solvants d’extraction. En effet,

I’extrait hydro-méthanol a présenté un taux plus élevé par rapport 1’extrait dichlorométhane.
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Figure 13 : La courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ par une méthode spectrophotométrique. La catéchine
considérée comme référence nous a permis de tracer une courbe d’étalonnage, d’ou nous
avons calculé la teneur en flavonoides des différentes deux extraits des feuilles de notre
plante. Cette teneur est exprimée en pg équivalent de catéchine (EC) par milligramme de

I’extrait.

La formule de la régression linéaire obtenue pour cette courbe est : y = 0,082x et le coefficient

de détermination R* = 0,995 (figure 14).

Nous constatons que I’extrait dichlorométhane contient 350,43 pug EC/mg d’extrait alors que

I’extrait hydro- méthanol ne contient que 102,37ug EC/mg d’extrait (tableau 03).

L’extrait dichlorométhane est tres riche en flavonoides par rapport a I’extrait hydro-méthanol.
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Figure 14 : La courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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2.3.  Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins a ¢été effectuée par extrapolation des absorbances obtenues sur la
courbe d’étalonnage réalisée par la catéchine. Les résultats sont exprimés en pg équivalent de
la catéchine par milligramme de I’extrait. La formule de régression linéaire obtenue pour cette

courbe est comme suit :
y = 0,633 x et le coefficient de détermination R*= 0,995(figure 15)

Le dosage des tanins des feuilles de L. inermis a donné un taux de I’ordre de 67,23ug EC/mg
d’extrait pour I’extrait dichlorométhane. Les tanins étaient absents dans 1’extrait hydro-
méthanol (tableau 03).En effet 1’extrait dichlorométhane a présenté un taux plus élevé par

rapport a I’extrait hydro-méthanol.

Figure 15 : La courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins condensés.
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Tableau 03: Les taux des composées phénoliques des feuilles de la plantes L. inermis

E Polyphénols totaux | Flavonoides totaux | Tannins condensées
xtraits

(ng EAG /mg E) (ng QE/mg E) (ng CE/mg E)
Dichlorométhane 31,66 +5,63 350,43 + 10,71 67,23 +27,43
Hydro-méthanol 117,61 + 11,65 102,37+ 11,09 0

3. Etude de I’activité antioxydante
3.1.  Piégeage du radical libre DPPH (2,2 Diphényl-1-Picryl-Hydrazyl)
Ce test a été déterminé par la mesure de la diminution de 1’absorbance d’une solution
alcoolique de DPPH a 517 nm, réduit par les extraits de la plante. A partir des valeurs des
absorbances obtenues nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule

donnée auparavant.

Les résultats obtenus, montrant une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des deux extraits et du BHA

(contrdle positif). Ce qui a permis I’obtention des courbes logarithmiques (figures 16 et 17).

L’extrait hydro-méthanol a montré un pouvoir antiradicalaire plus important que celui de
I’extrait dichlorométhane. A une concentration de 4 mg/mL, 1’extrait hydro-méthanol a un

pourcentage d’inhibition de 90 %, contre 15% pour I’extrait dichlorométhane.

Cependant, ces données restent inférieures a celles des antioxydants de synthéses (BHA,
Acide ascorbique) qui ont présenté la meilleure activité antiradicalaire par rapport a nos
extraits avec de faibles concentrations, ou la concentration de 0,2 mg/mL a un pourcentage

d’inhibition de 95 % et 75% respectivement (figure 16)
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Figure 17 : Evolutiof ded¥urcentages d'inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits de la plante L. inermis
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La capacité antiradicalaire de nos extraits, a été exprimée aussi par la détermination de la
concentration qui assure la réduction de 50 % du radical DPPH" (Clsy). Une faible valeur
d’CI50 correspond a une grande efficacité de ’extrait et a un pouvoir antiradicalaire plus fort.
Les valeurs des Cls, trouvées pour le BHA et 1’ Acide Ascorbique et pour les deux extraits sont
représentés dans le tableau 04.En comparant les Cls, des extraits testées, nous remarquons
que I’extrait hydro-méthanol présente une Cls, inférieure a celle de I’extrait dichlorométhane

et donc une activité antiradicalaire meilleure.

Tableau 04: CI50 du BHA et des deux extraits de L. inermis

Extraits Acide
BHA
Hydro-méthanol Dichlorométhane Ascorbique
Clso 0,27 £ 0.025 >4+0,03 0,08 0,1
en mg/mL

Nous remarquons aussi que les Clsy obtenues pour le BHA et I’Acide Ascorbique, utilisés

comme molécules de référence sont bien inférieurs a ceux des extraits.

3.2. Capacité antioxydant total (CAT)
Ce testa été mesuré par la réduction du phosphomolybdéne dans un milieu acide en présence
d’un agent antioxydant.
Les résultats sont calculés par le dosage d’acide ascorbique a partir de la courbe d’étalonnage
(y=0,0189x ; R*= 0,9914) (figure 18) et représentés dans le tableau 05. Nous constatons que
I’extrait hydro-méthanol a exprimer une valeur légérement élevée (20,06 EAA mg / g E), par

rapport a ’extrait dichlorométhane (17,44 EAA mg/ g E).

Tableau 05: Capacité antioxydant total des deux extraits de la partie aérienne de la plante

L. inermis
Extraits
Hydro-méthanol Dichlorométhane
CAT (EAA mg/ g E) 20,06 £ 0,96 17,44 £ 1,15

F
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la capacité antioxydant total de I’acide ascorbique

3.3. Piégeage du radical ABTS
Cette méthode consiste a la réduction du radical ’ABTS™, lue a une longueur de 734 nm. A

partir des valeurs des absorbances obtenues nous avons calculé les pourcentages d’inhibition.

Les résultats obtenus, montrant que le pourcentage d’inhibition du radical ABTS est
proportionnel a la concentration des deux extraits et du BHA et BHT (contrdle positif). Ce qui

a permis 1’obtention des courbes logarithmiques (figures 19 et 20).

L’extrait hydro-méthanol a montré un pouvoir antioxydant un peu plus important que celui de
I’extrait dichlorométhane. A une concentration de 1 mg/mL, 1’extrait hydro-méthanol a

montré un pourcentage d’inhibition de 98 %, contre 90% pour I’extrait dichlorométhane.

Cependant, ces données restent inférieures a celles de I’antioxydant de synthése (BHA et

BHT) qui ont présenté les meilleures activités a de faibles concentrations (figure 19).
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La capacité antiradicalaire de nos extraits, a été exprimée aussi par la détermination de la
concentration qui assure la réduction de 50 % du radical ABTs (Clsy). Une faible valeur d’Cls

correspond a une grande efficacité de ’extrait et a un pouvoir antiradicalaire important.
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Les valeurs des Cls, trouvées pour le BHA, BHT et pour les deux extraits sont représentées
dans le tableau 06. En comparant les Cls, des extraits testés, les résultats montrent clairement
que les deux extraits testés possedent des CIS0 presque semblable 0,014 mg/mL pour I’extrait
hydro-méthanol et 0,018 mg/mL pour I’extrait dichlorométhane et donc les deux extraits

possédent une propriété antioxydante intéressante.

Tableau 06: CI50 du BHA et des deux extraits de L. inermis

Extraits

BHA BHT
Hydro-méthanol Dichlorométhane

CIS0

0,014 +0,01 0,018 0,02 0,0049 0,0076
en mg/mL

Cependant les Clsy obtenues pour le BHA et BHT, utilisées comme molécules de références

sont bien inférieurs a ceux des extraits.

3.4.  Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité des extraits a réduire le Fe*" en Fe*', cette

réduction est mesurable a 700nm.

Les résultats obtenus, montrant que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a la
concentration des deux extraits. Nous avons obtenu des courbes de régression linéaires des
absorbances en fonction des concentrations extraits et des standards BHA et I’Acide

Ascorbique (figures 21 et 22).

L’extrait hydro-méthanol a montré la meilleure capacité a réduire le fer par rapport a 1’extrait
dichlorométhane. La concentration efficace a réduire 50% le fer (ECso) confirme les résultats
obtenus (tableau 07). Une faible valeur d’ECs, correspond a une grande efficacité de I’extrait
a réduire le fer. En comparant les ECs) des extraits testés, nous remarquons que
I’extrait hydro-méthanol présente une ECs inférieure a celle de I’extrait dichlorométhane et

donc un meilleur pouvoir réducteur
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Nous remarquons aussi que les CEso obtenue pour le BHA et 1’Acide Ascorbique, utilisés
comme molécules de références sont bien inférieures a celles des extraits, est donc un pouvoir

réducteur de fer plus €levé.

4. Etude de I’activité hémolytique

Afin de mieux comprendre le comportement de ces composés au cours du temps, 1’effet
hémolytique a été suivi pendant 60 min. Quatre dilutions ont fait 1’objet de ce suivit.
L’intervalle des différentes dilutions été choisi de tel fagcon a tester des concentrations
beaucoup plus élevées que celle obtenues dans les tests antioxydants.

La figure 23représente 1’effet hémolytique vis-a-vis des globules rouges humains de quatre
concentrations de I’extrait hydro-méthanol.

Nous constatons que les différentes dilutions de 1’extrait hydro-méthanol ont montré une
bonne relation dose-réponse vis-a-vis des globules rouges humains apres 60 minutes
d’incubation. Cette réponse est maximale a la concentration la plus élevée (200 mg/ mL.) est
nulle a la concentration la plus faible (25 mg/mL).A la concentration la plus élevée le taux

d’hémolyse est de 3,49 %.

Figure 23 : Effet de différentes concentrations de I’extrait hydro- methanol sur ’hémolyse des globules rouges
—o— 200 mg/mL

4
—e— 100mg/mL
33 /mL
3 —e— 25mg/mL
2.5
S
&
> 2
= 1.5
X
S|
0.5
0 = :
0 10 20 30 40 50 60

Temps min

La figure 24 : représente 1’effet hémolytique vis-a-vis des globules rouges humains de quatre
concentrations de ’extrait dichlorométhane. Toutes les concentrations ont montré un taux

d’hémolyse nulle pendant 60 min d’incubation.
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Figure 24 : Effet de différentes concentrations de Pextrait dichlorométhane sur I’hémolysedes globules rouges
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Discussion

Ces derniers temps, 1’évaluation des activités biologiques des plantes médicinales a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées en thérapie alternative ou

comme mode¢le pour la syntheése de nouvelles substances (Houghton, 2000).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique ainsi qu’a I’évaluation
de ’activité antioxydante et hémolytique des feuilles de la plante L. inermis. Cette plante a été

largement utilisée dans 1’industrie cosmétique et pharmaceutique.

Deux solvants ont été utilisés pour 1’extraction : dichlorométhane et hydro-méthanol (80%).
Les résultats des rendements obtenus ont montré que l’extrait hydro-méthanol a donné le
rendement le plus élevé. Nos résultats sont en accord avec une étude réalisée par différents
extraits obtenus par macération des feuilles de L. inermis. Cette étude a monté que I’extrait
méthanol a 90% avait le meilleur rendement (Niazi et al., 2020). Ces résultats peuvent étre
expliqués par I’influence de plusieurs facteurs comme ’espece végétale, les conditions du
séchage, le contenu de chaque espeéce en métabolite, les méthodes d’extraction, et la nature

des solvants utilisés (Rhita et al., 2018).

Nous avons ensuite déterminé la teneur des composés phénoliques en polyphénols totaux, en
flavonoides, et en tanins condensés. L’extrait hydro-méthanol a montré une teneur plus élevée
en polyphénols totaux, et I’extrait dichlorométhane a montré des teneurs plus élevées en

flavonoides et en tanins condensés.

D’apres Enneb et al., (2015), I’extrait méthanol a 80% des feuilles de henné a montré un taux
en polyphénol totaux de I'ordre de 118,94 pg EAG/mg E. Ces résultats confirment ceux
trouvés dans notre étude. Cependant Ebrahimzadeh et al., (2008) et Benyahkem et Lamrik,
(2017) ont trouvé des résultats supérieurs aux ndtres par 1’extrait hydro-éthanol. Dans 1’étude
de Ben Hasouna et al., 2011, les extraits aqueux, butanol et chloroforme ont montré les des
valeurs différentes en polyphénol (444 + 38, 286 + 8.0, 73 + 4.0 ug EAG/mg E

respectivement).

D’apres Lee et al., 2002, les techniques de quantification et le mode d’extraction influencent

directement sur le taux des polyphénols totaux extrait.

Nos résultats ont montré que I’extrait dichlorométhane est riche en flavonoides par rapport a
I’extrait hydro-méthanol. Ojewunmi ez al., (2014) ont obtenu des teneurs proches a celle que

nous avons obtenu avec de 1’extrait hydro-méthanol alors que Rhita ez al., (2018) ont obtenu
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des valeurs nettement inférieures (71,114 pug EQ/ mg E). Cependant, Enneb et al., (2015) ont

rapporté des teneurs supérieures aux nétres pour le méme extrait (171 mg EQ/ mg E).

De méme pour les tanins, selon Enneb et al., (2015) et Benyahkem et Lamrik., (2017), les
teneurs en tanins condensés dans I’extraits hydro-méthanol sont moins importantes par

rapport a I’extrait dichlorométhane.

Il est admis que les composés phénoliques sont a I’origine de plusieurs activités biologiques
tel que : activité anti-inflammatoire, antioxydante et antibactérienne... Comme nos deux
extraits contenaient de nombreux compos€s phénoliques, cela nous a poussés a étudier leur

activité antioxydante via quatre techniques : DPPH, CAT, ABTs et FRAP.

Les propriétés antioxydantes de différents extraits des plantes peuvent étre évaluées a 'aide de
divers tests in vitro. Les dosages antioxydants dans les aliments, les systémes biologiques et
les produits cosmétiques peuvent étre divisés en deux groupes: Ceux qui évaluent la
peroxydation lipidique et ceux qui mesurent la capacité piégeage des radicaux libres
(Sanchez-Moreno, 2002). Nous avons testés seulement la capacité des extraits a piéger les

radicaux libres par plusieurs méthodes.

Les activités antioxydantes dans le présent travail ont été présentées comme des valeurs CI50/
EC50, correspondant a la quantité d'extrait nécessaire pour piéger 50% des radicaux libres
présents dans le mélange réactionnel. Des valeurs élevées de CI50 indiquent une faible
activité antioxydante. L'échantillon des feuilles de L. inermis ont montré une intéressante
capacité de piégeage des radicaux libres. Sur I’ensemble des activités antioxydantes testées,
I’extrait hydro-méthanol a montré les meilleures activités par rapport a 1’extrait

dichlorométhane

Ces résultats soutiennent ceux de Enneb ef al., 2015, qui a montré que I’extrait hydro-
méthanol exhibe le pouvoir de piégeage du DPPH le plus important. De méme, Philip en
2011, a montré que les fractions de I’extrait dichlorométhane ont une activité¢ de piégeage du
radical, moins intéressante que pour l’extrait hydro-méthanol. La CIS0 obtenue était de

I’ordre de 0,51 mg/ mL.

Hasouna et al., 2011, ont évalué les propriétés de piégeage du radical DPPH des extraits :
I’eau, I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Les CI50 obtenues sont respectivement 7,6 + 0,1. 4,8

+0,2. 9,0 £ 0,3 pg/ml. Les extraits chloroforme et n-hexane avaient une CI 50 >200 pg/mL.
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Selon Zouhiri et ses collaborateurs, 2017, I'huile extraite des feuilles de L. inermis est

douée de I’activité anti-radicalaire tres importante avec une Clso d’ordre de 19 pg/ml.

Plusieurs auteurs ont rapport¢ que [’activité antioxydante des plantes est attribuée aux
composé€s phénoliques (Cetkovic et al., 2008 ; Hermandez et al., 2009 ;Daniel et
Workneh., 2017). Selon Chang et al., 2001, le pouvoir antioxydant peut étre attribué au
contenu phénolique en raison de ses propriété rédox. Cette propriété lui permit d’agir comme
un agent réducteur. Ceci confirme nos résultats étant donné que 1’extrait hydro-méthanol
contenait une quantité considérable en polyphénols. Selon Sun et ses collaborateurs, le

meilleur solvant pour extraire les antioxydants est le méthanol (Sun e# al., 2007).

Nous pensons que les tanins condensées ne sont pas impliqués dans les quatre activités testés
dans cette étude. Cette déduction est soutenue par I’é¢tude qui montre que l'activité
antioxydante trouvée dans les différents extraits de la plante L. inermis n'était pas en
corrélation avec la teneur en tanins (Abdelmalek ez al., 2014). Le méme auteur rapporte qu’il

existe une corrélation positive entre les phénols et 1’activité antioxydante.

Certains auteurs ont montré que les phénoliques et les flavonoides jouaient un réle majeur
dans les activités antioxydantes, car la quantité¢ des composés était proportionnelle a l'activité
(Philipe, 2011). Ainsi dans leurs étude, Oyesola et al (2014) 1'analyse phytochimique des
feuilles de L. inermis a révél¢é la présence d'acide gallique, de mannitol, de mucilage,
d’alcaloide, la lawsone (2-hydroxy-1,4 naphtoquinone), d'apigénine, d'acide p-
coumaricacide, de 2-méthoxy-3-méthyl- 1,4-naphtoquinone, apigénine-7-apiosyl-glucoside
(apiine), lutéoline, cosmosiine. Les flavonoides ainsi que les triterpénoides et les polyphénols
sont des composés naturels dans les plantes avec un grand impact bénéfique sur I'état de bien-
étre de 'homme (Saeed et al, 2012). D’apres Frankel (1995), ces composés possédent des
activités antioxydantes capables d’éliminer les radicaux libres excessifs produits au cours des
processus métaboliques. La présence des flavonoides et composés phénoliques totaux
observées dans notre étude peut étre responsable des activités antioxydantes totales présentées
par nos extraits. Ces résultats corroboraient le rapport précédent sur L. inermis (Oyesola et al,
2014). Cela pourrait s'expliquer aussi en partie par la présence de flavonoides et de

naphtoquinones (Mikhaeil et al., 2004).

Ben Hsouna et ses collaborateurs ont déja signalé la capacité des extraits de feuilles de L.
inermis a piéger les radicaux libres DPPH. (2011) (Ben Hasouna et al., 2011). Différentes

fractions obtenues a partir de plusieurs solvants ont montré diverses activités antioxydantes et
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le composant responsable d'une telle capacité a été isolé et identifié par les auteurs comme
étant le 1,2,4-trihydroxynaphtaléne-1-O-B-D-glucopyranoside. D’autres auteurs ont ¢galement
signalé I’activité antioxydante des extraits de feuilles de henné (Uddin, 2011) évaluée par la
méthode DPPH. Dans ce cas, 1a 3,3 °, 4°, 7-tétrahydroxy flavanone était le composant ayant a
I’origine de cette activité. En comparant les activités antioxydantes de I'extrait de henné et de
la lawsone pure avec une concentration similaire a celle présente dans les extraits de henné
par la méthode DPPH, certains auteurs ont rapporté que l'activité antioxydante n'était pas
seulement due au dérivé de la naphthoquinone mais également a d'autres composés

polyphénoliques non identifiés par les auteurs (Zohourian, 2011).

Afin de pouvoir exploiter les propriétés antioxydantes de nos extraits, il est évident que
I’étude des propriétés d'hémolyse et de néphrotoxicité doit étre faite a un stade avancé,
compte tenu de la sensibilit¢ de 1'étre humain a I’hémolyse et la néphrotoxicité de ces
substances présentes dans les extraits. Lorsque la membrane plasmique des globules rouges
entre en contact avec un agent hémolytique, ceci conduit a la lyse cellulaire qui se traduit a la
libération de I’hémoglobine dans le milieu extracellulaire et qui absorbe a 548 nm. C’est
pourquoi nous avons dosé le taux d’hémoglobine dans le milieu extracellulaire a différentes
concentrations des extraits. Les globules rouges sont considérés comme les principales cibles
des radicaux libres en raison du transport de 1’oxygeéne par 1’hémoglobine redox active
(Abirami et al., 2014), et la présence des concentrations élevé d’AG polyinsaturé dans la

membrane (Banerjee et al., 2008).

Les tests d’hémolyse des deux extraits de la plante L. inermis vis-a-vis des globules rouges
humain sont montrés que 1’extrait hydro-méthanol a présenter a la concentration la plus élevée
un pourcentage d’hémolyse tres bas de 1’ordre de 3,49%, alors que 1’extrait dichlorométhane

n’a montré aucune toxicité vis-a-vis des globules rouges humains.

Iram et al.,(2013) a testé la toxicité de I’extrait éthanol de L. inermis vis-a-vis des males des
rats albinos. Dans cette étude il a été conclu que cette plante ne présente aucun pouvoir
toxique in vivo durant 24h de traitement. Dans une ¢tude réalisée par Klaus et al., (2010), la
lawsone, 1,4-naphtoquinone, 2-méthyl-1,4-naphtoquinone, juglone, plumbagin et lapachol ont
été étudiés pour leur cytotoxicité vis-a-vis des kératinocytes humains. Les composés 1,4-
naphtoquinones, ménadione, juglone et la plumbagin étaient treés cytotoxiques et induisaient
fortement la formation d’espéces réactives d'oxygene et détruisaient la glutathion cellulaire.

Cependant ni lawsone ni le lapachol n’étaient cytotoxiques dans ces tests.
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Selon Makkar et Backer., 1997, la cytotoxicité des feuilles de la plante L. inermis vis-a-vis
des GR aux fortes concentrations est due a la présence des teneurs élevées en tanins et en

saponines dans 1’extrait.

Il est claire que les saponines sont des composés terpéniques qui ont la capacité de favoriser la
formation des pores au niveau de la membrane cellulaire, ce qui entrainant I’hémolyse ainsi la

libération d’Hb dans le plasma.
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Conclusion et perspectives

Cette étude s’est intéressée a la recherche de 1’activité antioxydante et de 1’effet hémolytique

d’extraits des feuilles de L. inermis.

Il ressort de cette étude que le meilleur rendement des feuilles de la plante L. inermis a été

obtenu par I’extrait hydro-méthanol (19,29%).

Le dosage des composés phénolique nous a montré que 1’extrait hydro-méthanol renferme le
taux le plus ¢élevé en polyphénol totaux (117,61 £ 11,65 pg EAG/mg E). Cependant I’extrait
dichlorométhane a montré une teneur plus élevée en flavonoides et en tanins condensés

(350,43 £10,71 ng QE/mg E ; 67,23 + 27,43 ng CE/mg E respectivement).

L’évaluation de I’activité antioxydante nous a permis de constater que notre plante posséde un
pouvoir antioxydant intéressant. L’extrait hydro-méthanol avait la plus forte activité de
piégeage le radical libre DPPH et ABTs avec un CI50 de 0,27 = 0,025 mg/mL ; 0,014 + 0,01
mg/mL respectivement. Le méme extrait montré la meilleur capacité antioxydante totale

(20,06 += 0,96 mg EAA/g) et le meilleur pouvoir réducteur de fer (ECsp=1,29 =+ 0,04 mg/mL).

Les essais réalisés in vitro des deux extraits vis-a-vis des GR ont montré que les deux extraits

n’étaient pas toxiques.

Notre travail ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche, pour compléter ce travail
il serait souhaitable de :

- Identifier puis isoler les composés actifs des feuilles de L. inermis

- Etudier les effets synergiques avec les molécules pures

- Développer des agents antioxydants pour des applications thérapeutiques

- Effectuer des tests in vivo de toxicité aigiie, subaigu€ et chronique sur des modeles

animales.
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