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Introduction

Introduction

En dépit, de ’amélioration remarquable des conditions de vie durant ces dernicres
décennies, ’anémie persiste un facteur pathologique important qui affecte I’homme, ce qui
nécessite des recherches spécialisées et plus appropriées afin de découvrir de nouveaux
medicaments pour permettre la limitation de ce syndrome mondiale (Agrawal et al., 1991).

Cette pathologie se traduit par une baisse anormale du nombre de globules rouges
ainsi que I’hémoglobine suite a une hémolyse accélérée souvent liée a un stress oxydatif,

I’hémolyse peut se présentée sous forme acquise ou héréditaire (Zinebi et al., 2017).

La recherche scientifique actuelle s’oriente vers la phytothérapie pour contrecarrer les
effets néfastes des anémies; en effet, les plantes medicinales possedent des métabolites
secondaires qui constituent un immense réservoir de composés d’une grande diversité
chimique et sont doues de plusieurs activites biologiques, telles que les activités anti-
oxydantes et anti-hémolytiques. Parmi ces plantes on retrouve Urtica urens L communément
appelée I’ortie brulante, ¢’est une herbacée vivace de la famille des urticacées qui est connue

pour ses propriétés médicinales (Lefief-Delcourt, Alix, 2012).

Le but du présent travail était d’évaluer la composition phytochimique des feuilles
d’Urtica urens d’une part, et d’autre part, évalué ’effet des extraits dans un modeéle

d’hémolyse induite par le chlorure de sodium sur les érythrocytes humains.

Le premier chapitre de ce manuscrit a été consacré a une synthese bibliographique sur
des généralités sur la plante Urtica urens, les érythrocytes, le processus hémolytique ainsi que
les métabolites secondaires. Le deuxiéme chapitre explique et détaille la méthodologie
expérimentale suivi. Enfin, le dernier chapitre rapporte les résultats obtenus accompagné d’un

essai de leurs interprétations.
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Chapitre | Synthese bibliographique

I-1- Généralité sur Urtica urens
I-1-1- Les urticacées

La famille des urticacées rassemble environ 1000 espéces qui appartiennent a une
cinquantaine de genres, dont le genre « Urtica ». Ce dernier regroupe plus de 80 especes
différentes (Bertrand, 2010). Urtica dioica L. (la grande ortie) et Urtica urens L. (la petite
ortie) sont les especes les plus utilisées pour leurs multiples propriétés, elles sont connues
pour posséder des propriétés médicinales (Lefief et Alex, 2012).

U.urens est largement répartie dans la région méditerranéenne (Afifi et Abu-Irmaileh,
2000), I'extrait de cette espece a été utilisé longtemps dans des nombreux pays a travers le
monde comme un remede traditionnel pour le traitement de diverses maladies (Kavalali et
al., 2003).

I-1-2- Description et classification botanique

Urtica urens est une plante originaire des régions tropicales et subtropicales
plusexactement « L’Eurasie ». Elle est répartie dans les zones tempérées, précisément les sols

riches en azote. La floraison se produit de juin a septembre (Wichtl et Anton, 2003).

C’est une plante annuelle de 20-60 cm de long, avec des feuilles elliptiques ou ovales
et assez petites de couleur vert clair et sont couvertes de poils urticants sur leurs deux faces ;

ils sécrétent un liquide brdlant (Feng et al., 2022).

Cette herbacée vivace posséde une tige érigée, dressee et hérissée de poils urticants,
souvent rameuse des la base (Bussmann et al., 2016). Elle porte des petites fleurs tétrameres,
staminées et pastillées, réunies en grappes allongées ; le fruit est sec avec une forme ovale, de

type akene jusqu'a 1,5 mm de long.

Urtica urens appartient a I’ordre des urticales et a la famille des urticacées (Tableau I)

g



Chapitre | Synthese bibliographique

Tableau | : Classification taxonomique d’Urtica urens suivant 1’Angiosperme Phylogénie
Group (APGIII, 2009)

Régne Plantae
Embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Ordre Urticales
Famille Urticacées
Genre Urtica

Espéce Urtica urens L

I-1-3- Propriétés biologiques et utilisation therapeutique

Les orties reconnaissent une importante richesse en sels minéraux : le calcium et le
potassium. Ils contiennent également 1’acide salicylique qui est bénéfique pour la peau, les
ongles et les tissus conjonctifs, d’autre part de I’acide folique. Les racines sont riches en
principes actifs tout comme les feuilles, ainsi que des vitamines qui renforcent les défenses
immunitaires (Ghedira et al., 2009).

La composition de la petite ortie est intéressante, car les extraits de racines et de
feuilles sont largement utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreuses régions du
monde (Ghedira et al., 2009).

Tableau I1 : les principaux constituants chimiques d’Urtica urens.
Gr_ou'pes Constituants
chimiques
Acides caféique et ces esters, Acide chlorogénique, Acides
Acides phénols coumarique, . . P
Acide syringique, Acide gallique, et Acide férulique (Proestos
et al., 2006)
3-0 glycosides et 3-O-rutinosides du Quercétol, du Kaempférol
Flavonoides et de I’isorhamnétol (dans les fleurs), Quercétine et rutine (dans

les feuilles) (Ji et al., 2007)

Scopolétol, sitostérol, glycoprotéines, lipides, sucres, acides

Autres constituants aminés libres, chlorophylle (Proestos et al., 2006)

.
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L’ortie est toujours proposée par les phytothérapeutes comme remeéde traditionnel pour
I’anémie, le manque d’énergie, la goutte, les rhumatismes, 1’hypertension ou les problemes

cardiaques, les troubles biliaires et hépatiques (Valnet, 1983 ; Wichtl et Anton, 2003).

Cette plante fait partie de la liste des plantes médicinales réservées dans les
pharmacopées du monde entier. Elle est utilisée dans une variété de médicaments
allopathiques, et les recherches se poursuivent mais certaines utilisations empiriques sont

actuellement confirmées (Yaner et al., 2009).
I-2-Les globules rouges et le processus hémolytique

I-2-1- Caractéristiques des érythrocytes

Les erythrocytes également appelés hematies ou globules rouges sont formés dans la
moelle osseuse et représentent 35 a 45% du volume sanguin. Elles sont des petites cellules
anucléées tres simplifiée en forme de disque biconcave dont le constituant essentiel est
I’hémoglobine (Sultan et al., 1987). Cette forme particuliére lui permet d’avoir une grande
surface qui favorise les échanges d’oxygene. Elles sont ¢lastiques d’une large déformabilité
qui leurs admis de franchir les capillaires (Mohandas et Gallagher, 2008). Ces cellules sont
les plus abondantes dans le corps humain, possédant des caractéristiques physiologiques et

morphologiques souhaitable (Kozlova et al., 2013).
I-2-2- Biosynthese des globules rouges

La biosynthese des hématies se déroule dans la moelle osseuse qui reste leur seul site
de production, a partir des cellules souches multipotentes pendant 5 a 6 jours par un
processus complexe : L’hématopoi¢se (Valensi, 2005). Sous I’action d’une hormone :
I’hématopoiétine, les globules rouges se différencient et perdent leur noyau, ce qui induit a la
formation des réticulocytes. Ces derniéres pénetrent dans la circulation sanguine ou leur
maturation s’achéve en 24 a 48h (Courtois et al., 2007). Cette maturation peut ainsi se
dérouler dans la rate par la synthése d’hémoglobine puis la perte des mitochondries et des
ribosomes. En dernier, les globules rouges migrent dans le sang ou leur durée de séjour est de
120 jours, apres ce temps, il sera expulsé du corps humain (Courtois et al., 2007 ; Rother et
al., 2005).

P
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I-2-3- Processus de I’hémolyse

L’hémolyse (hémo : sang ; lyse : perturbation) est un phénomene physiologique
irréversible qui aboutit a la rupture de la membrane des hématies suite a une durée de vie
moyenne de 120 jours, provoquant ainsi la libération des éléments intra-érythrocytaires dans
le plasma notamment I’hémoglobine (Loustau et al., 2011). Cet évenement se manifeste par
une augmentation des taux sériques en hémoglobine associée a une diminution du taux

d’hémoglobine glyquée (Ali et al., 2014)
I-2-4- Physiopathologie de I'hémolyse
I-2-4-1- Hemolyse physiologique

Elle se caractérise par la destruction des globules rouges apres une durée de vie de 120 jours
par vieillissement, elle sera compensee immediatement par la moelle osseuse, sans

répercussions cliniques ni biologiques (Rother et al., 2005).

e Hemolyse extra-vasculaire : elle désigne le processus par lequel les globules rouges
agés sont phagocytés par les macrophages du systéme de phagocytes qui a lieu dans la
moelle osseuse, le foie et la rate, cette phagocytose se traduit par des modifications

biochimiques, morphologiques et de la plasticité (Aguilar, 2007).

e Heémolyse intra-vasculaire : elle se déeroule au sein de la circulation sanguine, dans ce
cas I’hémoglobine est libérée dans le plasma ou elle forme un complexe avec la
proteine plasmatique haptoglobine, synthétisé dans le foie. Ce complexe est capté par

I’hépatocyte au niveau du quel I’hémoglobine est catabolisée (Loustau et al., 2011).
I-2-4-2- Hémolyse pathologique

L’hémolyse pathologique se caractérise par une destruction précoce et exagérée des
globules rouges qui peut étre intrinseque (hémolyse corpusculaire) ou extrinseque (hémolyse

extra-corpusculaire) (Fibash et Rachmilwitz, 2008).

e Une hémolyse d’origine corpusculaire : est due aux anomalies de globulesrouges,
c’est-a-dire la destruction des hématies, provenant de sa fragilité, déficit enzymatique
par exemple si I’enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase fait défaut, les agents
oxydants peuvent dénaturer I’hémoglobine et les lipides membranaires, favorisant

ainsi la lyse des hématies (Aguilar, 2007).

.
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e Une hémolyse extra-corpusculaire : c’est 1’agression extrinseque des hématies qui
est caractérisée par une agression directe de I’hématie par des toxines et la rigidité

anormale acquise de la membrane (Laustau et al., 2011).
I-3- Stress oxydatif et antioxydants

L'équilibre biochimique oxydants/antioxydants est un élément capital qui conditionne
notre état physiologique, ¢’est un systéme naturel de défense antioxydant, enzymatique et non
enzymatique contre les oxygeénes dits actifs tels que les radicaux libre (Morelle-Lauzanne,
2006).

Parfois les cellules ou tissus de I’organisme subissent un état anormal (Favier, 2006)
qui se réfere par un déséquilibre de la balance entre la génération des espéces réactives
oxygénées (ERO) et les systémes de défense antioxydants (Pincemail et al., 2009)
engendrant ainsi des dégats tissulaires a travers les modifications oxydatives des biomolécules
cellulaires(lipides, proteines, acides nucléiques) :C’est ce qu’on appelle un stress oxydatif
(Gammoudi et al., 2013).

Ce phénomeéne peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogene d’agents
pro-oxydants d’origine inflammatoire, déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une

exposition environnemental (Ardaillou, 2004).
I-3-1- Mécanisme d’oxydation des hématies par les EROs

Les hématies du fait de leurs composantes membranaires et la richesse d’hémoglobine
en fer peuvent subir une attaque par les EROs tel que I’anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogéne, issues d’une altération des défenses antioxydants, entrainant ainsi 1’oxydation
de leurs chaines lipidiques et protéiques ainsi qu’une auto oxydation d’hémoglobine
(Watanabe et al., 1990). Cette oxydation spontanée d’oxyhémoglobine extracellulaire permet
a I’eau ou a de petit anion de pénétrer, aboutissant a un transfert d’électron du fer ferreux a
I’oxygene, ce qui aboutit a la formation de la méthémoglobine (fer ferrique) ainsi que 1’anion
superoxyde (Guettiridge, 1983). Par ailleurs, la dismutation spontanée du radical superoxyde
(02™) en peroxyde d’hydrogéne (H202) sous I’action du superoxyde dismutase constitue la

principale source du peroxyde d’hydrogéne dans les globules rouges (Low et al., 2008).

L’accumulation du peroxyde d’hydrogéne en présence des métalloprotéines crée la

possibilité de la génération du radical hydroxyle. Ce dernier réagit avec les acides gras
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polyinsaturés (AGPI) qui sont des especes trés abondants et sensibles des lipides de la
membrane érythrocytaire par I’arrachement de son atome d’hydrogene pour former le radical
lipidique : Initiation de la lipoperoxydation (Gardés, 2006). Ce dernier se transforme en
radical pyroxyle lipidique (LOO") suite & son interaction avec 1’O.. Le radical peroxylipidique
peut facilement arracher un atome d’hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras afin
d’aboutir a la formation du Peroxyde d’acides gras (LOOH) : I’étape de la propagation
(Durand et al., 2013). Au final, la formation de composés aldéhydes toxiques tel que le
malonyldialdéhyde (MDA), ayant une forte réactivité vis-a-vis des protéines. Ces
enchainements provoque des lésions cellulaires et diminue la demi-vie des érythrocytes ce

qui contribuent a une hémolyse accélérée (Flourie et al., 2006).
I-3-2- Systemes de défense contre le stress oxydatif

Les dommages significatifs a I’oxydation des érythrocytes sont évités par des systémes
antioxydants qui peuvent étre définis comme toutes substances qui exercérent une inhibition
de la production des EROs, et la peroxydation lipidique (Fontaine et al., 2002), il existe deux

catégories (Tableau II)

g
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Tableau 111 : Les systéemes de défense contre le stress oxydatif

Systéme enzymatique

Superoxyde dismutase

-Elimination de  I’anion superoxyde par une réaction de
dismutation.
-La production de ’oxygéne et du peroxyde d’hydrogéne.

(Defraigne et Pincemail, 2008)

-Elle existe sous deux formes (Bonnefont-Rousselot et al.,
2002):

1/Cytoplasmique nécessite comme cofacteur les ions de
cuivre et de zinc (Cuzn SOD).

2/ Mitochondriale utilise le manganese comme cofacteur
(Mn SOD)

Catalase -Catalyse la détoxification de H2O. produit par la superoxyde
dismutase, suivant la réaction suivante :
2 H,0; 2 H,0 + O, (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).
Glutathion -Elle assure la transformation des hydroperoxydes (H20>) et des
peroxydase (GPX) peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH)

comme donneur d’hydrogéne, selon la réaction suivante
2GSH + H202 > GSSG + 2H20 (Rees et al., 2004),

Systeme non enzymatique

a—~tocophérol

-Elle a la capacité de capter les radicaux peroxyles lipidiques

(vitamine E) (RO2-) qui propagent les chaines de peroxydation (Rees et al.,
2004).

Acide ascorbique| -1l est un tres bon capteur de radicaux libres oxygenés, puisqu'il

(vitamine C) réagit non seulement avec les radicaux hydroxyles (OH’), mais

aussi avec les radicaux superoxydes (O2-) (Rees et al., 2004)

Les caroténoides et les
composés phénoliques

-Des bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles.

-Sont des molécules tres intéressantes puisqu'elles ont la capacité
de prévenir les dommages induits par les EROs (Esposito et al.,
2002)
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I-4- Les métabolites secondaires

I-4-1- Les Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules qui possedent un cycle aromatique
portant au moins un groupement hydroxyle libre. La voie shikimate est I’origine de la
formation la grande majorité de composés phénoliques a partir de I’acide cinnamique

(Ferrazzano et al., 2011).

I-4-1-1 Les acides phénoliques

Ce sont des dérivés hydroxylés possédant des propriétés antioxydants et anti
radicalaires (Hennebelle, 2006). lls sont représentés par deux sous-classes, les acides

hydroxy-benzoiques et les acides hydroxy-cinnamiques (Salhi, 2017).

Tableau IV : Structures des différents acides phenoliques accompagnées de quelques

exemples.

Classe Structure Exemples

Acides hydroxy-
benzoiques (C6-C1) :

- R S - Acide Vanillique
dérivent de I’acide benzoique R3
o - Acide gallique

(Boubekri, 2014) Ra

(Theriault, 2004)

Acides hydroxy-

cinnamiques (C6-C3) WGH Acid
- Acide p-
dérivent de l’acide

coumarique
cinnamique (Manach et al.,

- Acide férulique
2005)

(Ksouri et al., 2012) - Acide caféique
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1VV.1.2 Les flavonoides

Ils partageant tous une méme structure de base, formée par 15 atomes de
carbones (C6C3C6) assemblés en 3 cycles : deux noyaux aromatiques et un
hétérocycle oxygéné central (Kim et al., 2004). Les flavonoides sont divisés en
plusieurs classes : flavones, flavanol et flavanones (Tableau V) (Tabart, 2011).

Figure 1 : Squelette de base des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).

Tableau V : Principales classes des flavonoides avec quelques exemples (Nkhili,
2009).

Classe : Structures : Exemples :

Apigénine.

Flavones Lutéoline.

Diosmétine.

Kaempférol

Flavonols . © Quercétine.

Myrecétine.

Naringénine.
Flavanones

Eriodictyol

IVV.1.3 Les tanins

sont des substances poly phénoliques, le plus souvent hydrosolubles (Frutos et al.,
2004). lIs dérivent de l'acide gallique et d'autres acides poly-phénoliques et ilsrésultent de

I'estérification, par ces acides, des fonctions alcooliques du glucose (Bruneton, 1999).
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v Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes

Tableau VI : Les classes des tanins (Berreghioua, 2016)

Tanins
hydrolysables

Tanins condensées

=2 =
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| ) .
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I-4- Les alcaloides

Ce sont des composés organiques d’origine végétale, azotés, plus ou moins basiques

et possedent des structures tres variées le plus souvent hétérocycliques (Figure 2). A 1’état

naturel, les alcaloides existent sous forme de sels d’acides minéraux ou organigues

(Bruneton, 1999). lls sont issus du métabolisme des acides aminés et possédent des

propriétés pharmacologiques marquées, comme la morphine, qui est utilisé comme

analgésique pour les douleurs séveéres (Wink, 1998).

On distingue trois grandes classes selon la présence ou non d’un acide aminé comme

précurseur direct, et qu'ils comportent ou non un atome d'azote dans un hétérocycle

alcaloides vrais, les proto-alcaloides ainsi que les pseudo-alcaloides (Bruneton, 1999).

Q CHa
HSCHN)KJ:r\g
=
02\1?1 N

CHs

Figure 2 : La structure de base d’un alcaloide (Cordell et al., 2001)

: les
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I-4-3- Les Terpénes

Appelés aussi terpénoides ou isoprénoides, ces métabolites sont des hydrocarbures
naturels qui constituent le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux
(Gershenzon et Croteau, 1991). Les Terpenes peuvent présenter une structure acyclique ou
bien cyclique (Kesselmeier et Staudt, 1999), ils sont produits a partir d'un isopentenyl
pyrophosphate (IPP), une molécule de cing atomes de carbone. Par des réactions de
combinaisons et enchainements sont formés : les monoterpénes, les sesquiterpénes et les
diterpénes (Morel, 2017).

Tableau VII : Classification des terpénoides (Belbache, 2003)

Type de terpénoides : Exemples : Structure :
CHy
Monoterpene Nérol =
OH
HzC CH5
Diterpene Sclaréol

Sesquiterpéne B-cadinéne
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I1- Matériel et méthodes

I1-1- Appareillage et produits chimiques

Le matériel et les produits chimiques utilisés pour la réalisation de ce travail sont

résumés dans le tableau suivant.

Tableau VII1 : Matériel et produits chimiques utilisés dans la présente étude.

Matériel Produits chimiques

Agitateur (VELP) Acétate de Sodium (CH3COONa)

Bain marie (Fisher Scientific) Acétone

Balance (OHAUS) Acide chlorhydrique (HCI)

Becher Acide sulfurique (H2SO4)

Broyeur électrique Carbonate de Sodium (NaCO3)
Centrifugeuse Catéchine

Cristallisoir Chlorure de potassium (KCI)

Erlenmeyer Chlorure de sodium (NacCl)

Etuve (POL-EKO) Dimethylsulfoxide (DMSO)

Gants Ethanol (96%)

Micropipettes Folin-Ciocalteu

PH metre (HANNA INSTRUMENTS) | Hydrogéne phosphate dipotassium (K2HPO4)
Spectrophotometre (RAY LEIGH) Hydrogéno-phosphate de sodium (Na2HPO4)
Tamis INOX Méthanol absolu

Tubes Eppendorff Quercétine

Tubes a essais Triochlorure d’aluminium (AICI3)

Tubes a hémolyse Vanilline(C8HB803)

Tubes héparine

Vortex (VELP)

I1-2- Matiére végétale

La plante d’Urtica urens a été récoltée au mois d’Avril 2022 dans la région Taourirt-
larbaa Daira d’Elkseur, Wilaya de Bejaia. Les feuilles d’Urtica urens ont été séparées, lavés
et bien nettoyés a 1’eau du robinet pour éliminer les impuretés, puis séchées a une température
ambiante a I’air libre et a I’abri de la lumicre pendant 2 jours, puis mises a ’étuve a 40°C
pendant 24h pour compléter le séchage. Cette partie de la plante (feuilles) a été broyée par un
broyeur électrique jusqu’a obtention d’une poudre fine, puis tamisée sur un tamis pour avoir
une poudre homogeéne d’un diametre de 125 um. La poudre a été stockée a I’abri de la lumiére

et de ’humidité dans des bocaux en verre bien fermés jusqu’a extraction.
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Figure 3 : (1) Les feuilles d’Urtica urens, (2) La poudre fine des feuilles d’Urtica urens
(originale)

11.3. Préparation des extraits hydro-alcooliques

L’extraction de la poudre végétale a été réalisée par macération. Une prise de 25 g de
la poudre a été macérée avec 250 ml de trois différents solvants : éthanol a 70%, méthanol a
70% et acétone a 70% (70% solvant et 30% eau distillé ; v/v). Les mélanges ont été laissés
sous agitation magnétique pendant 24h a température ambiante, puis filtrés trois fois sur
papier Whatman et les filtrats récupérés ont été mis dans un évaporateur rotatif pour évaporer
les différents solvants. Ces mémes filtrats ont été mis ensuite a 1’étuve a 40°C pendant 48h
pour évaporation complete, et jusqu’a ce que le poids des extraits reste constant. Les extraits

secs obtenus ont été pesés afin de calculer le taux d’extraction selon la formule suivante :

l Rendement (%) = [(P1 - P0) / E] x 100 |

P1 : Poids du cristallisoir contenant 1’extrait (g)

PO : Poids du cristallisoir vide (g)

E : Poids de la poudre végétale (g)
I1-4- Analyses phytochimiques

11-4-1- Dosage des polyphénols totaux

Le contenu en polyphénols totaux des extraits a été déterminé selon la méthode
colorimétrique utilisant le réactif Folin-Ciocalteu. Ce réactif est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Il est

14
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réduit lors de I’oxydation des phénols en oxyde bleu de tungstene et de molybdéne.
L’intensité de la couleur produite est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents

dans les extraits (Ghazi et Sahraoui, 2005).

Un volume de 125 ul de chaque extrait a été introduit dans un tube a essai,
auquel un volume de 625 ul du réactif de Folin (10%) a été ajouté. L’ensemble a été
incubé pendant 5 min. Ensuite, un volume de 500 pl de carbonate de sodium (6%) est
additionné. Le mélange réactionnel a été soigneusement agité puis incubé pendant 90 min a
I’abri de la lumiére et ’absorbance a été mesurée a 720 nm a I’aide d’un spectrophotometre

UV-Visible (Beretta et al., 2005).

La concentration des polyphénols totaux est calculée, en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisee dans les mémes conditions utilisant 1’acide galligue comme standard (O-
35 pg /ml) (Annexe I). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait Sec).

I1-4-2- Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été realisé par colorimétrie basé sur la formation d’un
complexe d’une coloration jaunatre trés stable entre 1’ion de chlorure d’aluminium (AICl3) et

les groupements hydroxydes OH en position 5 des flavonoides (Maksimovic et al., 2005)

Un volume de 0.5 ml de chaque extrait a été mélangé a un volume de 0.5 ml d’une
solution de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 2%. Le mélange a éte bien homogénéisé au
vortex puis incubé pendant 15 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Ainsi
I’absorbance a été lue a 434 nm. Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir
de la gamme de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine (0-30 pg/ml) dans les
mémes conditions (Annexe I1), et exprimée ensuite en milligramme équivalent de quercétine

par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait sec) (Bahorun et al., 1996).

11-4-3- Dosage des flavones et flavonols

La quantité des flavones et flavonols dans les extraits hydro-alcooliques a été évoluée
suivant la méthode rapportée par Kosalec et al. (2004). Un volume de 250 pl de chaque
extrait est mélangé avec 1,4 ml d’eau distillée, 750 pl d’éthanol (95%), 50 ul d’AlICI3 (10%)
et 50 ul d’acétate de sodium 1M. Le mélange obtenu a été agité a I’aide d’un vortex puis

incubé pendant 15 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére et I’absorbance a été
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lue a 430 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions en utilisant la
quercétine (0-15 pg/ml) (Annexe 111), et la teneur en flavones et flavonols est exprimé
ensuite en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait

Sec).
11-4-4- Dosage des tanins condensés

Les teneurs en tanins dans les extraits ont été déterminées selon la méthode adaptée a
la vanilline qui réagit avec les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire
un complexe vert (Price et al., 1978). Un volume de 250 pl de chaque extrait a été additionné
a 1250 pl de la solution méthanolique de la vanilline a 4%, puis homogenéisé par le vortex.
Le mélange obtenu a été laissé réagir a température ambiante pendant 15 min. L’absorbance

est mesurée a 500 nm (Julkunen-Titto et al., 1985).

Différentes concentration comprises entre 0 -200 pg/ml ont €tés préparées a partir
d’une solution mére de la catéchine dans les mémes conditions pour tracer la courbe
d’étalonnage. La teneur en tanins condensés a été ensuite exprimée en milligramme

équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g extrait sec).
I1-5- Activité anti-hémolytique

Dans le but d’évaluer I’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles d’Urtica
urens. Les éechantillons de sang utilisés dans la présente étude ont été fournis par des
bénévoles sains n’ayant pas pris d’anti-inflammatoires non stéroidiens dans les 48 heures

précédentes.
I1-5-1- Préparation de la suspension érythrocytaire

La suspension érythrocytaire a été préparée comme décrit par Haddouchi et al.
(2016). Du sang fraichement prélevé a été mis dans des tubes héparines puis centrifugé a 3000
rpm pendant 10 minutes pour séparer les globules rouges des autres éléments constitutifs du
sang. Le culot globulaire contenant les hématies a été récupéré, puis a subi un lavage trois fois
avec une solution saline de tampon phosphate a pH 7,4 (PBS). Chaque lavage est suivi d’une
centrifugation a 3000 rpm pendant 10min. Apres la derniére centrifugation, le culot a été
resuspendu dans le méme tampon pour obtenir un hématocrite de 10%, qui est utilisé

immédiatement aprés préparation.
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I1-5-2- Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur les érythrocytes

La cytotoxicité des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica urens a été
testéesur les érythrocytes. Les extrais ont été solubilisés dans le tampon phosphate salin, pH
7.4 contenant 5% du DMSO (diméthylsulfoxyde) .Un volume de 500 ul de chaque extrait a
des concentrations différentes (25, 50, 75, 100, 200, 500 pg/ml) a été ajouté a 250 pl de la
suspension érythrocytaire (hématocrite a 10%). Le mélange obtenu a été laissé au bain-marie
pour une incubation de 4 heures a 37°C, en agitant délicatement les tubes toutes les heures.
Ensuite, un volume de 3.75 ml de la solution PBS a été ajouté pour chaque échantillon, puis
centrifugé a 2000 rpm pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a été lue a 540 nm et le
pourcentage d’hémolyse a été calculé selon la formule suivante contre un control réalisé avec

’eau distillé et considéré comme étant I’hémolyse a 100%.

Taux d’hémolyse (%) =

[Abs en présence de I’extrait /Abs de ’hémolyse totale (H20)] x 100

11-5-3- Induction de I’hémolyse par le NaCl

Le test d’effet hémolytique de NaCl a été réalisé selon un protocole effectué sur des
suspensions érythrocytaires a hématocrite de 10%. Dans des tubes a hémolyse, 5 ml de NaCl
(dans le PBS) a différentes concentrations (3.5 mg /ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml et 6 mg/ml,) ont été
ajoutés a 100 pul de la suspension érythrocytaire puis incubés au bain marie a 37°C durant
30minutes. Le mélange obtenu a été centrifugé a 2000 rpm/10 minutes. Les absorbances des
surnagents ont été enregistrées a 540 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV- Visible contre
un contrdle négatif contenant du NaCl isotonique .Un autre tube a été préparé dans les mémes
conditions ou le NaCl a été remplacé par I’eau distillée afin d’induire une hémolyse maximale

par osmose. Les taux d’hémolyse ont été calculé comme précédemment (Louerrad et al.,
2016).

11-5-4- Evaluation de P’activité anti-hémolytique des extraits

Le test de I’activité anti hémolytique a été réalisé selon le protocole suivant (Louerrad et al.,
2016). Une suspension érythrocytaire a 10% a été préparée dans le PBS, 100 ul de cette

derniére ont été ajoutés a 100 pl de chaque extrait déja préparés dans le PBS a différente
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concentration. Le mélange obtenu a été incubé pendant 5 minutes a température ambiante. Un
volume de 5 ml de NaCl (3.5 mg/ml) (préparés dans le PBS) a été ajouté. Le mélange obtenu
a été incubé pendant 90 minutes dans un bain marin & 37°C. Ensuite, il a été centrifugé a 3000
rpm pendant 10 minutes. L’absorbance du surnagent a été lue & 540 nm & I’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible. Deux témoins négatif et positif contenant respectivement 5 ml

de PBS et 5 ml d’eau distillé ont été réalisés dans les mémes conditions,

» Le taux d’hémolyse induit par les différentes concentrations des deux extraits a été

calculé en pourcentage (%) par rapport a I’hémolyse totale, selon la formule suivante :

Inhibition (%) =
[Abs NaCl — Abs extrait] / Abs NaCl] x 100

11-6- Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type (SD) pour des expériences
réalisées en triplicata (n=3). Une étude statistique a été faite, a 1’aide du logiciel
GraphPadPrism 6, pour la mise en évidence des differences significatives par la méthode
ANOVA One way, suivi par le test post-hoc de Tukey’s. Les valeurs ont été considérées

différentes quand p <0,05.
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I11-1- Résultats et interprétations

111-1-1- Taux d’extraction

Les taux d’extraction des feuilles d’Urtica urens en utilisant les trois solvants a 70%,
méthanol, éthanol et acétone ont été calculés par rapport a la matiére seche initiale. Les
résultats obtenus montrent des rendements d’extraction de l'ordre de 10.22% pour le
méthanol 70% (EM), 10.52% pour I’éthanol 70% (EE) et 9.08% pour ’acétone 70% (EA).

I11.1.2. Dosage des meétabolites secondaires

111.1.2.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica

urens est illustrée dans la (figure 4):
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Figure 4 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica
urens (EM : extrait méthanolique, EE : extrait éthanolique et EA ; extrait acétonique). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test ANOVA one way suivi du test
de Tukey’s a été utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05)

D’apres les résultats, I’extrait éthanolique a enregistré la teneur la plus élevée avec un

taux de 70.99 = 7.10 mg EAG/g d’extrait sec, suivi de I’extrait acétonique qui a donné une
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teneur d’ordre 64.21 + 4.69 mg EAG/g d’extrait sec. Enfin, le taux le plus bas a été enregistré
avec l’extrait methanolique (44.47 + 1.40 mg EAG/g d’extrait sec). Une différence
significative des teneurs en polyphénols totaux a été observé entre 1’extrait méthanolique et

les extraits éthanolique et acétonique.

111.1.2.2. Teneur en flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides totaux des différents extraits d’Urtica urens sont

représentés dans la figure 5 :
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Figure 5 : Teneurs en flavonoides des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica urens
(EM : extrait méthanolique, EE : extrait éthanolique et EA ; extrait acétonique). Les valeurs
sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test ANOVA one way suivi du test de
Tukey’s a été utiliseé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

D’apres ces résultats, on remarque qu’il existe une différence significative (P<0,05)
entre les teneurs en flavonoides des extraits hydro-alcooliques d’Urtica urens. La teneur
laplus élevée a été enregistrée pour I’extrait éthanolique des feuilles qui est de 45.41 +
6.005mg EQ/g d’extrait sec, ensuite celle de 1’extrait acétonique de 1’ordre de 39.54 + 12.18
mg EQ/g d’extrait sec, en dernier I’extrait méthanolique qui a enregistré la teneur la moins

élevée avec 12+ 0,69 mg EQ/g d’extrait sec.
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111.1.2.3. Teneur en flavones et flavonols

La teneur en flavonols et en flavones des extraits hydro-alcooliques d’Urtica urens est

déduite dans la figure 6 :
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Figure 6 : Teneurs en flavones et flavonols des extraits hydro-alcooliques des feuilles
d’Urtica urens (EM : extrait méthanoliqgue, EE : extrait éthanolique et EA ; extrait
acetonique). Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=3). Le test ANOVA one
way suivi du test de Tukey’s a été utilisé pour examiner la signification statistique des
données. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P
<0,05)

Selon les résultats illustrés ci-dessus, on constate que la teneur en flavonols et
flavones dans l'extrait hydro-acétonique d’Urtica urens est considérable (18.33+ 2.25 mg
EQ/g d’extrait sec) par rapport a ’extrait éthanolique (13.89 + 0.53 mg EQ/g d’extrait sec).
D’autre part I’extrait méthanolique a enregistré une faible teneur par rapport aux autres
extraits avecun taux de 7.49 + 0.05 mg EQ/g d’extrait sec. Les flavonols sont une classe
importante de la famille des flavonoides, des molécules qui ont une activité biologique
intéressante comme les effets antioxydants (piégeage des radicaux libres), antimicrobiens,
anti-inflammatoires, et ils ont été considérés comme des agents anticancéreux potentiels
(Company et al., 2013).

111.1.2.4. Teneur en tanins condensés

Le dernier dosage qui a été effectué est celui des tanins condensés.
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Les résultats obtenus indiquent unedifférence significative (P<0,05) entre les trois extraits, et sont

illustrés dans la figure 7 :
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Figure 7 : Teneurs en tanins condensés des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica
urens (EM : extrait méthanolique, EE : extrait éthanolique et EA ; extrait acétonique). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test ANOVA one way suivi du test
de Tukey’s a ¢été utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement difféerentes (P < 0,05).

Les résultats montrent que les trois extraits hydro-alcooliques d’Urtica urens
représentent une différence significative (P<0,05). Les teneurs en tannins condensés des deux
extraits méthanolique (45.36 + 4.90 mg EC/g d’extrait sec) et éthanolique (66.43 + 1.73 mg

EC/g d’extrait sec) sont relativement faibles par rapport a I’extrait acétonique (108.5 + 2.53).
111.1.3. Evaluation de I’activité anti-hémolytique

111.1.3.1. Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur les érythrocytes

Pour evaluer I’effet des différents extraits d’Urtica urens sur les érythrocytes,
plusieurs concentrations de ces derniers ont été testées pour induire a une éventuelle

hémolyse. Les résultats sont représentés dans les histogrammes de la figure 8 :
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Figure 8 : Effet hémolytique des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica urens (EM
extrait méthanolique, EE : extrait éthanolique et EA ; extrait acétonique). Les valeurs sont
exprimées en moyenne * écart-type (n=3). Le test ANOVA one way suivi du test de Tukey’s
a été utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne partageant
pas une lettre commune sont statistiguement différentes (P < 0,05).

L’étude statistique a montré qu’il existe une différence significative (P<0.05) entre le
pourcentage d’hémolyse induit par les différents extraits (méthanolique, éthanolique et

acétonique) d’Urtica urens comparé a I’hémolyse compléte induite par H>O.

D’apres les résultats, on remarque que le pourcentage de I’effet hémolytique de
I’extrait méthanolique (EM) des feuilles d’Urtica urens a des concentrations 25 pg/ml
(0,49+0,09 %) et 50 pg/ml (2,57 0.30%) a enregistré une légére hémolyse comparé a
I’hémolyse du témoin positif (H20 : hémolyse complete).On constate aussi que le
pourcentage de ’hémolyse a augmenté en allant d’une concentration de 75ug/ml (19,27 +
1.52 %) jusqu’a 500 pg/ml, cette dernieére a donné un pourcentage (78,48 + 2.09 %) tres

élevé proche d’une hémolyse a 100% (H20).
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L’effet hémolytique de I’extrait éthanolique (EE) des feuilles d’Urtica urens & des
concentrations allant de 25 pg/ml jusqu’a 50 pug/ml a enregistré des faibles pourcentages
d’hémolyse (0,23 + 056 % et 4,74 + 0,77 %, respectivement). Par contre, ’effet hémolytique
a augmenté a des concentrations de 75ug/ml (14,07 = 2,21%) jusqu’au 200 pg/ml (47,10 +
0,77%). Enfin, une forte hémolyse (88,60 = 1,72 %) a été enregistrée avec une

concentrationde 500 pg/ml.

D’autre part, une légere hémolyse a été enregistrée avec I’extrait acétonique (EA) a
des concentrations de 25 pg/ml (0,23+0,45 %) et 75ug/ml (4,48+ 1,67%). De la méme facon
que les extraits éthanolique et méthanolique, le pourcentage de I’hémolyse de I’extrait
acétonique a augmenté considérablement a partir d’une concentration de 100pg/ml (23,61 +
1,52 %) pour atteindre son maximum a 500ug/ml (86,01 + 1,97 %).

111.1.3.2. Evaluation de I’effet hémolytique induit par le NaCl sur les

érythrocytes

Les résultats de 1’hémolyse induite par le chlorure de sodium, agent oxydant qui
possede la capacité de détruire la membrane suite a la peroxydation lipidique des acides gras
insaturés présents dans la membrane érythrocytaire, sont représentés dans la figure 9
(Lourrard et al., 2016).
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Figure 9 : Variation du pourcentage d’hémolyse induit par le NaCl a difféerentes
concentrations. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test ANOVA
one way suivi du test de Tukey’s a été utilisé pour examiner la signification statistique des
données. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P
< 0,05).
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D’aprés les résultats obtenus (Figure 9), les différentes concentrations de NaCl testées
ont induit un taux d’hémolyse considérable qui varie entre 47.73 = 6.62 % pour la

concentration de 6 pg/ml jusqu’a 63.76 + 1.92 % pour la concentration de 3.5 mg/ml.

111.1.3.4. Evaluation des effets anti hémolytiques des extraits sur les

érythrocytes

L’activité anti-hémolytique a été testée sur deux extraits méthanolique et éthanolique
d’Urtica urens pour évaluer leur capacité a protéger les érythrocytes humains de la lyse
cellulaire induite par le chlorure de sodium (3.5 mg/ml). Les résultats des taux d’hémolyse
induite par le chlorure de sodium en présence des extraits sont rapportés dans la figure 10 :
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Figure 10 : Effet anti-hémolytiques des extraits hydro-alcooliques des feuilles d’Urtica urens
(EM : extrait méthanolique et EE : extrait éthanolique) a différentes concentrations contre
I’hémolyse induite par le NaCl. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3).
Le test ANOVA one way suivi du test de Tukey’s a été utilisé pour examiner la signification
statistique des données. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune sont
statistiquement différentes (P < 0,05).

D’apres les résultats, on constate que les extraits sont beaucoup plus puissants aux
concentrations de 25 et 50 pg/ml, et c’est I’extrait éthanolique qui est le plus efficace. En
effet, en présence de 25 et 50 ng/ml de I’extrait éthanolique, les taux d’hémolyse des GR par
le NaCl étaient respectivement de 1’ordre de 8.86 = 1.14% et 27.99 + 1.42%. Par contre, aux
mémes concentrations de I’extrait méthanolique, les taux d’hémolyse sont respectivement de

I’ordre de 33.60 + 2.12% et 44.65 + 2.28%. En présence d’une concentration de 75ug/ml
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des différents extraits d’Urtica urens (éthanolique et méthanolique) le taux d’hémolyse des
hématies par NaCl était respectivement de 1’ordre 37,22+ 0.78 % et de 56.73 +0.92 %.

Les pourcentages d’inhibition augmentent de maniére inversement proportionnel par
rapport a la concentration (tableau 1X). A une faible concentration de 25 ug/ml, ’extrait
¢thanolique a donné le plus grand pourcentage d’inhibition de ’hémolyse (86,1%) comparé a

I’extrait méthanolique (47,30%.).

Tableau IX : Taux d'inhibition de I'némolyse induite par le NaCl aprés traitement des

érythrocytes par différentes concentrations des extraits éthanolique et méthanolique d’Urtica

urens.
Concentration d’extrait % d’inhibition de % d’inhibition de
(1g/ml) I’hémolyse par I’extrait I’hémolyse par I’extrait
éthanolique méthanolique

25 86.1 47.30

50 56.09 29.97

75 41.62 11.02
Discussion

Les plantes possédent des propriétés biologiques qui sont généralement attribuées a
leurs teneurs en composes phénoliques, la détermination de ces derniers apparait comme un
indicateur de leurs activités biologiques (Santos-Sanchez et al., 2014 ; Pavun et al., 2018).
L’extraction est la principale étape de la récupération et de [lisolation des composés
phytochimiques a partir de la matiere végétale et son efficacité dépend de leurs nature
chimique, la méthode d'extraction utilisée, la taille des particules dans I'échantillon, la
présence de substances interférentes ainsi que les solvants utilisés (Do et al., 2014). Les
solvants les plus appropriés sont les mélanges aqueux contenant de I'éthanol, ’acétone et
méthanol (Dai et Mumper, 2010).

Dans la présente étude, trois extractions par macération des feuilles d’Urtica urens ont
été réalisées. Différents rendements des extraits hydro-alcooliques ont été obtenus, le taux

d’extraction éthanolique a été plus élevé par rapport aux deux autres extractions
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méthanolique et acétonique. Cette différence pourrait étre expliquée par la nature des
composeés actifs qui peuvent se solubiliser dans chaque mélange, car la granulométrie de la
poudre végétale ainsi que les conditions d’extractions étaient les mémes (Bonnaillie et al.,
2012). De méme, il a été prouvé que I’éthanol est le meilleur solvant pour sa capacité a
extraire le maximum de composés phénoliques polaires mais aussi apolaires, il est aussi
préféré en raison de son souci de respect de I’environnement car il est moins toxique (Cowan,
1999 ; Bonnaillie et al., 2012), contrairement au méthanol qui est un solvant toxique et
permet ’extraction des composés phénoliques généralement polaires (Benmeziane et al.,

2014).

Les résultats du dosage montrent que la teneur en polyphénols totaux est plus élevée
dans I’extrait éthanolique, suivi par 1’extrait acétonique puis en dernier 1’extrait méthanolique.
Les travaux conduits par Mulinacci et al. (2004) et Katalinic et al. (2010) confirment nos
résultats en indiquant que 1’éthanol en combinaison avec I’cau permet une meilleure
extraction des polyphénols totaux. L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la
solubilité des polyphénols par modulation de la polarit¢ du solvant organique. Cette
augmentation est peut étre due a l'affaiblissement des liaisons d'hydrogéne dans les solutions
aqueuses, ainsi qu’a l'augmentation de la basicité et de I’ionisation des polyphénols dans de
telles solutions (Sripad et al., 1982). La solubilité des polyphénols dépend principalement du
nombre de groupements hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine
carbonique de squelette de base (Mohammedi et Atik, 2011). Par conséquent, pour obtenir
des fractions riches en polyphénols, il est préférable d’employer des mélanges du solvant
organique appropri¢ avec de I’eau. L’éthanol et I’eau sont préférables car ils ont I’avantage
d’étre non polluants, moins chers et non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le

méthanol (Joki¢ et al., 2010).

Les flavonoides ont une large répartition dans le monde végétal et sont présents dans
toutes les parties des plantes supérieures (Benchaachoua et al., 2018). lls possedent une
structure particuliere comme la position des groupements hydroxyles et carbonyles ainsi que
la double liaison donnant ainsi des dérivés flavones et flavonols (Jamiuddin et al., 2019).
D’une maniére générale et indépendamment des solvants, La fraction flavonoidique est
inférieure par rapport a la teneur en polyphénols totaux. L’analyse statistique des resultats des
teneurs en flavonoides obtenues montre que la concentration la plus élevé est obtenue aussi
avec I’extrait éthanolique des feuilles d’Urtica urens avec une valeur de 45,41 (écart type) mg

EQ/g. Par contre, les flavones et flavonols sont majoritairement plus élevées dans I’extrait
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acétonique des feuilles de la petite ortie. L’extrait méthanolique était le moins riche en
flavonoides et en flavones et flavonols. En effet, quel que soit le mode d’extraction, 1’éthanol

et l’acétone restent les meilleurs extracteurs des flavonoides comme il a été annoncé par

Mahmoudi et al., (2013).

L’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé,
des conditions opératoires (Chavan et al., 2001). L’acétone a enregistré la teneur la plus
¢levée en tanins condensés, suivie par I’éthanol, cela peut étre expliqué par la richesse de ces
derniers en groupements hydroxyles OH (Bravo, 1998). En revanche, 1’extrait méthanolique a
enregistré un taux faible en tanins. En effet, Collin et Crouzet (2011) ont montré que
I’acétone, et I’éthanol sont les solvants les plus recommandés pour récupérer sélectivement les
acides tanniques de haut poids moléculaire tel que les pro-anthocyanidines, grace a leur
capacité de solubiliser ceux qui ne sont pas solubles dans le méthanol (Kennedy, 2002).

Le globule rouge, reste un modele d’étude cellulaire intéressant car sa structure est
simple et sa fonction de transport de ’oxygene et d’hémoglobine 1’expose particulicrement
aux attaques radicalaires (Antonelou et al., 2010). Il est ainsi vulnérable a 1’oxydation a cause
de son contenu riche en acides gras polyinsaturés (Rocha et al., 2009). Ce dernier est aussi
choisi comme mode¢le en biologie cellulaire et moléculaire pour I’étude de la cytotoxicité in

vitro a cause de leur facilité d’isolement et leurs simplicité (Wajeman et al., 1992).

La membrane cellulaire constitue généralement une premiere ligne de protection de la
cellule. Ce principe souligne les divers intéréts et méethodes pour évaluer les caractéristiques
intrinséques de la membrane: sa stabilité, fluidité, déformabilité et d’autres propriétés
viscoélastiques. La fragilité osmotique des globules rouges, par exemple, dépend des
changements structuraux spécifiques que leur membrane subit lorsque la cellule est soumise a

un stress osmotique (Mounnissamy et al., 2008).

L’activité hémolytique induite par le chlorure de sodium a été observée a partir d’une
concentration de 3.5 mg/ml, suite a un stress oxydatif ce qui est en accord avec les résultats
rapportés par Louerrad et ses collaborateurs (2016). L'effet hémolytique d’une solution
hypotonique est lié a une accumulation excessive de liquide dans la cellule (Habibur
Rahman et al, 2015; Labu et al., 2015). Les propriétés hémolytiques d’un agent
hypotonique sont attribuées a son interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire
ce qui induit a une augmentation de la perméabilité et la perte membranaire des globules

rouges avec un mouvement des ions : entrée de Na* et H>O, sortie de K", la membrane éclate,
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provoquant ainsi la libération de I'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide
environnant (Majester-Savornin, 1991).

Il est admis que les activités biologiques sont dépendantes de la dose, ceci est de
méme pour la bio activité et la toxicité d’une substance. Dans cette étude les doses utilisées
pour les activités anti-hémolytiques ont été déterminées aprés une étude de toxicité des
extraits étudiés. L’ intérét de la plante exige qu’une approche de sa toxicité soit étudiée, ce qui
nous a menés a évaluer ’effet hémolytique des extraits de la petite ortie sur les globules

rouges humains.

D’apres nos résultats, nous constatons que les 03 extraits (éthanolique, acétonique et
méthanolique) présentent un effet toxique trés faible aux concentrations de 25 et 50 pg/ml.
Par contre, au dela de 75 pg/ml, les trois extrait deviennent toxiques vis-a-vis des globules
rouges humains et provoque de forte hemolyse qui dépassent les 80% aux concentrations de
500 pg/ml. Ceci est en concordance avec la notion que toute substance biologiquement active
est susceptible de produire des effets indésirables, voire nocifs a de fortes doses.

Concernant 1’¢tude de D’activité antihémolytique des extraits des feuilles d’Urtica
urens a des concentrations allant de 25 pg/ml jusqu’a 75ug/ml révéle que le traitement des
érythrocytes avec les extraits éthanolique et méthanolique des feuilles d’Urtica urens a
augmenté leur résistance a I’effet néfaste du NaCl d’une maniére inversement proportionnel a

la dose. L’inhibition hémolytique a été observée en ajoutant les extraits d’ortie brulante.

La présence d’une corrélation inverse entre ’hémolyse et les teneurs en polyphénols
totaux et en flavonoides, cela est di au role actif des polyphénols totaux surtout des
flavonoides qui possédent I’effet anti hémolytique et protége les hématies contre I’oxydation.
(Valente et al., 2011 ; Cherrak, 2017). il a été rapporté que les substances de la famille des
flavonoides sont responsables de 1’activité antihémolytique et plus exactement la classe des
flavonols qui réagiraient avec les radicaux pyroxyles propageant la chaine pour arréter la
peroxydation, inhibant ainsi I’hémolyse et ceci est probablement due a leur structure
phénolique, en particulier au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les

noyaux aromatiques (Dai et al., 2006).
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Conclusion

Le travail que nous avons mené s’inscrit dans le cadre de la valorisation d’une plante
medicinale qui est Urtica urens. De ce fait, nous avons mis en évidence sa composition
phytochimique en utilisant des différents solvants (éthanol, méthanol et acétone), ainsi que ses

proprietés antinémolytique par un modele expérimental de globule rouge.

Les résultats obtenus suite aux dosages quantitatifs des métabolites secondaires nous
ont permis de mettre en évidence la richesse d’extrait éthanolique des feuilles d’Urtica urens
en polyphénols totaux, tanins condensés ainsi qu’en flavonoides par comparaison aux extraits

méthanolique et acétonique, ce qui a révélé que le choix du solvant utilisé varie les teneurs.

L’étude de la cytotoxicité des extraits d’Urtica urens sur les érythrocytes humains a
montré qu’ils sont toxiques a des doses supérieures a 75 pg/ml, avec des taux d’hémolyses qui

dépassent les 80% lorsque les concentrations testées étaient de 500 pg/ml.

Le model hémolytique utilis¢ dans cette étude, a savoir le chlorure de sodium s’est
montré tres efficace, suite a sa capacité de provoquer des dommages au niveau de la

membrane plasmique des globules rouges et induire a un taux d’hémolyse de 63%.

Pour I’étude de I’activité anti-hemolytique, les extraits éthanolique et méthanolique
exercent un effet antihémolytique tres important (86,1% et 47,30%, respectivement) a une trés
faible de dose de 25ug/ml. Cet effet antihémolytique diminue au fur et a mesure que la

concentration des deux extraits augmente.

Ces résultats restent initiaux et partiels, et d’autres travaux s’imposent tant au niveau
chimique que pharmacologique. Il serait donc judicieux a I’avenir d’approfondir 1’étude
phytochimique sur cette plante en essayent d’identifier et de purifier ses composés
phénoliques et de tester leurs effets sur ’hémolyse et la peroxydation lipidique des globules

rouges.
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Annexe | : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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Annexe Il : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
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Annexe I11 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavones et flavonols
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Annexe 1V : Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés
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Résumé

L’ortie (Urtica urens) est une plante médicinale de la famille des urticacées, trés répandue dans le
bassin méditerranéen et largement connue en médecine traditionnelle comme antioxydant et antihémolytique.
L’objectif de ce travail est d’évaluer in vitro ’effet anti-hémolytique des feuilles d’Urtica urens, contre
I’hémolyse induite par le NaCl sur les érythrocytes humains. L’étude du contenu des extraits: méthanolique,
éthanolique et acétonique en composés phénoliques ont été estimés par des dosages colorimétriques. Les
résultats ont prouvés la richesse de ces derniers en polyphénols, flavonoides ainsi qu’en flavonols et flavonones.
Une teneur plus élevée en tanins condensés a été enregistrée par I'extrait acétonique. La cytotoxicité de ces
extraits a également été évaluée. L’ensemble des extraits ont exhibés un effet toxique qui dépasse les 80%a une
forte concentration (500ug/ml), par contre, a des concentrations allant de 25ug/ml a 75ug/ml les extraits ont
exercés un effet protecteur. Pour le test de ’activité anti-hémolytique, ’extrait éthanolique a donné le plus grand
pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse (86,1%) comparé a I’extrait méthanolique (47,30%) a une faible
concentration de 25ug/ml. Les résultats obtenus prouvent le potentiel bénéfique des feuilles d’Urtica urens dans
la prévention des pathologies hémolytique.

Mots clés : Urtica urens, érythrocytes, I’activité antihnémolytique, NaCl.

Abstract

Nettle (Urtica urens) is a medicinal plant of the Urticaceae family, widespread in the Mediterranean
basin and widely known in traditional medicine as an antioxidant and antihemolytic. The objective of this work
is to evaluate in vitro the anti-hemolytic effect of Urtica urens leaves, against NaCl-induced hemolysis on human
erythrocytes. The study of the content of the extracts: methanolic, ethanolic and acetonic in phenolic compounds
were estimated by colorimetric assays. The results proved the richness of the latter in polyphenols, flavonoids as
well as flavonols and flavonones. A higher content of condensed tannins was recorded by the acetone extract.
The cytotoxicity of these extracts was also evaluated. All the extracts showed a toxic effect exceeding 80% at a
high concentration (500ug/ml), on the other hand, at concentrations ranging from 25ug/ml to 75ug/ml the
extracts exerted a protective effect. For the anti-hemolytic activity test, the ethanolic extract gave the highest
percentage of inhibition of hemolysis (86.1%) compared to the methanolic extract (47.30%) at a low
concentration of 25ug/ml. The results obtained prove the beneficial potential of Urtica urens leaves in the
prevention of hemolytic pathologies.

Key words : Urtica urens, erythrocyte, antihemolytic activity, NaCl.
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