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Lawsonia inermis est une plante médicinale, appartenant a la famille des Lythracées appelée
communément par la population locale « Henné ». Elle est largement répandue en Afrique,
particulierement en Maghreb, et trés utilisé en cosmétologie ainsi qu’en pharmacologie pour traiter
diverses pathologies.

Notre travail porte sur 1’analyse phytochimique quantitative et I’évaluation de I’activité cytotoxique
des extraits et de 1’huile fixe des feuilles de Lawsonia inermis récoltée dans la wilaya d’Adrar. Les
broyats ont été soumis a une extraction et fractionnement pour obtenir quatre extraits: 1’extrait brut
aqueux (EBA), I’extrait brut eau-méthanol (EBEM), fraction acétate d’éthyle des tanins (FAC) et la
fraction n-butanol des tanins(Fnb), ainsi qu’une huile fixe obtenue par extraction au soxhlet.

Les résultats des rendements obtenus ont révélé la richesse de Lawsonia inermis en composants
phytochimiques. Ce résultat est confirmé par le dosage des polyphenols totaux qui a démontré une
teneur de 225 mg EAG/qg, et par le dosage des flavonoides qui a présenté une teneur de 5.78mg
EC/g.

Les tests d'hémolyse réalisée par la méthode spectrophotométrique ont montré que les extraits des
feuilles de Lawsonia inermis sont tres faiblement toxiques pour les concentrations de 30, 45 et
60mg/mL. Par contre un effet hémolytique élevé est enregistré avec les huiles fixes de Henné
comparée au tube de I’hémolyse total.

De facon générale, Henné est une substance reconnue comme peu ou pas toxique, surtout lors
d’application cutanée. L'ensemble des résultats obtenus in vitro nous ont permis d'avoir une idée sur

les activités biologiques de Lawsonia inermis, mais d'autres études plus poussées sont souhaitables.

Mots clés : Lawsonia inermis, Extraits végétaux, Huile fixe, Métabolites secondaire, Effet

hémolytique.



Abstract:

Lawsonia inermis is a medicinal plant, belonging to the family of Lythraceae commonly called by
the local population "Henna". It is widespread in Africa, particularly in the Maghreb, and widely
used in cosmetology and pharmacology to treat various pathologies.

Our work focuses on the quantitative phytochemical analysis and evaluation of the cytotoxic activity
of the extracts and the fixed oil of the leaves of Lawsonia inermis harvested in the wilaya of Adrar.
The ground materials were subjected to extraction and fractionation to obtain four extracts: the
aqueous crude extract (EBA), the crude water-methanol extract (EBEM), the ethyl acetate fraction
of the tannins (FAC) and the fraction n- butanol tannins (Fnb), as well as a fixed oil obtained by
extraction with soxhlet.

The results of the yields obtained revealed the richness of Lawsonia inermis in phytochemical
components. This is confirmed by the total polyphenol assay, which has a content of 225 mg EAG
/ g, and by the flavonoid assay, which has a content of 5.78 mg EC / g.

Spectrophotometric haemolysis tests showed that leaf extracts of this plant are very slightly toxic at
concentrations of 30, 45 and 60 mg / mL. On the other hand, a high haemolytic effect is recorded
with fixed oils of Henna compared to the tube of total haemolysis.

In general, Henna is a substance recognized as having little or no toxicity, especially when applied
to the skin. All the results obtained in vitro have allowed us to have an idea about the biological

activities of Lawsonia inermis, but further studies are desirable.

Key words: Lawsonia inermis, Plant extracts, Fixed oil, Secondary metabolites, Hemolytic effect.
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Introduction générale

Il est bien admis que la vie humaine sur terre est étroitement liée a I’exploitation des plantes
qui ont la capacité de produire des substances naturelles tres diversifiées. A I'neure actuelle, les
plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Grace aux
molécules bio-puissantes qu’elles contiennent. Ces molécules résultant de métabolites
secondaires produits a partir de métabolisme des nutriments, sont tres utilisées par I'homme
dans les domaines médicinaux, pharmacologiques, cosmétiques et alimentaires (Chakou et
Medjoudja, 2013)

Les analyses phytochimiques sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire et d’une
grande importance, puisqu’elle révéle la présence des constituants connus par leurs activités
physiologiques et possédant des vertus medicinales. Les recherches effectuées sur les différents
extraits consistent a détecter et a doser certains principes actifs existants dans la plante (Selles,
2012).

En Algérie, les plantes médicinales n’ont jamais été totalement abandonnées et les gens n’ont
jamais cesse de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui conduit @ maintenir une tradition
thérapeutique vivante malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne. Des
enquétes ethnobotanique récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes médicinales
utilisées par la population dans I’Est et I’Ouest Algérien ont été réalisées [(Azzi et al., 2012) ;
(Allali et al., 2008) ; (Hamza, 2011)]. Ils soulignent I’importance qu’occupe ce patrimoine
veégétal dans la pharmacopeée traditionnelle et surtout dans le traitement de différentes maladies

chroniques.

La phytothérapie utilise des produits biologiques ayant des propriétés pharmacodynamiques
bien précises et pouvant induire des incidents toxiques tres importants. Pour cela I’évaluation
des activités biologiques des extraits naturels, nécessite une étude de leur activité hémolytique
(Elalaoui, 2015).

Dans ce contexte s'inscrit le présent travail dont I'objectif essentiel consiste a réaliser une étude
phytochimique et a évaluer I’effet hémolytique (cyto-toxicité) des extraits et de ’huile fixe des
feuilles de Lawsonia inermis (Lythraceae) afin de valoriser in vitro les ressources de cette
espece. Le choix de cette plante est justifié, en partie, par son utilisation abondante en Algérie
comme teinture cutanée (agent cosmétique) et par ses multiples usages comme astringente,

antiseptique, antifongique, cicatrisante des plaies et des blessures et contre I’eczéma,
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Introduction générale

Les mycoses; Tandis que ses propriétés toxicologiques restent encore peu étudiées
[(Malekzadeh., 1968) ; (Sharma, 2013) ; (Gupta et al., 1992)].

Notre étude est divisée donc en trois parties :

> La premiére partie propose une mise au point bibliographique concernant les plantes
médicinales et leurs activités biologiques suivies par une description botanique,
classification systématique et I’utilisation traditionnelle de Henng, et finalement
quelques notions sur I’hémolyse.

» La seconde comporte la partie expérimentale ou nous avons réalisé : 1’extraction des
extraits et de 1’huile fixe, ainsi que le dosage des polyphenols et des flavonoides. Nous
avons aussi évalué I’effet hémolytique de cette plante médicinale vis-a-vis des globules
rouges.

» La troisieéme partie présentera les résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion

et d’'une conclusion générale
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : Phytothérapie et les plantes médicinales

Géneralités :

Depuis les temps les plus anciens, les grandes civilisations ont eu recours aux plantes
médicinales pour leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques, diététiques,
pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles (Lahsissene et al., 2009). Aujourd’hui, ce
savoir faire traditionnel constitue d’une part un trésor d’informations pour ceux et celles qui
préferent les usages populaires pour aborder leurs maux quotidiens et d’autre part une ressource

inestimable pour I’industrie pharmaceutique (Benlamdini et al., 2014)

L'utilisation de la médecine traditionnelle dans la plupart des pays en développement comme
base normative pour le maintien d'une bonne santé a été largement observée. De plus, dans les
sociétés actuelles, les remedes a base de plantes sont devenus plus populaires dans le traitement
des affections mineures, en raison des colts croissants de la maintenance de la santé des
personnes (Uma et al., 2010). L’intérét des plantes médicinales connait depuis une vingtaine
d’années un essor significatif. Un grand nombre d’espéces sont couramment consommeées sous
forme de tisanes, d’extraits divers, de compléments alimentaires ou sous forme de préparations

cosmeétiques et leur utilisation moderne reste purement chimique sous forme de principe actif.
1.1 La phytothérapie
1.1.1 Définition

La phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et
a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes

ou de préparations a base de plantes (Chabrier, 2010).

Les plantes médicinales renferment de nombreuses molécules actives qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces molécules sont étudiées et reproduites

chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments.
On peut la distinguer en trois (3) types de pratiques (Clément, 2005):

[1Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur l'utilisation des plantes selon les
vertus découvertes empiriquement.

[1Une pratique basée sur les avancees et les preuves scientifiques, qui recherchent des principes
actifs extraits des plantes.

[JUne pratique de prophylaxie, déja utilisée dans [I'antiquité. Nous sommes tous

phytothérapeutes sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec 1'usage d’Ail, du
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Thym, du Gingembre ou simplement du Thé vert. Une alimentation equilibrée et contenant

certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique.

1.1.3 La pharmacopée

La phytothérapie est présente dans tous les pays du globe. Elle est toujours trés développée en
Chine et en Inde ou les traitements font encore majoritairement appel aux plantes. La
pharmacopée est un recueil officiel et réglementaire des matiéres premieres a usage
thérapeutique et des médicaments autorisés dans un pays ou dans un ensemble de pays. Elle
contient les normes officielles relatives au contréle de qualité des processus de développement,
de production et de commercialisation. C'est une base aussi bien juridique que scientifique
(Ansm, 2014)

Les plantes médicinales sont inscrites a la pharmacopée a double titre : en tant que matiéres
premiéres pour la fabrication de médicaments et en tant que substances a activité thérapeutique
propre. Les progres en matiére de pharmacologie et de développement de la pharmacognosie

ont permis de confirmer ou de réfuter les usages ancestraux.

La pharmacopée est I'ouvrage de référence pour I'exploitation des plantes médicinales. En
phytothérapie, les produits sont commercialisés sous formes de plantes entiéres ou divisées,
sous de nombreuses formes galéniques (a I'état de gélules, de comprimés, d’ampoules, de

crémes, ...) et appartiennent a des catégories variées en termes de statut juridique.
1.1.4 Etat des recherches en phytothérapie

Presque tous les pays du monde sont intéressés par 1’étude des plantes médicinales selon le
principe que le régne végétal constitue une source importante et indispensable de médicaments
(Urombi, 2001). De nos jours encore, en Afriqgue comme partout ailleurs dans le monde, les
plantes retrouvent une place de choix dans la thérapeutique aprés la vague des médicaments

minéraux et d’antibiothérapie (Bulemfu, 1994).

Les travaux scientifiques reconnaissent la valeur thérapeutique des plantes médicinales.
L’action curative des plantes médicinales est due principalement aux différents groupes
phytochimiques bioactifs qui sont : les tanins, les saponines, les quinones, les flavonoides, les
terpénes, les stérols et les alcaloides. Ces derniéeres substances forment le groupe les plus
importants dus a leurs multiples activités physiologiques (Bulemfu, 1994). lIs constituent avec

les antibiotiques les plus importants groupes des substances naturelles d’intérét thérapeutique.
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L’écueil principal rencontré dans les études phyto-thérapeutiques est le manque de
standardisation entre les études d’efficacité réalisées in vitro et in vivo, chez I’homme comme
chez I’animal. En phytothérapie, ce manque de standardisation concerne : les systemes sur
lesquels un extrait végétal est testé, la teneur précise de cet extrait végétal, sa provenance et sa
fraicheur. Ces éléments constituent autant de variations empéchant les études d’étre
completement reproductibles et surtout comparables entre elles (Wyllie 2006).

En plus, ces 15 dernieres années ont montré que la phytothérapie n'est pas sans risque. Les
atteintes toxiques concernent la plupart des organes. On peut citer notamment l'insuffisance
rénale liée aux plantes chinoises, les atteintes cardiaques par intoxication a l'aconit ou des
atteintes pulmonaires liées a certaines menthes [(Larrey, 1997) ; (Peyrin-Biroulet et al.,
2004)], mais ce sont certainement les atteintes hépatiques qui sont les plus marquantes (Larrey,
1997). La connaissance parfaite des constituants d’une plante et de leurs particularités est donc

particulierement nécessaire, comme pour tout médicament (Wyllie, 2006).

En effet, certaines propriétés pharmacologiques et médicinales d’une plante ne sont pas liées a
un seul ou quelques substances mais parfois a plusieurs centaines de molécules qui agissent en
synergie et qui sont a 1’origine des effets sur lesquels repose 1’usage traditionnel de la plante.
Cette association complexe de molécules confere a la plante des proprietés médicinales parfois
différentes de celles obtenues par seulement certains de ses composants issus d une extraction
sélective. Ces associations pourraient par ailleurs constituer une nouvelle génération de
médicaments d’origine végétale. Cette pratique conduit donc aux phytomédicaments et selon
la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation de ces derniers est soumise a
l'autorisation de mise sur le marché. On parle alors de pharmacognosie ou de biologie

pharmaceutique.
1.2. Les plantes médicinales
1.2.1. Définition

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante médicinale au
sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la
pharmacopée et que son usage est exclusivement medicinal. 1l s'agit d'une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux (Farnsworth et al., 1986). Ces plantes sont
présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines ou
animales (Chabrier ,2010).
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Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou
de la synergie entre les différents composés présents (Sanago, 2006). Les plantes médicinales
constituent un patrimoine précieux pour I’humanité ; elles sont des usines chimiques naturelles,
produisant des substances actives biochimiques telles que : les alcaloides, les huiles essentielles,
les flavonoides, les tanins... et les mettent a la disposition de I’homme qui peut en faire usage

pour sa santé et satisfaire ses besoins vitaux (Schauenberg et al., 1997).
1.1.3.1 Parties utilisées

Les différentes parties de la plante sont inégalement pourvues en molécules actives. Celles
qu’on utilise sont dites : drogues végétales. Ces molécules présentent un intérét thérapeutique
curatif ou préventif pour I’lhomme ou I’animal. Elles sont issues de plantes fraiches ou séchées.
Les principes actifs peuvent étre situés dans différentes parties des plantes médicinales comme :
les feuilles, les fleurs, les racines, les écorces, les fruits, les graines, ou les rhizomes. Dans la
zone d’étude, les feuilles restent la partie la plus utilisée des plantes médicinales avec un taux
de 46.30 %, suivies par les fruits et les graines avec un méme pourcentage de 26.17 %, puis
viennent les fleurs avec un taux d’utilisation de 21.13%. La fréquence d’utilisation élevée des

feuilles peut étre expliquée par 1’aisance et la rapidité de la récolte (Bitsindou, 1986).

Ses différentes parties des plantes peuvent avoir des propriétés thérapeutiques distinctes. C’est
le cas du Sureau dont la fleur est diurétique et le fruit possede une activité contre le rhume.
Chez I’Ortie, la partie aérienne calme les douleurs rhumatismales et la racine soulage les

problémes de miction liés a I’hypertrophie bénigne de la prostate (Sebai et Boudali, 2012).

1.2.2. Les formes phytogaléniques générales

Pendant longtemps, les plantes ont été utilisées uniqguement en nature, sous forme de tisanes ou
de poudres (Bézanger-Beauquesne et al., 1986). Maintenant, beaucoup sont présentées en
gélules, mais il existe de nombreuses formes d’utilisations des plantes médicinales.

Parmi les différentes formes existantes, le principe actif peut se présenter sous différents
aspects. Il est utilisé initialement sous forme de poudre, d’extrait ou de teinture et constitue ce
que I’on appelle une forme galénique qui désigne une forme individuelle sous laquelle sont mis
les principes actifs et les excipients (maticres inactives). Elle correspond a 1’aspect physique

final du produit tel qu’il sera utilisé.
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La matiére premiére se présente sous trois formes potentielles :

v’ les plantes fraiches : elles servent de base a la préparation des teintures meres, qui
permettent & leurs tours 1’élaboration de médicaments homéopathiques.

v"les plantes seches : elles constituent la base des teintures officinales, des nébulisas, des
extraits mais aussi des poudres.

v les plantes stabilisées : le potentiel enzymatique de la plante est détruit par ’action de
I’alcool ou de la chaleur, permettant la conservation des constituants dans leur état
original.

Les formes galéniques ont pour but de faciliter I’administration de 1’ensemble des principes
actifs des plantes médicinales. On préfére recourir moins freqguemment aux préparations
alcoolisées et aux extraits classiques peu maniables dont les principes actifs sont parfois altérés.
Maintenant de nombreuses formes plus pratiques existent. Seuls ou associés, ces extraits secs
sont présentés en comprimés dragéifiés, et surtout en gélules parfois confondues avec les
gélules de plantes en poudre sur lesquelles elles présentent l'avantage d'une plus grande

concentration en principes actifs (Chabrier, 2010).
1.2.3 Les modes d’utilisation

a- Usage interne

Par injection qui nécessite une préparation stérile dans ce cas ou par voie orale sous forme de :
(Fort, 1976).

e Tisane : qui est une boisson obtenue par maceération, décoction ou infusion du matériel
végétale (fleurs fraiches ou séchées, feuilles, tiges, racines), dans 1’eau chaude ou froide
(Fort, 1976).

e Fumigation : qui est trés utile lors des laryngites pour humidifier les muqueuses. Elle
apporte un bien-étre immédiat et une résolution plus rapide de la pathologie. On fait
bouillir ou bruler des plantes, de facon a bénéficier des vapeurs ou fumées produites.
Ces vapeurs des plantes aromatiques ont un grand pouvoir désinfectant
(Jocelyne, 2011).
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b- Usage externe

Elle est appliquée sur 1’épiderme (solution, crémes, pates, poudre, compresses, savons) ou elle
est introduite dans les orifices corporels (nez, oreille, cavité buccale, sac lacrymal, anus, tube
urinaire) (Fort, 1976).

e Cataplasmes : C’est une préparation de la plante sous forme assez pateuse et qui est
appliquée sur la peau. La plante peut étre broyée, hachée a chaud ou a froid ou mélangée
a de la farine de lin pour obtenir la bonne consistance. Le cataplasme calme les douleurs
musculaires et les névralgies, soulage les entorses et les fractures et permet d’extraire le
pus des plaies infectées (Fort, 1976).

e Lotions et compresses : Les lotions sont des préparations a base d’eau et de plantes
dont on tamponne I’épiderme aux endroits irrités ou enflammés. Les compresses
contribuent a soulager les gonflements, les contusions et les douleurs, a calmer les

inflammations et les maux de téte (Ghedabnia, 2008)

c- Au niveau des muqueuses :

e Gargarisme : La medication constituée d’un infusé ou d’un décodé aussi chaud que
possible est utilisée pour rincer I’arriére-bouche, la gorge, le pharynx, les amygdales et
les muqueuses. Il sert a désinfecter ou a calmer. Le gargarisme ne doit jamais étre avalé
(Strang, 2006).

e Bain de bouche : C’est I’infusion, le décocté ou le macéra qui sont utilisés dans les
infections buccales tels que les aphtes (Strang, 2006).

e Baindes yeux : se pratique a I’aide d’une ceillére remplie d’une infusé ou d’un décocté;

il est indispensable de filtrer la solution avant usage (Strang, 2006).

1.2.4 Posologies

La posologie et la durée de la prise des remeédes est variable, mais généralement elle n'excéde
pas quelques jours et se révele étre le plus souvent de I'ordre d'une journée. Certains remeédes
sont cependant a prendre selon I'état de santé du malade. De plus, les remedes comme les
infusions notamment, sont a prendre soit tout au long de la journée, soit trois fois par jour. Mais
comme pour la durée de la prise, la posologie se révéle étre variable selon les remeédes.
Concernant les gélules et les capsules, les posologies sont données en nombre de gélules ou de

capsules par jour selon I’intensité des symptomes.
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Il est aussi tres important de respecter la posologie recommandée. Certaines plantes médicinales
peuvent étre ingérées plusieurs fois par jour sans effets secondaires tandis que pour d’autres
I’effet combiné de plusieurs prises en peu de temps peut présenter des dangers.
Enfin, les consommateurs croient souvent que le naturel est le synonyme d’inoffensif. Or une
plante peut a la fois étre utile et toxique. C'est une question de dose : "Potion et poison ont la

méme racine latine™ (Mohamed, 2008).
1.2.5. Utilisations thérapeutiques

L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans les littératures antiques
arabe, chinoise, égyptienne, hindou, grecque et romaine. En Afrique, le pouvoir thérapeutique
des plantes était connu par nos ancétres et nos parents de facon empirique (Koffi et al., 2009)
La plupart des espéces végetales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme.

Le ou les principes actifs d'une plante médicinale lui conférent des activités thérapeutiques
(Sebai et Boudali, 2012.). De plus en plus d’études indiquent que les polyphenols présents dans
la plante pourraient diminuer le risque de survenue d’un certain nombre de pathologies, en
particulier celles liées au vieillissement et aux lésions oxydatives (cancers, maladies

cardiovasculaires ou neurodégénératives) (Hennebelle et al., 2004)

En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes, chaque
classe chimique semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques tels que : les flavonoides
provenant du ginkgo (Ginkgo biloba L.), participent a la lutte contre la sénescence cérébrale et
ses conséquences (altération de la mémoire, confusion) ; Les tanins sont dotés d’un certain
pouvoir astringent, par lequel on explique leurs propriétés vasculoprotectrices (ratanhia du
Pérou), cicatrisantes (Hamamelis virginiana L.) et antidiarrhéiques (chéne, Quercus spp.) ;
Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices (Melilotus officinalis L),
neurosedatives (Galium odoratum L) ou diurétiques (Hieracium pilosella L)
(Hennebelle et al., 2004).
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2.1. Plantes toxiques et phytothérapie

La phytothérapie est souvent présentée comme une médecine naturelle. Toutefois, la
phytothérapie n’a pas que des effets bénéfiques. Comme tout produit actif, elle peut avoir des
effets indésirables, toxiques et allergiques.

En effet, la toxicologie est I'étude des substances toxiques et plus précisément, I'identification
et I'évaluation quantitative des conséquences néfastes liées a l'exposition a des agents
physiques, chimiques ou de toute autre nature. Comme telle, elle fait appel, tant pour ses
connaissances que pour sa démarche de recherche ou ses méethodes, a la plupart des sciences
biologiques fondamentales, aux disciplines médicales, a I'épidémiologie et a divers domaines
de la chimie et de la physique (Silbergeld, 2000).

Une plante est considérée toxique lorsqu’elle contient une ou plusieurs substances nuisibles
pour I’homme ou pour les animaux et dont ’utilisation provoque des troubles variés plus ou
moins graves voire mortels (Fournier, 2001). Les plantes sont a l’origine de 5% des
intoxications signalées au CAP (Centre Anti Poison) de Strasbourg et 3,2% des intoxications
selon 1I’Association Américaine des Centres Anti Poison [(Patrick, 2003) ; (Flesch, 2005)].
Parmi I’ensemble des plantes réputées toxiques, certaines présentent un danger réel en cas
d’ingestion alors que d’autres ne provoquent que des troubles mineurs, principalement digestifs.
Tous les organes de la plante contiennent des principes toxiques, mais surtout les racines et les
graines, renferment des alcaloides diterpéniques dont le principal est I’aconitine qui a une

toxicité principalement neurologique et cardiaque (Flesch, 2005).

2.2. Causes de toxicité des plantes

Les plantes médicinales sont des mélanges complexes de molécules diverses. Leur composition,
souvent mal définie, est formée de molécules pourvues d’une activité biologique notoire, entre
autres des hétérosides, des alcaloides, des anthocyanes, des tannins et des stéroides. Comme
toutes les molécules bioactives, ces constituants peuvent, a un certain degré de concentration,
présenter une toxicité intrinseque. L’exemple des saponosides (ou saponines) présents dans les
extraits d'écorces de tiges et de racines de Mitragyna inermis qui possédent d'une part, des
propriétés physiques caractérisées par un pouvoir aphrogéne ou pouvoir moussant (indice de
mousse), d'autre part par des propriétés physiologiques s'exprimant par un indice hémolytique.
Ces composes chimiques pouvant conférer a la plante des propriétés toxiques a fortes doses ou
par voie genérale, il apparait indispensable de procéder a la détermination de leur pouvoir

hémolytique pour une adaptation rationnelle a la tradithérapie, surtout pour les modes
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d'administration et les précautions a observer en cas de non intégrité au niveau des muqueuses
digestives (bouche, estomac, intestin, etc.) (Ouedraogo et al., 2001).

Classiquement, en présence d’une substance inconnue la premiére étape dans la recherche d’une
activité pharmacologique débute par I’étude de la toxicité et en particulier par 1’évaluation de
la dose létale 50 (DL50) (Rolland, 1988). Cette technique, apporte néanmoins des
renseignements de qualité :

o Elle détermine en premier lieu la toxicité de la substance ainsi que la marge
thérapeutique, ¢’est-a-dire le rapport entre la dose active et la dose toxique pour I’espéce
animale testée ; c’est une étape indispensable a 1’utilisation de toutes substances a des
fins thérapeutiques.

o L’observation des premiers symptomes de la toxicité des organes cibles, c’est-a-dire
ceux qui sont préférentiellement atteints par la toxine ; la toxicité est d’ailleurs un

excellent critére d’orientation de la recherche d’activité pharmacologique
(Rolland, 1988).

2.3. Etude de la toxicité des plantes :

La toxicité se définit comme l’ensemble des effets néfastes qui peuvent étre des lésions
morphologiques et fonctionnelles dans un organisme vivant, provogquées par une substance
introduite a dose unique relativement élevée ou a des petites doses longtemps répétées (Etame
etal., 2017). La toxicité d’une substance au niveau de 1I’organisme dépend aussi de la nature de
la substance, et de la durée d’exposition, des différents facteurs liés a I’individu (sexe, age, état
nutritionnel et hormonal), des facteurs environnementaux et de I’exposition simultanée ou
antérieure a d’autres produits chimiques. Les facteurs propres a chaque individu peuvent
modifier 1’absorption, la distribution, I’excrétion, les transformations métaboliques et la
sensibilité du récepteur dans I’organe cible (Tron et al., 2002).

L’étude de la toxicité d’une substance est I’ensemble des essais pharmacologiques, qui
déterminent le degré ou le caractére nocif de cette derniere afin de réglementer son utilisation
(Tableau N°01) (Etame et al., 2017).
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Tableau N°01 : Quelques exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-hémolytique

pour une concentration de
5mg/mL

Matrice végeétale Tests utilisés Effets Références
Fleur de Hémolyse induite | Activité Shobana et
Albutinus indicum par Na Cl Anti-hémolytique :70,24% Vidhya, 2016
a Img/mL d’extrait
Feuilles, tige, fleur de | Hémolyse induite | Activité anti hémolytique : | (James et
Gymnemas yivestre par le H202 IC50=29,83 g/mL Alewo 2014)
Fleur de Hémolyse induite | Activité (Rani et al.,
Cassia auriculata par le Na C| Anti-hémolytique :64% po14)
a 500pg/mL d’extrait
Extrait de Hémolyse par Activité (Muthu et
Annona muricata TritonX100 Anti-hémolytique :85,7% Duraira, 2015)
a500 pg/mL d’extrait
Extraits de Hémolyse induite Effet (Rahman,
Oryza sativa par le Na C| Anti-hémolytique :63,77% ZS.?NZ%rf;?h .
a 500pg/mL
Fruit de Hémolyse induite | Effet anti-hémolytique (Nabavi et al.,
Persea americana | P2 18 H202 IC50=0,0422mg/mL PO13)
Feuilles de Hémolyse induite Activité (Chakraborty
Piber betel par le H20: Anti-hémolytique : 40.6% et Shah, 2011)

Les effets toxiques peuvent étre classés de diverses fagons selon :

vV V V V V

La durée : aigue, chronique

Le type d’action : locale, systémique

Le mécanisme d’action : stimulant, inhibiteur

La voie de pénétration : respiratoire, cutanée, digestive

(néphrotoxique), le systéme nerveux (neurotoxique)

Le tissu ou I’organe affecté : sang (hématotoxique), foie (hépatotoxique), rein

Page 14



Synthése bibliographique Chapitre 02 : Etude de la toxicité des plantes

» Lanature de Peffet : irritant, sensibilisant, asphyxiant, cancérogene

» L’utilisation : pesticides, savons, solvants, (Ababsa, 2009)

Selon la durée, la fréquence et la quantité de produits toxiques auxquelles un individu est
exposé, on observe plusieurs types de toxicités (Alain, 2002). L’homme est constamment
exposé a une toxicité soit aigué soit subaigué ou encore chronique (Bismuth et al., 1987).

2.3.1. : Etude In vivo :

Cette étude s’adresse a un animal entier vivant, particulierement adaptée pour la mise en
¢vidence d’un effet global. L’ inconvénient majeur de ces techniques est I'utilisation d’un grand
nombre d’animaux vivants qui ne servent que pour une seule expérimentation. Pour cela,
chaque extrait est expérimenté a plusieurs doses et chaque dose représente un lot de 10 a 20
animaux. De plus, il est nécessaire d’y adjoindre un lot t¢émoin recevant un produit de référence
(Rolland, 1988).

L’¢tude de la toxicité est évaluée dans le but de déterminer les paramétres toxicologiques qui
sont la dose létale qui tue 50 % des animaux d’expérience (DL50) ainsi que la dose létale 100
% (DL100) et la dose maximale tolérée (DMT) qui représente la dose maximale qui ne tue
aucun animal lorsque I’extrait est administré. C’est 1’étude qualitative et quantitative des
phénomenes toxiques qu’il est possible de_rencontrer aprés administration unique de la ou des
substances actives contenus dans le médicament. Cette étude décrit les symptdémes observeés et
fournit pour autant que cela soit possible I’indication de la dose 1étale 50 (DL50) (Ruckebusch,
1981). Cette dose sert souvent de point de départ des études de toxicité, car elle fournit un

minimum de connaissances (CSST, 2004).

2.2.2. Etude in vitro :

Cette étude appelée aussi de substitution, qui représente un premier avantage, celui de diminuer
fortement la consommation d’animaux vivants mais posent un probleme de fond qui est la
confrontation entre un mélange complexe. D’autre part la réponse biologique différe d’une
cellule artificiellement isolée de son environnement normal par rapport a une cellule au sein
d’un organe dans lequel elle maintient des interactions constantes avec les cellules voisines ou

avec tout I’organisme (Rolland, 1988).
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2.4. L’hémolyse

L'hémolyse est un phénomeéne physiologique irréversible due a une libération des composants
intracellulaires des érythrocytes notamment I’hémoglobine, suite a une perturbation de la
membrane cellulaire des globules rouges apres une durée de vie de 120 jours qui est un laps de

temps normal (Thomas, 2013).
2.4.1. L’hémolyse intratissulaire :

Chez ’homme, la durée de vie des globules rouges est limitée a 120 jours et les érythrocytes
sénescents circulants sont phagocytés par les macrophages de la rate, de la moelle osseuse et
du foie (cellules de Kupffer). La pulpe rouge de la rate semble étre le site le plus actif dans la
dégradation des globules rouges (Beamount 2005). Chez le sujet normal, la majorité des
globules rouges sont détruites dans les macrophages de la moelle osseuse (minimum 50%).

Le reste de I’hémolyse se répartit dans I’organisme, en particulier dans la rate et le foie.

(Aguilar et Martinez, 2007).

Cette phagocytose portée sur les globules rouges dont le vieillissement s'est traduit par :

- des modifications biochimiques : dont la diminution du contenu enzymatique, ralentissement
métabolique, perte des lipides membranaires et phénomenes oxydatifs.

- des modifications morphologiques : qui ont tendance a la sphéricité par réduction de la
surface membranaire et/ou hyperhydratation.

- des modifications de la plasticité : qui se traduit par une diminution de la déformabilité des

globules rouges entrainant une stagnation dans les capillaires (Aguilar et Martinez, 2007).

2.4.2. L’hémolyse intravasculaire :

L’hémolyse intravasculaire n'intervient que pour 5 a 10%. Elle se passe a l'intérieur des
vaisseaux et libére de I'némoglobine directement dans le plasma. Elle résulte de I'activation du
complément a la surface des hématies ce qui aboutit a la formation d'un complexe d'attaque
membranaire d’ou une hémolyse intravasculaire aigue (Barker, 2000). La libération des divers
constituants de I'nématie notamment I'némoglobine dans la circulation sanguine forme un
complexe avec I'haptoglobine synthétisée par le foie (Festus et al., 2006). Ce complexe est
capté par I'népatocyte au niveau duquel I'némoglobine est dégradée (Aguilar et Martinez,
2007).
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Une hémolyse intravasculaire peut aussi affecter 10 a 20 % des globules rouges, voire plus dans
le cas des culots globulaires. Les complications de la transfusion liées au métabolisme du fer

peuvent aussi survenir dans ce cas (Beamount, 2005).

2.4.3. L’hémolyse pathologique :

Si la destruction des érythrocytes est un phénoméne normal qui a lieu dans la rate lorsque les
globules rouges sont en fin de vie, I'némolyse anormale du sang peut avoir différentes causes.
Il peut s'agir d'une pathologie qui aboutit a la destruction des globules rouges dans les vaisseaux
sanguins, cas de certaines anémies, des accidents transfusionnels ou du paludisme. Des
parasites sanguins, des infections bactériennes et virales, des agents chimiques, des plantes
toxiques peuvent entrainer une hémolyse. Par définition 1’hémolyse pathologique est la
destruction précoce et exagérée des GR circulants sous 1’effet d’un processus hémolytique qui
peut étre intrinséque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinséque (Hémolyse extra-corpusculaire).
Ce processus peut étre congénital ou acquis. Il affecte toujours un des constituants vitaux du

globules rouges : membrane, enzyme, hémoglobine (Hgb) (Beaumont et Hergaux , 2005).
Elle peut étre due a deux mécanismes principaux qui sont :

a- Soit une anomalie du globule rouge : hémolyses corpusculaires ou globulaires.
b- Soit a une agression extrinseque des hématies : hémolyse extra-corpusculaires
(Aguilar et Martinez, 2007).
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3.1. Etude systématique

Lawsonia inermis nommé Henné, est la plante la plus connue de la famille des Lythracées.

Cette famille est connue pour sa possession d'un potentiel colorant important (Joy, 2001).

+ Laplante L. inermis est classée comme suit (Ghédira et al., 2017) :

- Régne : Plantae
- Division : Tracheophyta (plantes vasculaires)
- Subdivision : Spermatophytina (spermatophytes, phanérogames)
- Classe : Magnoliopsida
- Super-ordre : Rosanae
- Ordre : Myrtales
- Famille : Lythraceae
- Genre : Lawsonia
- Espéce : inermis L.
- Synonymes : L.abla Lam
: L .spinosa

: Rotantha combretioides

- Noms communs Francais : Henné
Anglais : Henna, hina, henna tree, mignonette tree.
Arabe : ¢tis! (Al-hinna’)

- Nom scientifique Lawsonia inermis L.

3.2. Etude botanique
3.2.1. Description

Lawsonia inermis est un arbuste fortement ramifié, glabre, atteignant 6 m de haut, a écorce
marron-grise. Ses feuilles sont petites, entiéres, opposées, ovales, a environ 1,5 a 5 cm de long
et 0,5 a2 cm de large de couleur verte (Bezanger et al, 1986). Les fleurs sont odoriférantes de
couleur blanche ou rose pale, comprenant 4 sépales, 4 pétales, 8 étamines et 4 carpelles soudés
enun ovaire a4 loges pluri ovulées. Son fruit est une capsule globuleuse de 4-8 mm de diamétre,
de couleur violet-vert, contenant de nombreuses graines longues de 2 a 3 mm, a tégument épais
[(Aweke et Tapapul, 2005) ; (Chauhan et Pillai, 2007)] (Figure N°01).
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Figure N°01:

Description botanique de Lawsonia inermis
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3.2.2. Utilisation traditionnelle de Henné

Henné est I’un des plus anciens produits de beauté du monde. Son utilisation est ancienne et a
été trouvée dans les récits des voyageurs ou explorateurs de siecles écoulés. Cette plante est
utilisée trés longtemps dans les pays du Moyen-Orient et du Maghreb, lors de mariages ou
autres cérémonies familiales, par des dessins sur les mains et sur les pieds notamment.
L’utilisation des dessins peut étre plus généralisée utilisant des motifs colorés sur le corps entier
(Cartwright et Jones, 2006).

Les parties utilisées sont les feuilles séchées réduites en poudre fine. Les propriétés tinctoriales
sont dues a la fixation énergique de la lawsone sur les cheveux et la peau sans doute par réaction
avec les groupements thiols de la kératine. Ce principe est exploité dans les shampooings et les
lotions capillaires. Le Henné confére ainsi a la peau et aux cheveux une couleur brun-acajou
(Bruneton 1993).

3.3. Aire de répartition de I’espéce Lawsonia inermis

Henné est une poudre brune ou verte finement broyée provenant de feuilles séchées de la plante
Lawsonia inermis, qui est cultivée dans les zones tropicales et subtropicales seches, notamment
en Afrique du Nord, en Inde, au Sri Lanka et au Moyen-Orient ( Amit S. Borade et al ., 2011).
Cette plante présente les meilleures qualités tinctoriales quand elle est cultivée dans les
températures comprises entre 35°C et 45°C et elle ne prospere pas lorsque les températures
minimales sont inférieures a 11°C. Pendant la saison humide, la plante croit rapidement en
émettant de nouvelles pousses, puis croit ensuite plus lentement. Les feuilles deviennent petit a
petit jaunes et tombent pendant les périodes seches.

L. inermis a été largement diffusée en Europe depuis 1890 (EI Babili et al., 2013). Elle est
I'objet d'un commerce intense entre I'Afrique du nord, le sous-continent indien et I'Europe
(Dalal 1986 ; Botineau 2010). Actuellement, la région de Pali au Rajasthan est la plus grande

zone de production en Inde, avec plus de 100 producteurs dans la ville de Sojat.

3.4. Activité pharmacologiques et effets thérapeutiques de Lawsonia inermis

Historiquement, les propriétés medicinales de la plante ont été connues et appliquées pendant
longtemps. Ces vertus médicinales merveilleuses sont aujourd’hui incontestables (Badri et
Burkinshaw, 1993). En médecine populaire, le Henné est utilisé comme une plante médicinale
parce qu’elle est créditée d’un fort pouvoir fongicide, anti-inflammatoire, antalgique,

antibiotique bactéricide, parasiticide, antiamibien, astringent antihémorragique et présente
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Des effets de sédation, d’hypotension et d’anti-cancer ainsi que de propriétés d’anti-
transpiration [(Hosein et Zinab, 2007) ; (Oladele et Adewunmi, 2008)].

Parmi les recommandations thérapeutiques de Henné, on note son utilisation dans le traitement
de certaines lésions cutanées comme : la dermite irritative, les mycoses, 1’acné et la dermatite
séborrhéique, et aussi pour traiter les ongles cassants. Les médecines traditionnelles d’arabes et
d’Inde utilisent 1’infusé des feuilles et des racines pour déclencher 1’accouchement et en
décoction contre certaines diarrhées. Hanke et Talaat (1961) et Galal et al., (1965), ont
démontré pour la premiere fois I’utilisation de L. inermis comme remede contre I’amibiase
intestinale.

Dhananjay Kumar Singh et ses collaborateur en 2014, ont reéalisé une enquéte
ethnobotanique au Nigéria, et ils ont trouvé que L. inermis est I’une des herbes les plus utilisées
dans le traitement du paludisme dans les communautés de I’Etat d’Ogun. En Algérie, des
travaux publiés par Hamdi et Benazzouz (1998), ont mis en évidence un effet probable de
Lawsonia inermis comme cicatrisant sur les bralures du 3°™ degré chez le lapin.

Dans une étude récente, il a été révélé que I’extrait brut et éthanolique des feuilles de L. inermis
montrent a dose dépendante un effet analgésique, antipyrétique et anti inflammatoire chez les
rats (Bhuvaneswari et al., 2002). Il a été rapporté aussi que 1’extrait aqueux des feuilles de
Henné a montré une action hépato-protectrice significative contre les dommages hépatiques
induits par le tétrachlorure de carbone chez les rats albinos Wistar, comme en témoignent les
taux réduits du sérum bilirubine, du sérum glutamate pyruvate transaminase, et du sérum alpha-
acetone phosphatant (Singh et al., 2014).

En plus, il a été montré que les feuilles de L .inermis exhibent une activité antioxydante
comparable a celle de I’acide ascorbique (Botros et aL, 2004). Beaucoup d’études ont montré
I’activité antibactérienne d’extraits de feuilles de Henné contre Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Corynebacterium sp , et beaucoup d’autres. Ce
pouvoir antibactérien a été attribué a la Lawsone et aux tanins (Ghosh et al., 2008).

Henné a aussi ét€ proposé¢ comme traitement dans d’autres pathologies (rhumatismes, trouble
digestifs, maladies vénérienne, céphalées, morsures d’insectes, etc.). Outre ses utilisations
cosmétiques et thérapeutiques, ce produit a aussi été utilisé comme aide au diagnostic ou au

repérage chirurgical.
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3.5. Etude chimique de I’espéce Lawsonia inermis

Les composants responsables des propriétés colorantes dans la plante L.inermis appartiennent
a la famille des quinones (Shivananda et al., 2007). Les principaux composants sont de type 1
,4-naphtoquinone, représentés principalement par la 2-hydroxy- 1 naphtoquinone appelé
couramment la lawsone (Figure N°02) (Wichtl, 1999). La lawsone est le principal composant
bioactif qui a pu entrainer des effets toxiques, reliés a son potentiel oxydant ou a ses propriétés

allergisantes.

Figure N°02 : La lawsone retrouvée dans Lawsonia inermis

Berthollet est le premier a avoir fait, en1800 une analyse sommaire des feuilles de Lawsonia
inermis L. A leur tour, les fleurs donnent une huile essentielle (0,01-0,02%) de couleur marron
ou marron foncé, au parfum prononcé et composée principalement d’ionones a et B, d’un
composé azoté et d’une résine (Gagandeep Chaudhary et al ,2010).

Les tiges de la plante renferment différentes substances complexes. 1l a été rapporté que I'écorce
de la plante contient des dérivés naphtoquinoniques tel que : la 2-méthyl- - 8-hydroxy- 1 ,4-
naphthoquinone (Gupta, 1993). En plus, deux triterpénes pentacycliques ont été isolés a partir
de I'écorce et identifiés comme étant le 13,30- dihydroxylup-20(29)-éne (hennadiol) et le
313,30- dihydroxylupane (Chakrabartty et al, 1982).

Les graines aussi contiennent des protéines (5,0%), des glucides (33,62%), des fibres (33,5%),
des huiles grasses (10-11%), des composées d'acide béhénique, d'acide arachidique, d'acide
stéarique, d'acide palmitique, d'acide oléique et d'acide linoléique. La fraction insaponifiable

contient des cires et des matiéres colorantes (Gagandeep et al., 2010).
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Des études phytochimiques basées sur des analyses spectrales et des réactions chimiques
effectuées sur les racines de la plante L.inerrnis ont permis de mettre en évidence un stérol. Ce

dernier, nommé lawsaritol, fut isolé a partir de I’extrait alcoolique (Gupta et al., 1992).
3.6. Toxicité de la plante

De facon générale, le Henné est une substance reconnue comme peu ou pas toxique, surtout
lors d’application cutanée. Compte tenu de son usage cosmétique important, de par le monde
et de par les siecles, et du peu de réactions allergiques rapportées dans la littérature, on peut
donc estimer que le Henné n’est qu’un faible agent sensibilisant.

Cette plante ingérée contient des composés cytotoxiques in vitro et se montre toxique, mais elle

n'est pas réputée toxique pour l'adulte en bonne santé, en usage externe et sur une peau saine.

En 2009, a Mayotte dans 1’Océan Indien, une jeune femme enceinte de 17 ans suit une recette
locale et se prépare une décoction de feuilles fraiches de henné dont elle ingére environ 500mL.
Elle n‘observe aucun signe d’avortement, mais présente par contre une intense asthénie
perdurant plusieurs jours. A 1’hopital, le bilan biologique met en évidence une anémie
normochrome normocytaire hémolytique (hémoglobine a 4 g/dL de sang, réticulocytose,
plaquettes et leucocytes normaux) imposant un recours a plusieurs transfusions sanguines bien
tolérées pour obtenir une stabilisation des taux d’hémoglobine autour de 6g/dL (Perinet | et al
,2011).

Récemment, Mosaid et Alferah (2012) ont étudié les effets toxiques de I'extrait aqueux de
feuille de L. inermis en surveillant les changements histologiques dans les tissus du foie, des
reins et de la rate de rats. Le traitement a une dose de 200 mg / kg / jour pendant 42 jours n'a
entrainé aucun changement histologique par rapport au groupe témoin. Cependant, des

anomalies significatives sont apparues dans la préparation histologique a une dose de 1000
mg / kg / jour.

Le mécanisme d’allergie, dans le cas du Henné pur, est probablement médié par les IgE, et cette
hypersensibilité réaginique a d’ailleurs pu étre objectivée par le dosage dans le sérum des

patients symptomatiques, d’anticorps sériques IgE spécifiques au Henné (Bolhaar et al., 2001).
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Certains cas isolés de réactions allergiques de type immédiat ont été signalés lors de I'utilisation
de teinture de la préparation de Henné mélangé avec d'autres composants a base de
paraphenylenediamine (PPD) qui donne a la préparation cosmétique une couleur plus foncée
(Frosch et Hausen, 1986). Lorsque le PPD pénetre dans la peau, via le tatouage, il se fixe sur
les cellules cutanées. C'est finalement cette fixation qui est a I'origine des réactions allergiques
causées par les préparations du Henné. En revanche, la poudre de Henné pur sans additif ne
donnait pas de réactions, infirmant la sensibilisation a L.inermis (Le Coz, 2001).

Plusieurs cas d’intoxications séveres écrits au Koweit, sont liés a la pratique bédouine consistant
a appliquer sur le corps des premiers nouveau-nés males, pour célébrer leur arrivée, un mélange
fait de feuilles de Henné, d’cau et de sel. Ce mélange étant supposé agir aussi comme
antiseptique (Kandil et al., 1996). Raupp et ses collaborateurs (2001), apporte sur une période
d’un an, quatre cas dont un déces, chez des enfants déficients en G6PD, ayant eu soit sur le

corps entier, soit sur les mains et/ou les pieds, une solution de Henne.

Outre I’atteinte par hémolyse, la toxicité peut progresser vers une défaillance aigué rénale avec
augmentation du volume rénal, des taux plasmatiques élevés d’urée et de créatinine ont été
démontrées expérimentalement, chez 1’animal, par administration de la lawsone. (Munday et
al., 1991). Dans cette méme étude, a été mis en évidence le fait que I’action hémolytique de la
lawsone était liée a la dose. Cette augmentation du volume rénal a été aussi observée chez
I’humain (Hashim et al., 1992).
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Matériel et méthodes

Ce travail est réalisé dans le laboratoire pédagogique de la Faculté des Sciences, departement

de biologie de I'université Belhadj Bouchaib d’Ain Temouchent.
1. Matériel végétal :

Notre travail a porté sur les feuilles de Lawsonia inermis, récoltées dans la Wilaya d’Adrar,
située dans le sud-ouest d’Algérie. Les feuilles sont débarrassées du sable collé. Apres, le
matériel végétal est séché a I’ombre et a température ambiante. Apres séchage, les feuilles sont

broyeées et conservées dans des bocaux hermétiques, a sec et a 1’abri de I’humidité.
2. Matériel biologique
2.1. Globules rouges humains

Pour I’évaluation de I’activité hémolytique, nous avons utilisé un modele universel de cellules

animales, le globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain.
3. Méthodes :

3.1. Préparation des différents extraits et I’huile de Lawsonia inermis :

Pour I'évaluation de I’activité anti-hémolytique des feuilles de Henné, I’huile et deux types
d'extraits sont préparés : bruts (aqueux et eau/Méthanol) et spécifiques des tannins pour les
feuilles de la plante.

3.1.1. Extrait brut agueux

40 g des matieres végétales sont mis en contact avec 500mL d’eau distillée froide. L’ensemble
est laiss€ macérer durant 24 h sous agitation continue. L’opération est répétée 2 fois avec
renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions sont réunies et filtrées puis
évaporeées a sec dans une étuve a une température de 45°C. Le produit est récupéré sous forme

de solide de couleur marron.

3.1.2. Extrait brut eau/Méthanol :

Selon la méthode de Upson et al. (2000), 5 g de la matiere végétale sechée sont placés dans un
récipient en verre couvert de 100 mL de méthanol aqueux 70% ; le tout est chauffé a 70°C

pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végétal et empéche 1’oxydation ou I’hydrolyse
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enzymatique). L’échantillon est laiss¢ macérer durant 24h, et 1’opération est répétée 3 fois avec
renouvellement du solvant.
Apreés filtration des fractions sur du papier filtre, elles sont réunies et évaporées a sec en utilisant

un rotavapeur a température 45-50°C

3.1.3. Extrait des tannins :

L’extraction des tannins des feuilles de la plante Lawsonia inermis, est réalisée selon la méthode
de Zhang et al., 2008. Les broyats de la matiere végétal (5 g) ont été extraites par 100 mL du
mélange acétone/eau distillée (70/30 : V/V) durant trois jours a une T° ambiante. La solution
obtenue est filtrée et évaporée a 40°C par un rotavapeur type bouché R-200 pour éliminer
I’acétone, puis la phase aqueuse est lavée par le dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et
les lipides.

Apres €limination de la phase organique, la phase aqueuse a été traitée deux fois avec 1’acétate
d’éthyle (V/V). Les 2 phases organiques obtenues sont réunies et évaporées a sec a 40°C par un
rotavapeur. La phase aqueuse restante est traitée deux fois par le 1-butanol. Les phases 1-butanol

sont évaporées a sec, afin de récupérer 1’extrait sous forme de poudre.
3.1.4. Extraction des huiles fixes par soxhlet :

L’extraction des huiles fixes est réalisée a 1’aide d’un soxhlet en utilisant ’hexane comme solvant
et selon la procédure décrite par Abitogun et al. (2009). Ainsi 100 g de chaque échantillon ont
été placés dans une cartouche qui sera ensuite insérée au centre de chaque extracteur. Lorsque le
solvant atteint le degré d’ébullition, la vapeur monte a travers un circuit d’évaporation, se
condense au niveau du condensateur et apres son contact direct avec le réfrigérant, il retombe sur
I’extracteur faisant macérer 1’échantillon dans le solvant. Ce dernier s’enrichit progressivement
de composés solubles. Enfin, les mélanges obtenus sont placés dans un évaporateur rotatif afin
de récupérer I’huile résiduelle qui va étre conservée au frais (+4°C) dans de petits flacons en

verre et utilisée pour le reste du travail analytique.
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3.1.5. Le rendement des extraits secs :

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de
I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour 1’extraction en

gramme ; selon I'équation suivante :

P1 : poids du ballon apres évaporation ;
P2 : poids du ballon avant évaporation ;

P3 : poids de la matiére vegétale initial.

3.1.6. Le rendement de I’huile fixe :

Le calcul du rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile fixe obtenue
et la masse de la matiére végétale a traiter (Belyagoubi, 2014) :

R H: Rendement en huile fixe.
MH : Masse d’huile récupérée en g.

Mvs : Masse de la matiére végétale utilisee pour I'extraction exprimée en g.

3.2. Dosage des polyphenols et des flavonoides totaux :

3.2.1. Préparation de I’extrait pour les dosages

Les trois extraits bruts : aqueux, hydrométhanoliques et hydroactéoniques de la plante
Lawsonia inermis sont solubilisés dans le méthanol a une concentration de 10 g/L pour le

dosage des flavonoides totaux et des polyphenols totaux.
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3.2.2. Dosage des polyphenols totaux

a- Principe

La méthode est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). 11 est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus
de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite dont 1’absorption maximum est
comprise entre 700 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphenols présentes

dans les extraits végetaux (Boizot et Charpentier, 2006).

b-  Mode opératoire :
Le dosage des polyphenols est réalisé selon la méthode décrite par Wang et al., (2006) :

+ 0.1 mL de I’échantillon est mélangé avec 2.5 mL d’une solution de Folin ciocalteu
(10 fois dilué).

< Agitation au vortex
Laisser reposer 5 minutes
Addition de 2.5 mL d’une solution de Na2COza 2%

Laisser reposer pendant 30 minutes a la température ambiante

¢ ¢ ¢ ¢

La lecture est faite @ 725 nm contre un blanc

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere
végétale seche. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant 1’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations
(05,1, 2, 4,6, 8, 10 mg/mL).

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide gallique /g de matiére végétale séche et

calculés selon la formule suivante :

Quantité de polyphenols = a. f/b

a : Concentration en polyphenols en mg/mL déterminée & partir de la courbe d’étalon
f : Facteur de dilution (x50)

b : Concentration initiale de I’extrait (10 mg/mL)
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3.1.3. Dosage des flavonoides totaux
a-  Principe

Les flavonoides sont dosés par la méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium
(AICI 3) et 1a soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a
510 nm.

b- Mode opératoire
¥+ 500 uL de I’échantillon sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée
+ Addition de 150 pL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 15 %
+ Laisser reposer pendant 6 minutes
+ Addition de 150 pL de chlorure d’aluminium (AICls, 6 H20) a 10%
+ Laisser reposer pendant 6 autres minutes
+ Addition de 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%
¥+ Le volume total est complété a 5 mL d’eau distillée
+ Agiter et laisser reposer pendant 15 minutes

La lecture est faite a 510 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contréle
positif & différentes concentrations (0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mg/mL).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme de matiéere végétale

seche. Selon la formule suivante :

Quantité de flavonoides=a.f/b

a : Concentration des flavonoides en mg/mL déterminée a partir de la courbe étalon
f : Facteur de dilution (x10)

b : Concentration initiale de I’extrait (10mg/mL).
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3.3. Evaluation de P’activité hémolytique des extraits des plantes etudiées vis-a-vis des

globules rouges humains

Les tests de I’effet hémolytique des extraits et de I’huile de Henné ont été réalisés sur une

suspension érythrocytaire du sang humain, incubée dans un tampon phosphate salin a PH=7,4
3.3.1. Préparation du phosphate buffered saline (PBS) :

Pour préparer la solution tampon de PBS a pH=7,4, on a utilisé les composés suivants avec les
concentrations qui leurs correspondent : Na2HPO4 (8Mm) ; KH2PO4 (2Mm) ; KCI (2,7Mm) ;
NaCl (137mM) (Mohan, 2006).

3.3.2. Préparation de la suspension érythrocytaire :

En vue de sa facilité d’isolement, le globule rouge a été choisi comme modele en biologie
cellulaire et moléculaire. Le sang utilis¢, provenant d’un donneur unique sain, a été prélevé sur
un tube hépariné et centrifugé a 2400 tours /minutes durant 10 min. Le surnageant résultant
(plasma) a été éliminé et le culot a été lavé 2 fois par PBS, puis resuspendu a nouveau par ce
dernier avec le méme volume de plasma éliminé. La suspension érythrocytaire ainsi obtenue

été diluée 20 fois par PBS (1mL de culot est dilué dans 19mL de solution tampon).
3.3.3. Préparation des extraits et de I’huile fixe :

Différentes concentrations d’extraits de la plante (30mg/mL, 45mg/mL ,60mg/mL, 90mg/mL,
120mg/mL) et de I’huile fixe ont été solubilisé dans le PBS.

3.3.4. Test d’effet hémolytique :

Le test d’effet hémolytique de la plante étudiée a éte réalisé selon la méthode décrite par [(Singh
et kaur, 2008) ; (Kumar et al., 2015)]. Dans des tubes a hémolyse :

4/ On mélange 2950uL de la suspension érythrocytaire préparée avec 50uL de I’extrait a
différentes concentrations initiales. Les concentrations finales obtenues apres ajout du
PBS sont de I’ordre de 0,5mg/mL, 0,75mg/mL ,1mg/mL, 1,5mg/mL et 2mg/mL.

4l Les tubes sont incubés dans un incubateur agitateur a 37°C durant une heure.

Page 31



Matériel et méthodes

4 Apres, 500 uL sont prélevés des différents tubes et cela chaque 15min (15min, 30min,
45min, 60min) ;

4 Ajouter 1,5 mL de PBS dans tous les tubes ;

4 Meélanger les tubes délicatement ;

4 Centrifuger les tubes a 2400 tours/ min durant 10 min ;

4 Lire ’absorbance de chaque tube (la fuite d’hémoglobines) a 548 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre, contre un blanc contenant du PBS.

Un tube témoin négatif est préparé dans les mémes conditions expérimentales. Il est composé
de 2950uL de suspension érythrocytaire et SOuL de solution tampon de PBS, en absence

d’extrait. Les tests d’hémolyse sont répétés 3 fois.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, nous avons préparé un
tube d’hémolyse totale qui contient 250ul de la suspension érythrocytaire et 4750ul d’eau
distillé en absence d’extrait. Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en
pourcentage (%) par rapport a I’hémolyse total aprés une heure d’incubation, selon la formule

suivante (Lee, 2003) :

Taux d'hémolyse (%) =
100% x (A548 nm de I'échantillon - A548 nm du témoin négatif) / (A548 nm test

hémolyse totale - A548 nm du témoin négatif)
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Résultats et discussion

1- Rendement en extraits secs :

La préparation des extraits a partir des feuilles de Lawsonia inermis, a été effectuee en deux
grandes étapes. La premiére est une extraction brute soit en utilisant un mélange hydro
alcoolique (Eau/Méthanol) ou aqueux. La deuxiéme étape d’extraction est celle du
fractionnement de 1’extrait brut eau/acétone. Pour cela, nous avons utilisé deux solvants de
polarité croissante (Acétate d’éthyle et 1-butanol) permettant ainsi de séparer les composés
tanniques de cet extrait brut selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction et selon

leur degré de glycosylation (Markham, 1982).

De ce fait, quatre différents extraits ont été obtenus successivement & savoir : ’extrait brut
aqueux (EBA), I’extrait brute eau/Méthanol (EBEM), la fraction acétate d'éthyle des tanins
(FAC), et la fraction 1-butanol des tanins (Fnb). La couleur, I’aspect ainsi que le rendement
sont déterminés par rapport a 40 g de la matiére végétale séche et broyée, et exprimé en
pourcentage. Les caractéristiques physiques de chaque extrait sec obtenu sont mentionnées
dans le tableau N°02 et I’histogramme de la figure N°03.

Tableau N°02 : Caractéristiques physiques et teneurs en composés extractibles ou

rendement d’extraction des feuilles de Lawsonia inermis.

Extrait Couleur Rendement(%o)
EBA Pateux Marron foncé 23,9
EBEM Pateux Vert foncé 40,3
FAC Poudre Vert foncé 54
Fnb Visqueux Marron 10,9

Selon les résultats enregistrés dans le tableau N°02, nous remarquons que les extraits obtenus
présentent géneralement un aspect pateux et parfois visqueux, de couleur vert fonceé ou marron.
Les résultats de la figure N°03 montrent aussi que le rendement le plus élevé est enregistré
dans les extraits bruts avec un pourcentage de 40,3% pour I’extrait eau/méthanol et de 23.9%
pour DI’extrait brut aqueux. Concernant I’extrait des tanins, des teneurs importantes sont
enregistrées. Le rendement le plus élevé est obtenu dans la fraction 1-butanol avec un taux de
10.9%, suivi de la fraction acétate d’éthyle avec un taux de 5.4%.
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Ces différences dans le rendement varient d’une espece végétale a une autre et en fonction des
solvants utilisés, des facteurs extrinséques, des conditions environnementales, de la période de
récolte, de 1’age du matériel végétal et de la partie utilisée (Smallfield, 2001).

Pour chaque espéce végétale et au sein de la méme espéce, la nature des composants
phytochimiques est a I’origine des activités biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces
activités dépendent aussi de la teneur de la substance ou I’ensemble des substances
biologiquement actives (Kahlouche, 2013). Nous pouvons conclure donc que 1’extrait brut des

feuilles de Henné présente une teneur importante en métabolite secondaire.
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Figure N °03

Rendements des extraits des feuilles de la plante Lawsonia inermis.
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2. Rendements en huile fixe :

Dans cette étude, le rendement a été déterminé par rapport a 100 g de la matiére végétale.
Le poids de I’huile fixe est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les feuilles de la plante étudiée L.
inermis posséde un faible rendement en huile fixe avec une valeur de (1,16 %).

Cependant, les résultats des rendements enregistrés sont différents de ceux obtenus dans
d’autres études. En effet, le rendement en huile fixe des feuilles de L.inermis est inférieur a
celui obtenu par Fagbohoun et ses collaborateurs (2014) qui ont travaillé sur la méme espece
mais le solvant utilisé était différent. Le taux obtenu était égale a 6,66%.

La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin. La récolte, le
séchage, et le stockage influencent largement sur le rendement ainsi que la qualité

organoleptique des huiles (Benjilali., 2005).
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3. Analyse phytochimique quantitative :

3.1. Teneur en polyphenols totaux :

La spectrophotométrie permet de quantifier la teneur des différents extraits des feuilles de
Lawsonia inermis en polyphenols, en utilisant la méthode du Folin-Ciocalteu.

La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a différentes concentrations.
Les reésultats obtenus sont exprimés en mg EAG/g de matiere végetale seche en utilisant
I’équation de la régression linaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

(Figure N°04). Les résultats sont regroupés dans le tableau N°03.
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Figure N°04:

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Tableau N°03: Teneur en polyphenols totaux (TPT) dans les différents extraits des

feuilles de Lawsonia inermis L

Teneur en polyphenols en mg EAG/g de la matiére végetale séche

Extrait brut

82.25 +0.32
Aqueux

138.75 £ 0.55
Eau/Méthanol
Eau/Acétone 225 +0.898

Les valeurs représentent la moyenne de trois essaist SD.
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D’aprés le tableau N°03, la teneur en polyphenols des différents extraits obtenus a partir des
feuilles de Henné varie de 82.25 a 225 mg EAG/g. 1l est clair que I’extrait eau/acétone est la
fraction la plus riche en polyphenols (225 EAG/g de MVS) suivie par I’extrait eau/Méthanol et
I’extrait aqueux.

Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les composés phénoliques n’ont pas été entierement
révélés par le réactif du Folin-Ciocalteu dans I’extrait brut aqueux car il y aurait un
encombrement stérique engendré par les macromolécules (lipide et proteine).

Les travaux d’Enneb et al., (2015) montrent que les feuilles de L inermis sont caractérisées par
des teneurs élevées en composés phénoliques.

La différence des résultats est due a la nature des composes phénoliques et a leurs solubilités
qui sont gouvernées par le degré de polarisation, leurs interactions avec d’autres substances et
le type de solvant utilisé (Falleh et al., 2008). Les polyphenols sont une classe de molécules
caractérisées par la présence de plusieurs groupes phénoliques associés en structures plus au
moins complexes. Ils sont solubles dans les solvants organiques polaires et peu solubles dans
les solvant moins polaires (Macheix et al., 2005). Les conditions biotiques (espece, organe et
I’étape physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques), la nature du sol et le type du
microclimat ou poussent ces plantes influencent de maniére significative la teneur en

polyphenols (Atmani et al., 2009).

3.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est quantifiée par la méthode au trichlorure d’aluminium et les
résultats, obtenus a partir de 1’équation de la droite de régression de la courbe d’étalonnage de

la catéchine (mg EC/g) (Figure N°05), sont représentés dans la figure N°06.

La raison principale pour la quelle on a choisi le dosage de cette classe de polyphenols, réside
dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphenolique la plus importante, avec
plus de 5000 composeés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Le dosage des flavonoides a révélé que les extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique
sont les fractions les plus riches en flavonoides (5.78mg EC/g et 5.32mg EC/g respectivement)
par rapport a I’extrait aqueux. Tel résultat est comparable a celui du dosage des polyphenols.
Ceci peut étre expliqué par la diversité structurelle et les propriétés physico-chimiques des
flavonoides (Verykokidou et VVoyo, 1986).

Page 38



Résultats et discussion

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature par les travaux d’Enneb et
ses collaborateurs (2015) qui confirme la présence des tanins et des flavonoides dans les
feuilles de Henné. L’équipe de Rahmoun (2008) a montré la richesse de cette plante en
naphtoquinoniques.

Nous remarquons aussi que la concentration des flavonoides est plus faible que celle des
polyphenols totaux, ceci nous permet de penser que les tanins sont la famille la plus
représentatif des polyphenols totaux. D’apres les résultats obtenus de 1’examen quantitatif :
L.inermis est riche en molécules bioactives ce qui lui assure une importante place en médecine
et en cosmetologie.
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Figure N°05:
Courbe d'étalonnage de la catéchine.
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Figure N°06:
Teneur en flavonoides dans les différents extraits bruts de la plante de Henné
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4. Analyse biologique

4.1. Evaluation de I’effet hémolytique des extraits de la plante étudiée :

Plusieurs études ont montré que certains des métabolites secondaires notamment les alcaloides,
les flavonoides, les tanins et les saponosides possederaient des propriétés antioxydante et
antimicrobienne [(Sparg et al., 2004) ; (Fiot et al., 2006)].

Afin d’étudier la cytotoxicité des extraits de Lawsonia inermis sur les globules rouges, nous
avons réalisé un test de I’effet hémolytique in vitro dans lequel les GRH sont mises en contact
avec les extraits des feuilles de Henné a différentes concentrations comparées a un contréle
positif et a un contrdle négatif pendant 60min dans un milieu isotonique (PBS a PH7.4) en

mesurant les pourcentages d’hémolyse a partir des absorbances obtenus par spectrophotometre.

L’évolution de I’effet hémolytique est évaluée par rapport a un témoin négatif (tube contenant
que le PBS et la suspension érythrocytaire), et un tube d’hémolyse total provoqué par I’eau

distillée. Les résultats obtenus de cette étape sont présentés dans la figure N°07.

Les globules rouges sont parmi les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la toxicité a
cause de leur disponibilité, et la facilité de leur surveillance au cours de la lyse cellulaire grace
a la libération de I’hémoglobine (Situ et Bobek, 2000).
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Figure N°07: Evolution de I’absorbance dans les tubes contenant une suspension érythrocytaire en fonction des différentes

concentrations des extraits des feuilles de Lawsonia inermis, incubé a 37 °C durant 60 min, a548nm.
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D’aprés les résultats enregistrés dans la figure N°07, nous remarquons une augmentation des
absorbances durant le temps (15, 30, 45, 60 min). Plus la concentration d’extrait augmente, plus
I’absorbance marque une augmentation considérable, donc les pourcentages d’effet
hémolytique sont directement proportionnels a 1’augmentation des concentrations des extraits

en fonction du temps.

A des concentrations de 30, 45 et 60 mg/mL, nous avons enregistré un taux trés faible
d’absorbance ne dépassant pas une DO de 0,3 pour I’extrait brut aqueux et les deux
fractions d’acétate d’éthyle et de 1- butanol durant toute la période d’incubation. De méme,
nous avons marqué une diminution d’absorbance significatif a 15min pour I’extrait brut

hydrométhanolique en présence des trois concentrations testées.

Par contre, a des concentrations de 90 et 120mg/mL., nous avons enregistré un effet hémolytique
plus éleve des différents extraits de Lawsonia inermis, atteignant une absorbance maximale

égale a 0.773 pour la fraction butanolique.

Pour la fraction acétate d’éthyle, a une concentration de 90mg/mL et plus exactement au temps
de 60min une augmentation tres significative d’absorbance est notée (0.46). Par contre, a une
concentration de 120 mg/mL une diminution de la DO est observée (0.3) et cela a 60min

d’incubation.

En revanche pour la fraction butanolique des tanins, nous avons enregistré une augmentation
hautement significative d’absorbance passant de 0.12 a 15min jusqu’a 0.36 a 30min pour une
concentration de 90mg/mL puis une légeére diminution d’absorbance jusqu’a 0.2 a la fin

d’incubation (60min). Cette absorbance reste inferieur par rapport au tube d’hémolyse totale.

Par contre, a une concentration de 120mg/mL, nous avons enregistré une trés forte
augmentation de 1’absorbance de 0.77 a 45min par rapport au temps 15 et 30 minutes ensuite
une diminution tres significative d’absorbance été observé atteignant un taux de 0.39 a 60 min

et qui est comparable par rapport au tube d’hémolyse totale.

La figure N°08, présente les taux d’hémolyse des globules rouges par pourcentage (%) en
fonction de temps dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension
érythrocytaire, incubée a 37°C, en présence des différentes concentrations en extraits bruts
aqueux et hydrométhanolique ainsi que les deux fraction d’acétate d’éthyle et de 1-butanol des
feuilles de L.inermis par rapport au tube d’hémolyse total contenant la suspension

érythrocytaire dans un milieu hypotonique provoqué par 1’eau distillée.
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Figure N°08 : Evolution du taux d’hémolyse (%) en fonction du temps en présence des différentes concentrations d’extraits

de Lawsonia inermis.
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Les résultats relatifs aux taux d’hémolyse induit par les différentes concentrations de 1’extrait
brut aqueux de L.inermis allant de 30 a 120mg /mL vis-vis des globules rouges sont représentés

sur la figure N°08 (a).

Nous n’avons observé aucune activité hémolytique et aucune lyse des érythrocytes pour toutes

les concentrations testées de I’extrait brut aqueux durant les 60min d’incubation.

En ce qui concerne I’effet de 1’extrait hydrométhanolique de Henné sur la fuite de
I’hémoglobine des globules rouges, les résultats sont présentés sur la figure N°08 (b).

Nous remarquons que cet extrait est plus moins toxique comparé a 1’extrait aqueux. Cet extrait
a montré des niveaux d’activité hémolytique variant entre 10.33% a une concentration finale de
120mg/mL au temps 15 min et 69.33% mesuré a la méme concertation mais au temps 45 min
et qui correspond a une hémolyse maximale de I’extrait hydrométhanloique de Lawsonia
inermis. En revanche, nous avons noté une augmentation significative de I’effet hémolytique
en fonction de I’augmentation de la concentration en extrait au temps 15min puis une forte
diminution été obtenue a la fin d’incubation (60min). Aucune lyse des globules rouges n’a été
observée au temps 30, 45et 60min respectivement a des concentrations de 30, 45, 60, 90 mg/mL

respectivement.

Nous avons testé également le taux d’hémolyse des deux fractions 1-butanol et acétate d’éthyle
des tanins. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure N°08 (c et d).

La fraction acétate d’éthyle a montré une hémolyse maximale de 48.45 % a une concentration
de 90mg/mL au temps 45 min mais qui reste moins toxique que I’hémolyse obtenue par 1’extrait
hydrométhanolique. A 15 min d’incubation, aucun effet d’hémolyse significatif vis-a-vis des
globules rouges n’a été observé avec les différentes concertations testées. Par contre, a 45 min
d’incubation, une légére activité hémolytique est notée avec des pourcentages qui restent

inférieur a 20% a des concentrations de 90 et 120mg/ mL.

Pour la fraction butanolique, la concentration de 120mg/mL est considérée comme étant la plus
toxique vis-a-vis des globules rouges avec une valeur d’hémolyse maximale de 100%. Par
contre & 15min d’incubation et en présence des différentes concentrations testées, cette fraction
ne présente aucun effet toxique vis-a-vis des érythrocytes humains. De méme, nous avons
observé une légere augmentation de 1’effet hémolytique de cet extrait aux concentrations 90 et
120 mg/mL avec des pourcentages qui ne dépasse pas les 40% au temps 45min. A la fin
d’incubation, le taux d’hémolyse reste largement inférieur a celle obtenue a 45 min et ceci vis-

a-vis de toutes les concentrations testées.
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Pour comparer nos résultats, une courbe de témoin positif (hémolyse totale) en fonction de
temps est tracée sur la figure N°08 (e). Nous remarquons une diminution proportionnelle de

I’effet hémolytique au cours de 1’incubation qui diminue de 64% a 35%.

Finalement, on peut classer 1’effet hémolytique des différents extraits testés a la concentration
de 120mg/mL apres 60 min de mise en contacte avec les érythrocytes humain, comme suit :
La fraction 1-butanol> I’extrait hydromethanolique > la fraction acétate d’éthyle > 1’extrait

aqueux.

La toxicité d’une substance au niveau de 1’organisme dépend de la nature de la substance, de la
dose et de la durée d’exposition. Les plantes sont aussi reconnues par leurs effets toxiques, ce
qui nous a mené a étudier I’effet hémolytique, in vitro, de cette plante par 1’utilisation de modele
érythrocytaire. Ce dernier est facile a isoler du sang et sa membrane a des similitudes avec

d'autres membranes cellulaires (Shobana et Vidhya, 2016).

Lorsque les globules rouges (RBC) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de
I'hnémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant. L'effet hémolytique
d’une solution hypotonique est li¢ a une accumulation excessive de liquide dans la cellule
[(Habibur Rahmanet al, 2015) ; (Labuet al., 2015)]. Les propriétés hémolytiques d’un agent
hypotonique sont attribuées a son interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire.
Cela induit a une augmentation de la perméabilité membranaire et un mouvement des ions
(entré de Na+ et H2O, et sortie de K+), ce qui provoque I’éclatement de la membrane,

permettant ainsi la sortie de I’hémoglobine (Majester-Savornin, 1991).

Toute substance biologiquement active est susceptible, a fortes ou a faibles doses et pour une
administration prolongée, de produire des effets indésirables, voire nocifs. La cytotoxicité des
feuilles de L inermis a une concentration trés élevé sur les globules rouges est probablement
due a la richesse de cette plante en tanins et la présence de certaines saponines dans les extraits
bruts. Vu que les saponines sont des composants terpéniques, ils ont la capacité d’induire la
formation des pores a travers les membranes cellulaires, entrainant ainsi 1’hémolyse et la

libération de I’hémoglobine dans le plasma, (Makkar et Becker., 1997).
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4.2. L’effet hémolytique de I’huile fixe de Lawsonia inermis :

Les figures N°09 et N°10 présentent 1’évolution de I’effet hémolytique par absorbance ou en
pourcentage en fonction du temps, durant 60 minutes, dans un milieu tampon PBS (pH 7.4)
contenant une suspension érythrocytaire et en présence des différentes concentrations de 1’huile

fixe de Henné préparée par extraction au soxhlet.
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Figure N°09: Evolution de I’absorbance dans les tubes contenant une suspension
érythrocytaire en fonction des différentes concentrations de I’huile fixe des feuilles de

Lawsonia inermis, incubée a 37 °C durant 60 min, a 548nm.
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Figure N°10: Evolution du taux d’hémolyse (%0) en fonction du temps en présence des
différentes concentrations de I’huile fixe de Lawsonia inermis.
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D’aprés les résultats enregistrés dans la figure N°09, nous remarquons une augmentation des
absorbances durant toute la durée de I’incubation. A la concentration en huile fixe de 30mg/mL,
nous avons enregistré une augmentation de 1’absorbance qui passe de 0.52 a 15min a 0.81 a
60min. Par contre a une concentration de 45mg/mL, une diminution de la DO (0.88 a 0.65)
est observée a 60min. Ces absorbances restent supérieures par rapport a ceux obtenues dans le

test d’hémolyse totale.

En ce qui concerne I’effet de I’huile fixe de Henné sur le taux d’hémolyse sur la fuite de

I’hémoglobine des globules rouges, les résultats sont présentés sur la figure N°10.

Nous remarquons que cette huile est plus toxique comparée aux autres extraits de Henné ou
I’hémolyse maximale est estimée & 100% pour toutes les concentrations testées a 45min
d’incubation. En revanche, aucune lyse de globule rouge n’est observée a 30 min en présence
de toutes les concentrations testées. Par contre une forte augmentation d’activité hémolytique

été enregistrée a 15min et 45min pour toutes les concentrations testées.

Les huiles sont utilisées par I’homme depuis les temps anciens et leurs utilisations ont évolué
au cours des siecles (Debruyme, 2001). L’extraction de I’huile fixe des feuilles de Lawsonia
inermis par soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le
cycle d’extraction avec du solvant frais (hexane) jusqu’a I’épuisement complet du soluté dans

la matiére premiére (Penchev, 2010).
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Conclusion générale

La connaissance et I'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de 1’étre
humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée durant ces
derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées. L'utilisation d'une plante en toute sécurité
nécessite une connaissance non seulement de ces effets bénéfiques mais aussi des complications
graves que peut engendrer son utilisation non contrélée. Notre étude est basée sur 1’étude des
feuilles de la plante Lawsonia inermis. L largement utilisées en cosmétique ainsi qu’en
médecine traditionnelle.

Dans ce présent travail, les extraits et I’huile fixe des feuilles de Lawsonia inermis ont fait
I’objet d’une étude phytochimique et d’une évaluation de leur effet hémolytique (cyto-toxicité).
L’analyse quantitative de 1’extrait aqueux, hydro-méthanolique et hydro-acétonique, est
représentée par le dosage des polyphenols totaux et des flavonoides révélant une forte
concentration éstimée a 225 mg EAG/g en polyphenols totaux et a 5.78mg EC/g en flavonoides
dans I’extrait hydro-acétonique.

L'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir cerner
tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives. Les tests
d'’hémolyse sont réalisés par la méthode spectrophotométrique, in vitro, sur des érythrocytes
isolés du sang humain et incubés dans un milieu tampon PBS (pH 7,4), en présence des
différentes concentrations des extraits et I’huile fixe des feuilles de L inermis. Les résultats
obtenus montrent que toutes les concentrations testées de 1’extrait aqueux ne présentent aucune
toxicité vis-a-vis des érythrocytes. Nous avons constaté aussi que cette plante est trés faiblement
toxique pour les concentrations de 30, 45 et 60mg/mL. Par contre un effet hémolytique élevé
est enregistré avec les huiles fixes de Henné comparée au tube de 1’hémolyse total.

De facon générale, le Henné est une substance reconnue comme peu ou pas toxique, surtout
lors d’application cutanée. L'ensemble des résultats obtenus in vitro nous ont permis d'avoir
une idée sur les activités biologiques de Lawsonia inermis, mais d'autres études plus poussées

sont souhaitables.
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En perspectives, nous dirons que nos travaux sont une étape préliminaire pour des études

plus larges, plus approfondies et plus accomplies incluant :

v" des travaux supplémentaires pour identifier et isoler les composés bioactifs en utilisant
plusieurs techniques plus fines (CCM, HPLC...) ;

v' des études de la cytotoxicité et de la fuite cellulaire, par 1’étude de la pompe Na+/K+,

v' des expériences ultérieures utilisant des extraits purifiés pour identifier et caractériser
les composés actifs responsables des activités biologiques ;

v des études de la toxicité aigiie et chronique, in vivo, sur un modele animal, afin de
pouvoir cerner tout effet indésirable et de mieux identifier les sites d’action des
substances actives ;

v" enfin, des études pharmacologiques et toxicologiques a grande échelle sont nécessaires
pour la production des molécules naturelles actives et pour une modeération de sécurité

dans l'utilisation de cette plante.
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e | e phosphate de tampon Salin

Souvent abrégé en PBS, qui signifie une solution saline tamponnée au phosphate. C’est un

tampon couramment utilisé en biochimie.

Il s'agit d'un soluté physiologique qui contient du chlorure de sodium, du phosphate disodique,

du phosphate monopotassique et un peu de chlorure de potassium.

Preparation :

1 litre de PBS (pH=7.4) est préparé de la maniére suivante :

1. A 800 mL d'eau distillée.

2. Ajouter 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, puis 1,44 g de Na2HPOg4 et 0,24 g de KH2PO..
3. Ajuster le pH a 7,4 avec du HCI.

4. Ajouter de I'eau distillée pour avoir un volume final de 1 litre.

5. Répartir la solution en aliquotes et stériliser a l'autoclave durant 20 min a 121°C et les

conserver a température ambiante.
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