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Résumé :

Nerium oleander L (Defla) est une espece de fleurs appartenant a la famille des Apocynacées

originaire de la région méditerranéenne.

Ce travail porte sur les tests phytochimiques, le dosage des composés phénoliques et la
recherche de l'effet hémolytique sur les érythrocytes humains isolés, des extraits bruts
hydrométhanoliques préparés par maceration ou décoction et leurs fractions acetate d'éthyle
des feuilles de Nerium Oleander L.

Les résultats des tests phytochimiques, nous a permis de constater que les extraits
hydrométhanoliques préparés par décoction ou macération contiennent des alcaloides, des
tanins, des flavonoides, des saponines, des terpénoides et des composés réducteurs. Tandis que

les quinones libres et les anthraquinones sont absentes.

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode d'AIClIs, ont révélé que la fraction d’acétate d’éthyle récupérée de
I’extrait brut préparé par décoction est le plus riche en composeés phénoliques avec des teneurs
d'ordre de 270,5ug EAG / mg MS pour les polyphénols totaux et 148,14ug EC / mg MS pour

les flavonoides ; par rapport aux extraits prépares.

La méme fraction acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par décoction a présenté
un effet hémolytique avec un taux d'hémolyse d’ordre 24,84 %, par rapport a 'hémolyse totale,
suivie de la fraction acétate d’éthyle récupérée de 1’extrait brut préparé par macération avec un
taux d’hémolyse de l'ordre de 14,10 %, aprés 45 min d'incubation des érythrocytes isolées a

37°C, en présence d'une concentration de 6 mg / ml d'extrait.

Mots clés : Nerium oleander L, tests phytochimique, polyphénols totaux, flavonoides, effet

hémolytique.



Abstract:

Nerium oleander L (Defla) is a flowering species belonging to the Apocynaceae family

native to the Mediterranean region.

This work focuses on the phytochemical tests, the determination of phenolic compounds and
the investigation of the hemolytic effect on isolated human erythrocytes, of the
hydromethanolic crude extracts prepared by maceration or decoction and their ethyl acetate

fractions of the leaves of Nerium Oleander L.

The results of the phytochemical tests, allowed us to observe that the hydromethanolic extracts
prepared by decoction or maceration contain alkaloids, tannins, flavonoids, saponins,

terpenoids and reducing compound. While free quinones and anthraquinones are absent.

Quantitative determinations of total polyphenols by Folin Ciocalteu method and flavonoids by
AICI3 method, revealed that the ethyl acetate fraction recovered from the crude extract
prepared by decoction is the richest with contents in the order of 270.5ug EAG / mg MS for
total polyphenols and 148.14ug EC / mg MS for flavonoids; compared to the prepared extracts.

The same ethyl acetate fraction recovered from the crude extract prepared by decoction showed
a hemolytic effect with a hemolysis rate of about 24.84%, compared to total hemolysis,
followed by the ethyl acetate fraction recovered from the crude extract prepared by maceration
with a hemolysis rate of about 14.10%, after 45 min of incubation of isolated erythrocytes at

37°C, in the presence of a concentration of 6 mg / ml of extract.

Key words: Nerium oleander L, phytochemical tests, total polyphenols, flavonoids, hemolytic
effect.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Depuis I’antiquité, 'humanité a utilisé diverses plantes rencontrées dans son environnement,
pour ses besoins médicaux et alimentaires afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies
(Boumediou et Addoun, 2017).

Malgreé tous les progres de la chimie synthétique et de la biotechnologie, les plantes restent
une source indispensable de préparations médicinales, a la fois préventives et curatives. Des
centaines d’espéces sont reconnues comme ayant une valeur médicinale, et beaucoup d’entre
elles sont couramment utilisées pour traiter et prévenir des maladies spécifiques (Jitendra
Srivastava et al ., 1996).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2019), environ 80% de la population
mondiale utilisent des plantes médicinales pour leur santé et leur bien-étre. Ce sont des plantes
utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux, dont au moins une partie possede des

proprietés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).

Les plantes médicinales continuent d'étre une source importante de médicaments,
d'ingrédients actifs et de produits theérapeutiques dans le monde entier. Elles offrent une grande
diversité de molécules, notamment des alcaloides, des terpenes et des flavonoides, qui ont des
propriétés thérapeutiques importantes. En outre, de nombreux médicaments modernes dérivent

de plantes médicinales et de leurs constituants (Chouhan et al., 2017).

L'Algérie est un pays riche en plantes médicinales utilisées depuis des siécles pour traiter
diverses infections. Les différentes régions du pays abritent une grande diversité d'espéces
vegeétales dont certaines sont utilisées en médecine traditionnelle. Une étude menée en 2019 a

recensé plus de 800 especes de plantes médicinales en Algérie (Bouasla et al., 2019).

La région de Tlemcen est connue pour sa riche diversité de plantes médicinales, avec plus de
500 espéces de plantes présentes dans la région, dont plus de 200 sont utilisées a des fins

médicinales (Bouzabata et al., 2016).

La famille des Apocynacées est une famille de plantes Dicotylédones de 1’ordre des
Gentianales. Ce sont, pour la plupart, des lianes ou des plantes herbacées, quelques arbres ou

arbustes, a latex, a feuilles persistantes, des régions tempérées a tropicales (Judd et al., 2002).

Aujourd’hui cette famille donne de nombreuses plantes ornementales ainsi que des plantes

médicinales parmi lesquelles le laurier rose.

Le laurier rose (Nerium oleander), appartient a la famille des Apocynacées. Il pousse

spontanément dans les pays méditerranéens (Flesch, 2005), sur les berges rocailleuses des
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rivieres, parfois méme dans les zones littorales (Bruneton, 1996). C’est un arbuste trés
commun dans toute I’ Algérie (Mahmoudi, 1987). Il aime ’humidité et les sols profonds et
bien drainés (Lewonczuk, 2004). Son adaptation a la sécheresse et son caractére trés décoratif
lui permet d’étre planté dans les régions de climat méditerranéen ou subtropical (Figue 1)

(Frohne et Pandere, 2005).

Le laurier rose se trouve dans les régions méditerranéennes de I’Europe, en Asie et en Afrique

(Julve, 2014), Il préfere :
— Le climat marin chaud et humide.
— Un sol a PH plut6t basique.
— Pas trop riche et non tolérant a la salinité et pauvre en matiére organique.

Nerium oleander est connu sous différentes dénominations communes selon les pays et les

régions considérés (Hammiche et al., 2013) :
Nom anglais : Rose-bay.
Nom frangais : laurier rose.

Nom arabe : Defla.

Figure 01 : Arbuste de laurier rose Nerium oleander (Photo personnelle, 2022).

Selon APG 11, 2009, laurier rose peut étre classé comme suit (APG 111, 2009).
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Regne Végetale
Sous-regne Plante
Division Angiosperme
Classe Dicotylédones
Ordre Gentianales
Famille Apocynacées
Genre Nerium
Espece Oleander L.

Nom scientifique : Nerium oleander.

D’un point de vue botanique le Nerium oleander est un arbuste a feuilles persistantes. Il peut
atteindre une hauteur de 2 a 6 métres (FNEC, 2015) :

v Fruits : comportent deux follicules allongés (8-16 x 0,5-1,5¢m), soudés jusqu’au début de
la déhiscence (Figure 2-A) (Hussain, 2004).

v Les feuilles : vert foncé, étroites et allongées, mesurant de 10 a 22 cm de long (Figure2-
B).

v Les fleurs : sont grandes, voyantes et de couleurs variées, allant du blanc au rose, au rouge
et a l'orange. Elles sont regroupées en grappes terminales et apparaissent de juin a

septembre (Figure2-C).

v Graines : sont duveteuses et surmontées d’une aigrette sessile qui en facilite la diffusion

(Figure2-D) (Delille, 2007).
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C : Fleurs D : Graines
A : Les fruits ; B : Les feuilles ; C: Les fleurs ; D : Les graines

Figure 02 : Différentes parties de plante de laurier rose (www.gettyimages.fr, 2022).

Le laurier rose (Nerium oleander) est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle
pour traiter une variété de maladies. Les parties de la plante, y compris les feuilles, les fleurs
et les graines, ont été utilisées pour traiter des infections telles que les douleurs articulaires, les
maladies cardiovasculaires, les maladies de la peau, les troubles gastro-intestinaux et les
maladies infectieuses. Les propriétés médicinales de la plante sont dues a sa composition en
composeés bioactifs, tels que les alcaloides, les flavonoides et les glycosides (Arab et al. 2011).

Il est utilisé, aussi, pour le traitement des cancers et le diabete sucré (Sharma et al., 2023).

Plusieurs études ont été menées pour évaluer l'efficacité de l'utilisation du laurier rose en
médecine traditionnelle par la recherche des activités biologiques de Nerium oleander. L'extrait
des feuilles a montré une activité antioxydant élevée, qui a été attribuée a la présence des

composés phénoliques dans la plante (Tanveer et al., 2017 ; Mouffouk, 2013).
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De plus, les extraits de cette plante ont également montré des activites antimicrobiennes
contre un large éventail de bactéries, de champignons et de virus, y compris des souches
résistantes aux antibiotiques, selon des études in vitro (Molanouri Shamsi et al., 2018).

Cette plante peut avoir une activité anti-inflammatoire en réduisant la production de
cytokines pro-inflammatoires. Cela peut étre bénéfique dans le traitement de certaines maladies
inflammatoires, telles que la polyarthrite rhumatoide (Arab et al. 2011 ; Ojewole, 2006).

Par ailleurs, la présence de divers glycosides cardiaques (en particulier I'Oléandrine)
provoque l'apoptose des cellules cancéreuses (Sharma et al., 2023).

Le métabolisme secondaire est le processus biochimique dans lequel les organismes
produisent des composés organiques qui ne sont pas directement impliqués dans leur
métabolisme de base, comme la croissance et la reproduction. Ces composés, appelés
métabolites secondaires, sont souvent utilisés par les organismes pour des fonctions telles que
la defense contre les prédateurs, l'attraction de pollinisateurs, et la compétition pour les
ressources. Ils sont largement répandus dans le regne végétal, ainsi que dans certains groupes

d'organismes tels que les bactéries, les champignons et les invertébrés (Harborne, 2000).

Plusieurs études phytochimiques ont été menées sur le Nerium oleander pour identifier les
composes chimiques presents dans la plante. Les résultats ont montré qu’elle contient des
alcaloides, des flavonoides, des iridoides, des terpénoides, des saponines et des tanins. Les
alcaloides isolés du Nerium oleander comprennent la nérine, ’oléandrine, la digitoxigénine et
I’adynerine. L’oléandrine est considérée comme la principale substance toxique de la plante.
(Elkady, 2021). La plante renferme, également, des composes triterpéniques, tel que I’acide

bétulinique, ursolique, oléanolique et oléandérolique (Siddiqui et al., 1989).

La plante contient des prégnanes, notamment les néridienones A et B, qui ont une activité
cytotoxique sur plusieurs types de cellules. Des huiles essentielles ainsi que diverses flavones

ont également été identifiées dans la plante (Hammiche, 2013).

Les plantes médicinales ont été utilisées pendant des siécles pour traiter diverses maladies et
infections. Cependant, leurs utilisations doivent étre surveillées étroitement en raison de leurs

potentielles toxicités (Bhattacharya et al., 2021).

Une toxine, est une substance capable de perturber, immédiatement ou a terme, de fagon
passagere ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme vivant, pouvant aller jusqu'a

sa suppression compléte et amener a la mort (Viala et Botta, 2007).
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La toxicité des plantes se référe aux effets nocifs que peuvent causer les plantes sur les
organismes vivants, y compris les humains, les animaux et les plantes elles-mémes. Les plantes
produisent naturellement des substances chimiques qui peuvent avoir des effets bénéfiques sur
la santé humaine, mais qui peuvent également étre toxiques a des doses élevées ou en cas
d'utilisation inappropriée. Les mécanismes de toxicité des plantes incluent la présence de
composés toxiques tels que les alcaloides, les glycosides, les tanins et les huiles essentielles,
ainsi que leurs métabolismes et leurs éliminations dans le corps humain. La toxicité des plantes
peut affecter différents organes et systemes du corps humain, tels que le systéeme gastro-
intestinal, le systeme nerveux central, le systeme cardiovasculaire, le systéme respiratoire et le

systeme hépatique (Kumar, 2020).

Le Nerium oleander est une plante qui renferme des substances nocives pour I'nomme et les
animaux. Les différentes parties de la plante, notamment les feuilles, les fleurs et les tiges,
contiennent des glycosides cardiaques qui peuvent entrainer une toxiciteé potentiellement
mortelle. Les symptdmes de [lintoxication par Nerium oleander peuvent inclure des
vomissements, une diarrhée, des douleurs abdominales, une accélération du rythme cardiaque,
une hypotension, des convulsions et méme la mort. La gravité des symptdomes dépend de la

quantité de plante ingérée et de la rapidité de traitement (Bogusz et al., 2020).

Toutes les parties du Laurier-rose sont riches en glycosides cardiaques qui inhibent la

Na+/K+-ATPase et induisent un effet inotrope sur les cardiomyocytes (Dey ,2020).

Pour évaluer la toxicité in vitro, divers modéles cellulaires peuvent étre utilisés. Le test
d’hémolyse peut étre ¢tudi¢ comme indicateur de cytotoxicité en vue de la disponibilité des

érythrocytes et la facilité de controler leurs lyses en mesurant la libération d’hémoglobine

(Sebahoun, 2006).

Les globules rouges, également connus sous le nom d'‘érythrocytes, sont des cellules
sanguines spécialisées responsables du transport de I'oxygéne des poumons vers les tissus du
corps. Les érythrocytes sont des cellules anucléées, ce qui signifie qu'elles ne possedent pas de
noyau, et sont donc incapables de se diviser ou de se répliquer. La forme des globules rouges
est en disque biconcave qui leurs permet de se déformer et de passer a travers les capillaires les
plus étroits. Les globules rouges contiennent de I'hémoglobine, une protéine qui se lie a

l'oxygene, permettant ainsi le transport de I'oxygéne dans tout le corps (Smith, 2019).

Le phénomeéne d’hémolyse, signifie la destruction des érythrocytes avec la libération du leurs

contenus intracellulaires dans le liqui !de extracellulaire (Thomas, 2013).
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L'hémolyse est un processus complexe qui peut avoir de graves conséquences pour la santé,
et il existe plusieurs types d’hémolyse avec des causes et des conséquences différentes (Wang
et al., 2019).

L'hémolyse intravasculaire se produit lorsque les globules rouges sont brisées a l'intérieur des
vaisseaux sanguins, tandis que I'hémolyse extravasculaire se produit lorsque les globules
rouges sont brisées en dehors des vaisseaux sanguins, généralement dans les tissus (Figure 3)
(Dampier et al., 2020).

Hémolyse extravasculaire Hémolyse
extravasculaire et intravasculaire
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Figure 3 : Mécanisme d’hémolyse intra et extra vasculaire (Kacha, 2020).
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L'hémolyse physiologique est un processus naturel qui se produit dans le corps lors du
vieillissement des globules rouges du sang. Il s'agit d'un processus normal qui fait partie du
cycle de vie des globules rouges. En effet, les globules rouges ont une durée de vie d'environ
120 jours, apres quoi elles sont détruites et remplacées par de nouvelles. Au cours de I'némolyse
physiologique, les globules rouges vieillies sont dégradés dans la rate, ou les macrophages les
engloutissent et les décomposent. Les éléments qui composent les globules rouges, tels que
I'hnémoglobine et le fer, sont recyclés pour produire des nouveaux globules rouges. Ce processus
de renouvellement constant des globules rouges permet de maintenir une quantité suffisante
d'oxygene dans le sang pour le bon fonctionnement des tissus et des organes du corps.
Cependant, certaines conditions peuvent entrainer une hémolyse pathologique, qui se produit
lorsque la destruction des globules rouges est accélérée, conduisant a une anémie et a d'autres
complications (MSD, 2023).

L'hémolyse pathologique est une destruction accelérée des érythrocytes qui peut étre causée
par différentes anomalies au niveau de la fabrication des cellules sanguines ou du globule rouge
lui-méme. Elle se caractérise par une libération anormalement élevée de I'némoglobine dans le
plasma sanguin et peut entrainer des complications cliniques graves telles que lI'anémie, l'ictere
et la formation de calculs biliaires. Les causes de I'némolyse pathologique sont variées et
peuvent inclure des anomalies génétiques, des maladies auto-immunes, des infections, des
intoxications, des traumatismes ou des réactions a certains médicaments. Le diagnostic repose
sur la mesure de différents paramétres sanguins tels que le taux d’hémoglobine, la numération
des érythrocytes, le taux de bilirubine ou la présence d'anticorps dirigés contre les érythrocytes.
Le traitement dépend de la cause sous-jacente et peut inclure des médicaments

immunosuppresseurs, des transfusions sanguines, ou la chirurgie (Peyrard et al., 2016).

Notre travail est porté sur une étude phytochimique des feuilles de laurier rose ( Nerium
oleander ) , ainsi qu’une étude de la cytotoxicité , in vitro , basé sur la recherche de I'effet
hémolytique de différentes concentrations d'extraits bruts hydrométhanoliques des feuilles de

Laurier rose préparés par macération et décoction et leurs fractions acétate d’éthyle.
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Notre partie expérimentale a été réalisée au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques,
antifongiques, physico - chimie, synthése et activité biologique », département de biologie,
faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de I'univers, université
Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

1. Matériel végétal

La récolte des feuilles de laurier rose (Nerium oleander L.) a été réalisée au mois de décembre
2022 dans la région de Zenata (Wilaya de Tlemcen) (Figure 04). Les feuilles récoltées ont été
séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré pendant un mois (Figure 04). Une fois séchées,

les feuilles ont été découpées en petits morceaux (Figure 04).

£
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Figure 04 : lieu de récolte de Nerium Oleander : Région Zenata, Décembre 2022 (photo

personnelle, 2022).
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Figure 05 : feuilles de Nereium Oleander Figure 06 : feuilles de Nerium Oleander séchées
pendant le séchage (photo personnelle, 2023). et découpées (photo personnelle, 2023).

2. Préparation des extraits

A partir des feuilles de Nerium Oleander séchées et broyées, nous avons préparé, par
macération ou décoction, deux extraits bruts hydro-méthanolique et deux extraits obtenus apres

fractionnement par I’acétate d’éthyle des deux extraits bruts.
2.1. Préparation des extraits bruts hydro-méthanolique
2.1.1. Décoction

» Dans un ballon rodé surmonté d’un réfrigérant, mélanger 10g de la matiere végétale avec

150ml du mélange eau-méthanol (30/70 : v/v).

» Placer ’ensemble sous reflux dans une chauffe ballon agitatrice pendant 45 min (Figure
07).

> Filtrer le mélange.
» Evaporer le méthanol du filtrat a I’aide d’un Rotavapor a 60°C.

L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction (EBD) est ainsi récupére.
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Sortie d’eau

Réfrigérant

Entrée d’eau

Ballon contenant la
matiere végétale et

mélanae solvant

La rampe :
chauffe ballon

Figure 07 : Montage décoction sous-reflux (photo personnelle, 2023).

2.1.2. Macération

> Dans un Erlenmeyer, mélanger 10g de la matiere végétale avec 150ml du mélange eau-

méthanol (30/70 : v/v).
> Laissé macérer le mélange a température ambiante pendant 48 heures.

> Filtrer le mélange.
» Evaporer le méthanol du filtrat a ’aide d’un Rotavapeur a 60°C.

L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération (EBM) est ainsi récupére.
2.2. Fractionnement de I’extrait brut hydro-meéthanolique

Aprés évaporation du méthanol des extraits hydro-méthanoliques obtenus par macération ou
décoction, une extraction liquide-liquide, a I’aide d’une ampoule a décanter, a été réalisée par
la suite, en présence des solvants : I’hexane, pour éliminer la chlorophylle et la dilapidation, et
I’acétate d’éthyle.

2.2.1. Extraction liquide par I’hexane

» Dans une ampoule a décanter, mélanger I’extrait (EBD ou EBM) et I’hexane (v/v).

> Agiter bien le mélange, dégazer et laissé décanter.
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> Apres décantation, récupérer la phase aqueuse.
> Réaliser le lavage deux fois.

2.2.2. Fractionnement par I’acétate d’éthyle

Mélanger la phase aqueuse récupérée avec I’acétate d’éthyle (v/v).

Mélanger et bien agiter, dégazer et laissé décanter.

>

>

> Aprés décantation, récupérer la phase organique.

» Réaliser deux fois le fractionnement par acétate d’éthyle.
>

Evaporer I’acétate d’éthyle a sec a I’aide d’un Rotavapor a 60°C.

La phase organique présente 1’extrait acétate d’éthyle (FAEM) fractionné de I’extrait EBM
ou I’extrait acétate d’éthyle (FAED) fractionné de 1’extrait EBD.

Les deux extraits bruts hydrométhanolique obtenus (EBD et EBM) et leurs fractions
respectives (FAED et FAEM) ont été séchés a sec a 35°C dans une étuve. lIs ont été conservés,

par la suite, dans des tubes a 4°C et a I’obscurité.
2.3 Calcul des rendements

Les rendements obtenus a partir des extraits des feuilles de Nerium Oleander, préparés par
macération ou décoction et leurs fractions acétate d’éthyle sont calculés a partir de 1’équation

suivante :
R (%) = (M1/M0) x 100
R (%) : rendement exprimeé en pourcentage.
M1 : masse en gramme « g » de 1’extrait sec obtenu.

MO : masse en gramme « g » du matériel végétal.

La figure 08 représente un schéma qui résume les différentes méthodes de préparation des

extraits et des fractions préparés a partir des feuilles séchées et découpées de Nerium Oleander.
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10 g de Feuilles de Nerium Oleander séchées et découpées en
présence De 150 ml du mélange Eau-Méthanol (30/70)

e

Macération (48 h)

T

T

Décoction (45 min)

Filtration

o

Evaporation a I’aide d’un rotavapeur du méthanol

e
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bruts (EBM ou EBD)
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Extraction liquide par I’hexane

T\
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Phase agueuse
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d’éthvle
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Fraction acétate d’éthyle FAEM ou FAED

Figure 08 : Schéma récapitulatif pour la préparation des extraits.
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3. Tests phytochimiques

Des tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits bruts obtenus, afin de connaitre leurs
compositions chimiques et de mettre en évidence les différents métabolites secondaires
présents dans les feuilles de laurier rose (Nerium Oleander). La présence ou I’absence de ces

molécules se traduit par des réactions de coloration ou de précipitation ou mousse.

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives décrites par Trease
et Evans, (1989) Harborne (1998).

3.1. Les composés azotés
e | es alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides.
3.2. Les composés phénoliques
e Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeClz (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
e Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentreé et
quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve

la présence des flavonoides.
e Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.
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e Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter Iml de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
3.3. Composés terpéniques
e Les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure & 1 cm de mousse indique
la présence de saponines.

e Terpénoides

Test de Slakowski : Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter
0,4ml de chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et

une couleur marron a I’interphase indique la présence des terpénoides.
3.4. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B)
a 1 ml d’extrait a analyser et incuber 1’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

4. Dosage des composés phénoliques
4.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par méthode spectrophotométrique suivant le

protocole décrit par Vermerius et Nicholson (2006).
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H:PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H:PMo012040). Il est réduit lors
de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene ayant
une absorption maximale a 700 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de

composés phénoliques présents dans I’échantillon (Vermerius et Nicholson, 2006).
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» Mode opératoire

0,1 ml d’extrait (1mg/ml) est mélangé avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium
(Na2COs a 2%). L’ensemble est agité et incubé pendant 5 minutes. Puis, 0,1ml du réactif Folin-
Ciocalteu IN est ajouté. Le mélange final est incubé a une température ambiante et a I’abri de
la lumiére pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 700 nm

contre un blanc (Tableau 1).

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle en
utilisant I’acide gallique comme étalon a un intervalle de concentrations de 100 a 500pg/ml

(Tableau 1).

Les résultats sont exprimés en en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).

Chaque essai est répété 3 fois.
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Tableau 01 : Méthode de dosage des polyphénols totaux.

Extraits (1mg/ml)

EB FAE
la gamme d’étalon (acide gallique) pg/ml EBM | FAED

[Acide
) Blan
gallique] 30 100 200 | 300 400 500 | - - - -

pg/ml

Acide
gallique - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 | - - - -

(ml)

Eau distillée

(ml)

Extraits

(ml)

Na,CO3
(2%) ml)

Agitation et incubation pendant 5 min

Folin-
Ciocalteu 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(AN) (ml)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de ’absorbance a 700 nm

4.2. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

La teneur en flavonoides totaux est déterminée par le test de trichlorure d‘aluminium selon
la méthode décrite par Zhicheneet al., (1999).
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Le principe de cette méthode se repose sur I’oxydation des flavonoides en milieu alcalin par
le nitrite de sodium (NaNO3) et le chlorure d’aluminium (AlCls) en composant un complexe
de couleur rose absorbant & 510 nm.

» Mode opératoire
v' Mélanger 250 pl de I’extrait (1mg/ml) avec 1 ml d’eau distillée et 75ul du NaNO2 a 15 %.

v’ Laisser incuber pendant 6 min a température ambiante puis ajouter 75ul du chlorure
d’aluminium AICl3 a 10%.

v Aprés 6 min, ajouter 1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH (4%).
v' Compléter le volume total a 2,5 ml d’eau distillée.

v Agiter le mélange et laisser incuber a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant
30 min.

v' Mesurer I’absorbance a 510 nm (Tableau 2).

Une gamme d’étalonnage est préparée dans les mémes conditions avec la catéchine a

différentes concentrations del, 25 a 500ug/ml.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug Eq C /mg ES).
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Tableau 02 : Méthodes de dosage des flavonoides.
Extraits (1mg/ml)
La gamme d’étalon (catéchine) FAE
EBD | EBM FAEM
D
[Catéchine | Blan
125 25| 25 50 | 100 | 200 | 300 - - -
pg/ml c
Catechine
- 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - - -
(k)
Extrait
- - - - - - - - 250 | 250 250 250
(k)
Eau
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
distillée 1250 1000 | 1000 | 1000 | 1000
0 0 0 0 0 0 0
(k)
NaNO;
75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(15%) (ui)
1%¢ incubation pendant 6 min & température ambiante
AIClI3(10%
75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
) (ul)
2°™M incubation pendant 6 min & température ambiante
NaOH 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1000 1000 | 1000 | 1000 | 1000
(4%) (ul) 0 0 0 0 0 0 0
Eau
distillée 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100
(H)
3™ incubation & I’obscurité pendant 30 min

Mesure de ’absorbance a 510 nm
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5. Analyse biologique : recherche d’effet hémolytique d’extraits préparés

Le but de cette partie est la recherche d’effet hémolytique, des extraits hydrométhanoliques
des feuilles de Nerium_oleander _séchées et découpées et leurs fraction acétate d’éthyle sur une

suspension érythrocytaire du sang humain dans le PBS.
5.1. Préparation du phosphate buffer saline (PBS)

Afin de préparer une solution tampon de PBS a pH=7.4 + 0,2, nous avons utilisé les composés
suivant avec les concentrations qui correspondent : Na2HPO4 (10Mm); KH2PO4 (10Mm); KC1
(2,7mM); NaC1l (137mM) (Mohan, 2006).

5.2 Préparation de la suspension érythrocytaire
v Prélever le sang dans un tube héparine a partir d’un donneur sain.
v’ Centrifuger a 3000 tours/ min durant 10 min.

v Eliminer le plasma (surnageant) et laver le culot deux fois par du PBS (méme volume du

plasma éliminé).

v’ La suspension érythrocytaire, ainsi obtenu est diluée 20 fois par du PBS (10 mM,
pH=7,4+0,2).

5.3. Préparation des extraits

Les extraits obtenus a partir des feuilles de Nerium Oleander, a savoir EBM et EBD, ont été
pesés puis dissous dans du PBS. Quant aux extraits FAFD et FAFM, ils ont été dissous dans
un mélange de PBS et de DMSO afin de créer une gamme de quatre concentrations initiales
(25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml et 200 mg/ml).

5.4. Test d’hémolyse

Le test d'effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la méthode de Guo- Xiang
Li et Zai-Qun Lui (2007) et OMS (2011).

- Dans des tubes a hémolyse, mélanger 1940ul de la suspension érythrocytaire préparée
(diluée 20 fois), avec 60ul de I’extrait a différentes concentrations initiales (25mg/ml,
50mg/ml, 100mg/ml et 200mg/ml). Les concentrations finales aprés ajout du PBS seraient

(0,75 mg/ml, 1.5 mg/ml, 3 mg/ml et 6 mg/ml).
- Incuber les tubes dans I’incubateur agitateur a 37°C durant 45 min.

- Prélever 500 pl au temps TO (Omin) et au temps final T1 (45 min).
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- Ajouter 1,5 ml de PBS.
- Mélanger les tubes délicatement.
- Centrifuger les tubes a 3000 tour/minute durant 5 min.

- Lire I’absorbance (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 548nm a I’aide d’un
spectrophotometre UV- Visible double faisceau (SPECTROD® 200 PLUS, Analytique Jena),
contre un blanc contenant du PBS.

Un tube témoin négatif est préparé avec 1940ul de la suspension érythrocytaire ; diluée 20
fois, et 60ul de PBS, en absence d’extrait.

-Un tube d’hémolyse totale est préparé par 250 pl de la suspension érythrocytaire non diluée

et 4750 ul d’eau distillé, en absence d’extrait.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport a

I’hémolyse totale, apres 45 min d’incubation, selon la formule suivante :

A (extrait 45min)— A (témoin négative 45 min)

Taux d’hémolyse (%) = x 100

A(hémolyse totale 45min)—(témoin négative 45min)

Les expériences sont répétées 3 fois dans le but de réaliser une analyse statistique (moyenne,
écart type).

6. Analyse statistique

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs

normales ou des valeurs de références plus exactement.

6.1. La moyenne

__ 1L
:;;%

6.2.L’écart- type

olx) = 1" (x)
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6.3.Test de Student

Pour comparer les deux moyennes on applique le test de Student, a v degrés de liberté qui

dépend de la taille de I’échantillon :

v=dll=n+n,-2

La valeur de « t » nous donne le degré de signification « p » lu sur la table de Student. La
différence entre deux moyennes est :

Significative : P <0.05 (*).
Tres significative : P < 0.01 (**).

Hautement significative : P < 0.001 (***).
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RESULTATS ET INTERPRETATION

1. Rendement d’extraction

Apres évaporation, les rendements des différents extraits bruts méthanol-eau (70/30), préparés
a partir des feuilles de Nerium Oleander par décoction ou macération et leurs fractions acétate
d’éthyle, ont été calculés par rapport a la masse végétale séche. Les résultats sont indiqués dans

le tableau 03.

Tableau 03 : Rendement d’extraction des différentes préparations des feuilles de Nerium

Oleander.
Extraits Masse végétale initiale (g) Rendement (%)
EBD 10 7,26
EBM 10 8,47
FAED 10 1,19
FAEM 10 1,25

EBM : Extrait brut -Macération- ; EBD : Extrait brut -décoction- ; FAEM : Fraction acétate d’éthyle -

Macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle —Décoction.

D’apres les résultats présentés dans le tableau 03, nous avons remarqué que les extraits bruts
présentent des rendements plus importants que les fractions acétate d’éthyle, dont nous avons
enregistré des rendements d’ordre de 8,47 et 7,26 %, pour les extraits bruts obtenus par

macération et décoction respectivement, et 1,19 % et 1,25 % pour les fractions acétate d’éthyle
obtenus par macération et décoction, respectivement.

Les résultats ont montré que la méthode de préparation par macération a permis d'obtenir les
rendements d'extraction les plus élevés pour les extraits préparés a partir des feuilles de Nerium

Oleander.

2. Caractéristiques des extraits obtenus

Aprés évaporation, les extraits brutes hydrométhanolique préparés par décoction ou
macération et leurs fractions acétate d’éthyle sont récupérés. Le tableau 04 résume les

caractéristiques de chacun de ces extraits.
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Tableau 04 : Caractéristiques des différents extraits préparés des feuilles Nerium Oleander.

Extraits Aspect Couleur Solubilité

EBM Cristallisé Vert jaunatre Eau-distillé

EBD Cristallisé Vert jaunatre Eau-distillé
FAEM Cristallisé Vert jaunatre Méthanol, DMSO
FAED Cristallisé Vert jaunatre Méthanol, DMSO

EBM : Extrait brut -Macération- ; EBD : Extrait brut -décoction- ; FAEM : Fraction acétate d’éthyle -
Macération- ; FAED : Fraction acétate d’éthyle -Décoction-.

Le tableau 04 a montré que I’ensemble des extraits bruts hydrométhanoliques préparés a partir
des feuilles de Nerium Oleander et leurs fractions ont un aspect cristallisé de la méme couleur
(vert jaunatre).

Par ailleurs, nous avons noté que les extraits bruts EBM et EBRD sont solubles dans I’eau
distillée, contrairement aux fractions acétate d’éthyle FAEM et FAED qui sont insoluble dans

I’eau distillée et soluble dans le méthanol et le DMSO.

3. Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont des analyses qualitatives qui nous permettent de détecter les
différentes classes de métabolites secondaires existantes dans la plante. Ces reactions sont
basées sur des réactions de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques de chaque

famille de composes.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits et fractions de

Nereium Oleander sont indiqués dans les tableaux 05.
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Tableau 05 : Résultats des tests photochimiques réalisés sur les différents extraits étudiés des

feuilles de Nereium Oleander.

Métabolites o
) Réactifs EBM EBD
secondaires
Mayer - -
Alcaloides
Wagner + +
Tanins FeCls + +
Flavonoides Hcl+Mg*? o+t o+
Quinones libres NaOH (1%) - -
Anthraquinones NH4OH (10%) - -
+ +
Saponines Indice de mousse
3.1cm 2.8cm
Terpénoides Test de Slakowski ++ ++
Composés _ _
) Liqueur de Fehling ++ +
réducteurs

EBM : Extrait brut -Macération- ; EBD : Extrait brut -décoction- ; (+++) : Test fortement positif ; (++) : test

moyennement positif ; (+) : test faiblement positif ; (-) : test négatif.

D'apres les résultats présentés dans le tableau 05, nous avons noté la présence des alcaloides,
des tanins, des flavonoides, des saponines, des terpénoides et des composés réducteurs. Tandis
que les quinones libres et les anthraguinones sont absentes, dans les extraits bruts
hydrométhanoliques préparés par macération ou décoction (EBM et EBD) des feuilles de

Nereium Oleander.

4. Dosages des composés phénoliques

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, des différents extraits bruts méthanol-eau (70/30), préparés
a partir des feuilles de Nerium Oleander par décoction ou macération et leurs fractions acétate

d’éthyle, a été effectué par la méthode spectrophotométrique avec le réactif de Folin Ciocalteu.
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Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d'acide gallique par mg de I’extrait sec
obtenu (ug EAG / mg ES), en utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe
d'étalonnage tracée de l'acide gallique (y = 0,0016 x) avec un coefficient de corrélation R? égal
a 0,9973 (Figure 09).
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Figure 09 : la courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux.
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EBM : Extrait brut -Macération- ; EBD : Extrait brut -décoction- ; FAEM : Fraction acétate d’éthyle -

Macération- ; FAED : Fraction acétate d’éthyle -Décoction-.

Figure 10 : La teneur en polyphénols totaux (ug EAG/ mg MS), des extraits préparés des
feuilles de Nerium Oleander.
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Les résultats obtenus ont montré des teneurs variables dans les différents extraits bruts

hydrométhanolique préparés par décoction et macération et leurs fractions acétate d’éthyle.

La fraction d’acétate d’éthyle récupérée de I’extrait préparé par décoction a renfermé la teneur
la plus élevée en polyphénols totaux de I’ordre de 270 + 0,028 ug EAG / mg ES (Figurel0)
suivie par la fraction d’acétate d’éthyle de 1’extrait préparé par macération avec une teneur de
I’ordre de 189 + 0.066 ug EAG / mg ES. Tandis que les taux les plus faibles sont enregistrés
dans les extraits bruts hydrométhanolique préparés par décoction et macération, avec des
teneurs de 1’ordre de 123 +0,014 pg EAG / mg ES ; 117 0,023 pg EAG / mg ES,

respectivement.
4.2.  Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlC1; en utilisant comme standard
la catéchine (Figurell). Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de la catéchine
par mg d’extrait sec, en utilisant 'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage
tracée de la catéchine (y = 0,0027 x) avec un coefficient de corrélation R2 égal a 0,9969 (Figure
11).
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Figure 11 : La courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 12 : La teneur en flavonoides (ug EC/ mg ES), des extraits préparés des feuilles de
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Nerium Oleander.

Nous avons enregistré des teneurs en flavonoides des différents extraits préparés des feuilles
de Nerium Oleander d'ordre de 77,77 £0.036 pug EC/ mg MS ; 82,59 +£0.023 ug EC / mg
ES; 148,14 +0.01 ug EC / mg ES et 60,37 £0.040ug EC / mg ES pour les extraits
hydrométhanoliques préparés par décoction (EBD), macération (EBM), et leurs fractions
fraction acétate d’éthyle (FAEM et FAED), respectivement (Figure 12).

La fraction d’acétate de I’extrait préparé par décoction a présenté la teneur la plus élevée en

flavonoides de I’ordre de 148,14 = 0.01 ug EC / mg ES.

5. Recherche de I’effet hémolytique des extraits préparés des feuilles de Nerium Oleander

Les tests d’effet hémolytique ont été réalisés sur les extraits hydrométhanoliques préparés par

décoction et macération des feuilles de Nerium Oleander et leurs fractions acétate d’éthyle.

Les figures 13, 14, 15 et 16 présentent 1’évolution de I’effet hémolytique, par absorbance,
durant 45 min, dans un milieu tampon PBS (pH=7,4) contenant une suspension érythrocytaire,
incubée a 37°C, et en présence des différentes concentrations des extraits hydrométhanoliques
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de Nerium oleander et leurs fractions (0,75mg/ml ; 1,5 mg/ml ; 3mg/ml ; 6mg /ml) comparées
a un témoin négatif (tube contenant que de PBS et la suspension érythrocytaire).

Les résultats représentés dans les figures ci-dessous, ont montré que plus la concentration des
extraits est élevée, plus l'effet hémolytique est important. Cela est justifié par l'augmentation
de l'absorbance a 548 nm au cours du temps pour chaque concentration testée. Cependant, il
est important de noter que les valeurs d'absorbance sont plus élevées a T1 (45min) qu'a TO
(Omin), indiquant une augmentation de l'effet hémolytique au cours du temps.

1.6

=
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*
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*

Absorbance a 548nm
o
(00]

©
>
*

* *

*
* P _ i
0.75 1.5 3 6 T- HT
[Extrait mg/ml]

TO: 0min T1:45min  T-:témoin négatif HT : hémolyse totale
**P<0,001 trés significative / T- ; ***P<0,0001 hautement significative / T-

Figure 13 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) en fonction des différentes
concentrations d’extrait brut hydrométhanolique des feuilles de Nerium oleander préparé par

décoction (EBD), incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension érythrocytaire.

Au temps TO et a toutes les concentrations testées, nous avons noté que I'extrait brut préparé
par décoction (EBD) a enregistré des valeurs d'absorbance allant de 0,02 + 0.006 a 0,10 + 0.01.
A la concentration de 6 mg/ml, ’EBD a enregistré une absorbance maximale de 0,15 + 0.02 a
T1, avec une augmentation est hautement significative (P>0,0001), par rapport au temps TO
(Omin) (Figure 13).
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Figure 14 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) en fonction des différentes
concentrations d’extrait brut hydrométhanolique des feuilles de Nerium Oleander préparé par

maceration (EBM), incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension érythrocytaire.

Pour l'extrait brut préparé par macération (EBM), nous avons noté une augmentation tres
significative (P>0,001), par rapport au temps TO (Omin), avec des valeurs d'absorbance allant

de 0,02 £0.002 a 0,13 = 0.03 pour toutes les concentrations testees, aprés 45 minutes

d’incubation (Figurel4).

32



RESULTATS ET INTERPRETATION

16
€
C
[ee]
D 12
-0
(]
g
S 08
o
3
<
0.4
o _ muhn
0.75 1.5 3 6 T HT
[Extrait mg/ml]
ET0 HT1
TO: 0 min T1:45min T- : témoin négatif HT : hémolyse totale

Figure 15 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) des différentes concentrations
de la fraction acétate d’éthyle récupérés de 1’extrait brut préparé par macération (FAEM) des

feuilles de Nerium Oleander , incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension érythrocytaire.

Nous avons observé que les valeurs des absorbances a TO (Omin) et T1 (45min) sont
relativement faibles pour toutes les concentrations testées de la fraction acétate d’éthyle
récupérés de I’extrait brut préparé par macération (FAEM) des feuilles de Nerium Oleander,
Nous avons noté une absorbance maximale de 0,24 + 0.011 a T1 (45min) a une concentration

de 6 mg/ml (Figure 15).
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Figure 16 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) des différentes concentrations
de la fraction acétate d’éthyle récupérés de I’extrait brut préparé par décoction (FAED) des

feuilles de Nerium Oleander , incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension érythrocytaire.

Au temps initial (TO), nous avons observé des valeurs d'absorbance faibles qui n'ont pas
dépassé le 0,32 en présence d'une concentration de 6 mg/ml de la fraction acétate d’éthyle
récupérés de I’extrait brut préparé par décoction (FAED) des feuilles de Nerium Oleander. En
revanche, aprés 45 minutes d'incubation, nous avons constaté une augmentation des
absorbances pour toutes les concentrations testées. Cette augmentation reste toujours inférieure

a celle de I'hémolyse totale (Figure 16).

La figure 17, présente 1’évolution des taux d'hémolyse (%) aprés 45 minutes dans un
milieu tampon (PBS a pH 7,4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37 ° C, en
présence des différentes concentrations des extraits bruts hydromeéthanolique des feuilles de
Nerium oleander L préparés par décoction et par macération et leurs fractions acétate d’éthyle,

aprés 45 min d'incubation avec une suspension érythrocytaire.
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Macération- ; FAED : Fraction acétate d’éthyle -Décoction-.
Figure 17 : Evolution des taux d'hémolyse (%) des différentes concentrations des extraits bruts
hydrométhanoliques des feuilles de Nerium oleander L préparés par décoction (EBM) ou par
macération (EBD) et leurs fractions acétate d’éthyle (FAEM et FAED), aprés 45 min

d’incubation avec une suspension €rythrocytaire.

D’apres I'histogramme présenté dans la figure 17, nous avons constaté que les taux d'hémolyse
ont augmenté avec l'augmentation des concentrations des extraits bruts (EBD et EBM) et leurs
fractions (FAED et FAEM).

A une concentration de 0,75 mg/ml, nous avons enregistré un taux d’hémolyse trés faible qui
ne dépasse pas 1,39% +0.6. A une concentration de 6mg/ml, nous avons noté une
augmentation des taux d’hémolyses pour tous les extraits étudiés : EBM, EBD, FAEM et
FAED avec des taux d’hémolyse de l'ordre de 8,48%; 9,86%.; 14,10% ; 24,84%,
respectivement, aprés 45 min d’incubation avec une suspension érythrocytaire.

La fraction d’acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par décoction (FAED) a
enregistré le taux d’hémolyse le plus élevé, a une concentration de 6 mg/ml, de I’ordre de
24,84%.
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DISCUSSION

Les plantes médicinales ont été utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques depuis des
siecles. Elles présentent plusieurs avantages tels que leurs accessibilités, leurs faibles cotits
(Smith, 2021). De plus, Elles sont riches en composés bioactifs, ce qui leurs conférent un
potentiel pour le développement de nouveaux médicaments en raison de leurs diversités

chimiques et de leurs capacités a cibler plusieurs voies biologiques différentes (Li et al., 2022).

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la région de Tlemcen, nous nous
sommes intéressés a 1'étude d'une plante utilisée dans la médecine traditionnelle connue sous

le nom de Nerium oleander L (Defla).

Nerium oleander est une plante de la famille des Apocynacées, originaire de la région
méditerranéenne. Malgré sa toxicité, Nerium oleander est utilisé en médecine traditionnelle
pour traiter diverses affections, notamment les maladies cardiaques, les infections et les

inflammations (Siddiqui et Mahmood, 2015).

Nous avons entrepris une étude visant a effectuer une analyse phytochimique sur plusieurs
préparations d'extraits bruts hydrométhanoliques préparés par décoction et macération et leurs
fractions acétate d’éthyle issues des feuilles de Nerium oleander. Dans le cadre de cette étude,
nous avons également mesuré la quantité de composés phénoliques et flavonoides présents et

recherché d'un éventuel effet hémolytique des différentes concentrations des extraits préparés.

L’étude phytochimique des différents extraits bruts hydrométhanoliques préparés par
décoction et macération a révéleé la présence : des alcaloides, des tanins, des flavonoides, des
saponines, des terpénoides et des composes réducteurs dans les deux préparations. Tandis que
les quinones libres et les anthraquinones sont absentes dans cette analyse pour les deux

préparations.

Les résultats de notre étude sont cohérents avec ceux précédemment rapportés dans la
littérature, tels que présentés dans les travaux de Navya et al., (2021) et Bametaet al.,( 2017)
qui ont confirmé la présence des tanins, alcaloides , saponines , flavonoides et terpénoide, des
feuilles de Nerium oleander préparées par décoction et macération. De méme, Bachiri- Abbes
(2016) a marqué la présence de composés réducteurs dans les extraits hydrométhanoliques
préparés par décoction et macération des feuilles de Nerium oleander. 1ls ont souligné

I’absence des quinones libres et les anthraquinones.

Les résultats obtenus a travers la méthode de Folin-Ciocalteu pour la quantification des
polyphénols totaux et la méthode de chlorure d’aluminium (AICI3) pour la quantification des

flavonoides ont démontré que la fraction d’acétate récupérée de 1’extrait préparé par décoction
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renferme les teneurs les plus élevées d’ordre de 270 + 0.028ug EAG / mg ES en polyphénols
totaux ; et 148,14 £ 0.01pg EC / mg ES en flavonoides.

Ces résultats obtenus sont supérieurs par rapport & ceux obtenus par Ayouaz et al., (2023) qui
ont marqué une teneur en polyphénols de d’ordre de 136.54 + 3.32 ug EAG / mg MS pour
I’extrait préparé par macération ; et ceux obtenus par Bekkar et Zerrad (2019) qui ont marqué

une teneur en flavonoides de 1’ordre de 100 pg EC/mg MS pour I’extrait préparé par décoction

La toxicité d'une substance pour l'organisme est influencée par plusieurs facteurs tels que sa

nature, la dose administrée et la durée d'exposition.

L’¢évaluation des effets toxiques des plantes médicinales a des doses €levées a motivé notre
¢tude de l'effet hémolytique, in vitro, des feuilles de Nerium oleander L., sur des suspensions

érythrocytaires isolées.

Nous avons opté pour les globules rouges en tant que modele en biologie cellulaire pour
1'é¢tude de la cytotoxicité, in vitro, en raison de leurs facilités d'isolement et de leurs simplicités

moléculaires.

D’apres les résultats obtenus, nous avons enregistré des taux d’hémolyse faible d’ordre de
24,848% ; 14,10% ; 9,86% et 8,48 % par rapport a I’hémolyse total, aprés 45 min d’incubation
des érythrocytes dans un tampon PBS (pH=7,4 £0,2) en présence d’une concentration de
6mg/ml de fraction acétate d’éthyle préparé par décoction (FAED) , fraction acétate d’éthyle
préparé par macération (FAEM) , Extrait brut-décoction (EBD) , Extrait brut-macération

(EBM), respectivement, des feuilles de Nerium oleander.

Ces résultats sont comparables par rapport aux ceux de Cotacachi (2020) et qui a enregistré
des taux d’hémolyses d’ordre de 13,72 % pour I’extrait brut hydrométhanolique préparé par

décoction des feuilles de Nerium oleander a une concentration de 50mg/ml.

Par contre, ces taux sont €élevés par rapport a ceux obtenus par Bekkar et Zerrad (2019) qui
ont enregistré un taux d’hémolyse trés faible d’ordre de 2,51 % pour Iextrait

hydrométhanolique préparé par macération des feuilles de Nerium oleander.

Takagi et al (2014) ont montré que les saponines extraites des feuilles de Nerium oleander
avaient des activités hémolytiques et cytotoxiques importantes. Cela signifie que les saponines

étaient capables de détruire les globules rouges et d'exercer une toxicité sur les cellules.
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Les effets toxiques du Nerium Oleander sont principalement li€s a ses effets inhibiteurs sur la
pompe Na+-K+ ATPase dans la membrane cellulaire. Cependant, le mécanisme moléculaire

exact impliqué dans la toxicité du laurier-rose n'est pas clair (Farkhondeh et al., 2020).

Bien que le Nerium oleander présente des activités biologiques potentielles intéressantes anti-
inflammatoire, antiparasitaire, anticancéreuse, il est important de noter sa toxicité et de faire

preuve de prudence lors de son utilisation.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des millénaires pour leurs propriétés curatives
et thérapeutiques. Ces plantes, souvent cultivées dans des jardins botaniques ou récoltées a
I'état sauvage comme notre plante Nerium Oleander L qui appartient a la famille des

Apocynacées ; et est un arbuste trés commun dans toute 1’ Algérie.

Dans notre étude, nous avons entrepris une recherche visant a explorer les propriétés de cette

plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle en vue de sa valorisation.

Sur la base des résultats obtenus, nous avons pu conclure que les feuilles du Nerium oleander
L (laurier rose), récoltées dans la région de Zenata (Wilaya de Tlemcen), sont riches en
alcaloides, en tanins, flavonoides, saponines, terpénoides et de composés réducteurs. Ces

composé€s conferent a la plante une valeur thérapeutique et médicinale importante.

Le dosage des composés phénoliques de cette plante a révélé que la fraction d’acétate d’éthyle
récupérée de I’extrait brut préparé par décoction est la plus riche en polyphénols totaux et en
flavonoides avec des teneurs d'ordre de 270,5 pg EAG / mg ES et 148,14 pg EC / mg ES,

respectivement.

Le test d'hémolyse in vitro a été effectué sur une suspension d'érythrocytes isolés du sang
humain et incubés pendant 45 min dans un milieu tampon PBS (pH 7,4), en présence des
différentes concentrations des extraits bruts hydrométhanoliques des feuilles de Nerium
Oleander L, préparées par macération et décoction et leurs fractions d’acétate d’éthyle. Les
résultats obtenus ont indiqué que cette plante avait une incidence sur I'hémolyse, A de faibles
concentrations, la fraction acétate d'é¢thyle obtenue par décoction a démontré une toxicité
négligeable envers les globules rouges. Cependant, a une concentration de 6 mg/ml, cet extrait
a révélé une toxicité importante, avec un taux d'hémolyse d'environ 24,84% aprés une
incubation de 45 minutes. En revanche, les autres extraits testés ont tous montré une faible

toxicité envers les globules rouges qui ne dépasse pas 10%.

Ce travail demeure a un stade préliminaire et représente simplement la premicre étape dans
la recherche des composés responsables de la toxicité. Il serait judicieux de poursuivre cette

étude en approfondissant les investigations par :
- Etude de la cytotoxicité, par une étude approfondie de mécanisme de la pompe Na+/K+.
- Etude phytochimique approfondie sur les composants actifs de la plante.

- Recherche des activités biologiques des extraits et des molécules identifiées.
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Résumé :

Nerium oleander L (Defla) est une espece a fleurs appartenant a la famille des Apocynacées originaire de la
région méditerranéenne.

Ce travail porte sur les tests phytochimiques, le dosage des composés phénoliques et la recherche de I'effet
hémolytique sur les érythrocytes humains isolées, des extraits bruts hydrométhanoliques préparés par macération
ou décoction et leurs fractions acétate d'éthyle des feuilles de Nerium Oleander L.

Les résultats des tests phytochimiques, nous a permis de constater que les extraits hydrométhanoliques préparés
par décoction ou macération contiennent des alcaloides, des tanins, des flavonoides, des saponines, des
terpénoides et des composés réducteurs. Tandis que les quinones libres et les anthraquinones sont absentes.

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin Ciocalteu et des flavonaoides par la
méthode d'AICls, ont révélé que la fraction d’acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par décoction est
le plus riche en composés phénoliques avec des teneurs d'ordre de 270,5ug EAG / mg MS pour les polyphénols
totaux et 148,14ug EC / mg MS pour les flavonoides ; par rapport aux extraits prépares.

La méme fraction acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par décoction a présenté un effet
hémolytique avec un taux d'hémolyse d’ordre 24,84 %, par rapport a I'hnémolyse totale, suivie de la fraction acétate
d’éthyle récupérée de 1’extrait brut préparé par macération avec un taux d’hémolyse de 1'ordre de 14,10 %, apres
45 min d'incubation des érythrocytes isolées a 37°C, en présence d'une concentration de 2 mg / ml d'extrait.

Mots clés : Nerium oleander L, tests phytochimique, polyphénols totaux, flavonoides, effet hémolytique.

Abstract:

Nerium oleander L (Defla) is a flowering species belonging to the Apocynaceae family native to the
Mediterranean region.
This work focuses on the phytochemical tests, the determination of phenolic compounds and the investigation of
the hemolytic effect on isolated human erythrocytes, of the hydromethanolic crude extracts prepared by
maceration or decoction and their ethyl acetate fractions of the leaves of Nerium Oleander L.
The results of the phytochemical tests, allowed us to observe that the hydromethanolic extracts prepared by
decoction or maceration contain alkaloids, tannins, flavonoids, saponins, terpenoids and reducing compound.
While free quinones and anthraquinones are absent.
Quantitative determinations of total polyphenols by Folin Ciocalteu method and flavonoids by AICI3 method,
revealed that the ethyl acetate fraction recovered from the crude extract prepared by decoction is the richest with
contents in the order of 270.5ug EAG / mg MS for total polyphenols and 148.14ug EC / mg MS for flavonoids;
compared to the prepared extracts.
The same ethyl acetate fraction recovered from the crude extract prepared by decoction showed a hemolytic effect
with a hemolysis rate of about 24.84%, compared to total hemolysis, followed by the ethyl acetate fraction
recovered from the crude extract prepared by maceration with a hemolysis rate of about 14.10%, after 45 min of
incubation of isolated erythrocytes at 37°C, in the presence of a concentration of 2 mg / ml of extract.

Key words: Nerium oleander L, phytochemical tests, total polyphenols, flavonoids, hemolytic effect.



