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Introduction

Introduction genérale

epuis I’antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes
qu'ils avaient a leur disposition. Qu'est-ce qui les a guidés a
employer une plante plutét qu'une autre? Le hasard? La religion?
La superstition? L'expérience, certainement (Iserin, 2001).
Malgré le développement de l'industrie pharmaceutique les plantes médicinales
occupent toujours une place importante dans le dispositif thérapeutique partout dans
le monde. En effet, les remedes naturels constituent une alternative dans les systemes
de soins primaires.

Les avancées de la médecine ont permis de mieux comprendre la physiologie du
corps humain et les réactions chimiques permettant son bon fonctionnement. Dés lors,
bon nombre de pathologies ont vu leurs mécanismes de survenue identifiés.
L’oxydation, si elle est nécessaire a la vie, peut aussi avoir un effet délétere : le stress
oxydant peut entrainer de séveres dommages cellulaires et de
nombreuses pathologies telles  quela  sénescence  cellulaire, les  maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, et divers cancers (Kiran et al.,
2023).Pour se protéger de ce type d’agression, notre organisme produit ou fait appel a
une source exogene d’antioxydants ( Desmier,2016).

Par ailleurs, Les maladies thrombotiques artérielles ou veineuses constituent
actuellement un probleme majeur de santé publique et sont associée a une morbidité
importante, a une mortalité prématurée et a des colts économiques élevés (kunutsor
et al., 2020) c’est pour ¢a de nombreuses études sont focalisées sur la découverte des
agents antithrombotiques naturelles pour la prévention et le traitement de ces maladies
vasculaires (Choi et al., 2022).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable et importante de
substances bioactifs ayant des activités biologiques et pharmacologiques tres variees
(Les et al.,2021). Il a éte largement démontrée que ces proprietés curatives sont
étroitement liées a la présence de centaines de composés bioactifs. Ces composés sont
connus sous le nom de métabolites secondaires et constituent une large gamme de
biomolécules, telles que les polypheénols, les alcaloides, terpénes, etc... (Neha et al.,
2019).



Introduction

La présente étude, est consacrée a la valorisation phytochimique d’une plante
médicinale de la pharmacopée maritime 'Cassia angustifolia vahl’ appartient a la
famille Fabacées et connue localement sous le nom de «Senna makki». Le choix de
cette plante est baseé sur le fait que cette derniere est surtout reconnue en thérapeutique
traditionnelle pour ses propriétés remarquables (traitement de la constipation aigué,
les troubles intestinaux et digestifs, les maladies inflammatoires et respiratoires..).

Il a été mentionné par leMessager d’Allah2s% ou il a dit : « Je vous recommande, le
séneé et le sinoute (anis ou le fenouil selon les avis). lls contiennent tous les deux une
guérison contre toutes les maladies, sauf le sam qui est la mort » (Silsilat As-
Sahiha/1798).
Pour cela, notre travail vise a atteindre les objectifs suivants:
> Préparation des extraits phénoliques a partir de la partie aérienne de Cassia
angustifolia vahl.
> Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides présent dans les
extraits de la plante.
> Analyse et caractérisation phytochimique des extraits.
> Evaluation de I’activité antioxydante des extraits in vitro par deux tests (DPPH
et le pouvoir anti-hémolytique).
> Evaluation de I’activité antithrombotique des extraits in vitro par plusieurs
tests (temps de céphaline-kaolin (TCK), temps de Quick (TQ) et du taux de

fibrinogéne (FIB), ainsi que le test de pouvoir thrombolytique).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Pharmacop%C3%A9e_de_la_Compagnie_fran%C3%A7aise_des_Indes_orientales
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Chapitre | Présentation du Cassia angustifolia vahl

I. Etude de la plante
1. 1. Présentation de la famille Fabaceae

La famille des Fabaceae (Fabacées) également appelée la famille des haricots, des
pois ou des légumineuses, est la famille principale du genre Cassia et la troisieme plus
grande famille de plantes a fleurs sur terre (Asfaw etal., 2021), appartient a 1’ordre
des Fabales. Comptant 765 genres et 19500 espéces, elle regroupe, selon la
classification phylogénétiqgue APG 11 (2009), 3 sous-familles : Caesalpinioideae,
Mimosoideae et Faboideae. (Petit., 2011)

L’origine de cette famille se trouve chez les rosacées a gousse appelées par les
premiers botanistes « légume» d’ou le nom donné a la famille (Blaise et al., 2020), les
Fabacées sont représentées par des plantes a port tres variable, herbacées
annuelles ou vivaces, dressées, lianes ou plantes volubiles, arbustes et méme arbres.
C'est une famille a répartition cosmopolite, présente dans tous les continents (a
I'exception de [I'Antarctique), des zones froides a tropicales(Peirs., 2005 ;
Herendeen., 2022).

Elle représente une trés grande famille de plantes économiquement importantes (Shi
et al., 2015). Les graines de ces espéces constituent une source protéique végétale
pour l'alimentation animale et humaine, elle produit également des essences
d'exploitation, des plantes ornementales et médicinales (Shreya etal., 2023).

1.2. Cassia angustifolia vahl

communément appelé senna makKki, c’est une espece de petits arbustes de la famille
des Fabacées qui est cultivé commercialement dans le sud de I'Inde, et utilisé dans
divers systemes de médecine indigéne contre plusieurs maladies, presque chaque
partie de la plante (c'est-a-dire les feuilles, les gousses et leurs graines) a différentes
propriétés médicinales et peut étre entre dans certain nombre de préparations
pharmaceutiques( Brinckmann et al., 2018). Il peut étre cultivé méme dans des
conditions salines et pluviales. La culture du séné n'exige pas beaucoup de dépenses
en irrigation, fumure, pesticides, protection et autres soins avant et apres recolte
(Tripathi., 1999).

1.2.1 Description botanique

Le séné est un arbuste de 1 a 2 m de haut, a forte racine, parfois buissonnant que

I'on trouve dansles pays tropicaux et subtropicaux (Kumar etal., 2022).Les tiges sont

ligneuses. Les feuilles sont étroites et allongées, longues de 6 centimetres, largesde 1

5
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centimétre et demi, aigues au sommet, minces et d’une belle couleur vert jaunissant a
I’air humide. Les folioles sont légérement asymétriques (5 cm de long sur 2 cm de
large), ovales a lancéolées. Les nombreuses fleurs jaunes zygomorphes (3 cm) sont
groupées en épis axillaires. Les gousses sont des follicules aplaties et membraneuses,
de couleur verte ou brunatre plus ou moins foncée,longues de 4 a 7 cm sur 1 a 3 de
largeur , a contours elliptiques ou réniformes , bivalves et divisées intérieurement en
une série meédiane de petites loges qui contiennent, chacune, une graine faisant plus
ou moins saillie & leur surface .Sa période de floraison est souvent entre mois d'avril &
juin (Khurmet al., 2020)

Figure 2 : Feuilles, gousses, graines et poudre de feuilles de Cassia angustifolia
(khan., 2020).
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1.2.2. Nom vernaculaire

Les noms vernaculaires de Cassia angustifolia vahl sont présentés dans le tableau

suivant:
Tableau 1 : Noms vernaculaires de Cassia angustifolia vahl.
langue Noms
Arabe Sabins; (3 yliall
Francais Séné ; sené de tinnevelly
Anglais Tinnevelly Senna ; Indian Senna

1.2.3. Position systématique
Selon Dongarwar et al.(2020),la classification botanique de 1’espéce Cassia

angustifolia est présentée dans le tableau suivant
Tableau 2: Classification taxonomique de Cassia angustifolia vahl d’apres

Dongarwar et al. (2020).

Reégne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Angiospermae

Classe Dicotyledoneae

Sous classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae

Sous famille Caesalpiniaceae
Genre Cassia
Espéce Cassia angustifolia Vahl
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1.2.4. Habitat et répartition géographique

Cassia angustifolia vahl , plante commercialisée sous le nom de ‘Tenivelly senna’
ou 'Séné indien’, est originaire de la péninsule arabique, de la somalie et du Yémen.
Les médecins arabes ont utilisé le séné pour la premiere fois a des fins médicinales au
IXe siécle. Il est également utilisé depuis longtemps dans la médecine traditionnelle
arabe et européenne, principalement comme cathartique (Kumar., 2022). Il a été
introduit en Inde au milieu du XVIlle siécle par des marchands arabes de la région
deTirunelveli au Tamil Nadu.Actuellement, le séné est cultivé en Europe occidentale,

en Afrique du Nord et dans les pays d'Asie du Sud-est (Amrianto et al., 2023).

Figure 3 : Répartition géographique de Cassia angustifolia vahl en inde (kumar et
al.,2022).

1.2.5. Composition chimique de Cassia Angustifolia vahl

De nombreuses études phytochimiques ont montré que Cassia angustifolia vahl
contient un amalgame de métabolites secondaires dans leurs diverses parties.

Les gousses et les feuilles de Cassia angustifolia possédent de nombreux composés
chimiques issus du métabolisme secondaire. Les composés majoritaires se forment
essentiellement des dérivés anthracéniques. Ces derniers existentsous deux
catégories :

e la premiére, la plus active pharmacologiquement est constituée des dérives
anthracéniques combinés en hétérosides appelés sennosides.
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e La deuxiéme, inactive pharmacologiquement est constituée de dérivés
anthracéniques libres (Rouibi., 2011)

De plus, le séné renferme 10 a 12 % de matiere minérale, des flavonoides
notamment le kaempférol, du polyol (le pennitol), du mannitol, des saponines, des
polysaccharides, des dérivés naphtaléniques issus de la cyclisation d’un poly- -
cétoester, du mucilage, de 1’huile essentielle et des polyphénols résines (Khan.,
2020).
1.2.5.1. Structure chimique des dérivés anthracéniques libres

Les différentes structures de ce groupe sont caractérisées par la présence de
composés phénoliques et des dérivés de 1’anthracene (fig 4) a différents degrés

d’oxydation (anthrones, anthranols, anthraquinones) (Sahraoui., 2015).

6 3
10 4

h

Figure4 : Structure chimique de 1’anthracene.

Chez les anthrones le carbone C-10 est un carbone méthylénique. Selon le PH, ces
anthrones peuvent étre accompagnés de leurs formes oxydées, les anthranols. Au
cours de la dessiccation des feuilles et des fruits, deux processus de transformation
entrent en jeu : 1’0xydation, qui conduit a des hétérosides anthraquinoniques et la

dimérisation, qui engendre des hétérosides de dianthrones (Bruneton.,2009).

[a ( OH
0
anthaquinone anthrone anthranol

Figure 5 : Structure chimique des dérivés anthracéniques (Bruneton.,2009).

Selon que les anthrones constitutives du dimére ainsi formé sont identiques ou

différentes, on parle d’homodianthrones et d’hétérodianthrones. Cette dimérisation est
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une réaction enzymatique qui ne s’observe que chez le séné quand le séchage est
effectué a la température modérée (40°C). Géneralement, on désigne souvent
anthrones et anthranols par le terme de (formes réduites) et les anthraquinones par
celui de (formes oxydée) (Bruneton., 2009).

Du fait de [linstabilitt des anthrones, les formes libres qui peuvent
occasionnellement exister dans les feuilles séches et les fruits du séné sont toujours
des anthraquinones. Les formes réduites, quand a elles, n’existent que combinées

c’est-a-dire sous forme d’hétérosides : anthracénosides ou sennosides (Rouibi.,2011).

OH OH ¢ O H OH 0 OH
|
CH, " .‘ 'I CH,0H '| .l 'I COOH
0 0 0

chrysophanol aloe-émodol rhéine

émodol physcion

Figure 6 : Structure chimique des dérivés hydroxyanthracéniques (Rouibi., 2011).

1.2.5.2. Structure chimique des dérivés anthracéniques combinés en hétérosides

ou sennosides.
Les hétérosides sont composés de deux parties :

e Celle qui renferme un sucre, le glucose. Elle exerce un effet favorable sur la
solubilité des glucosides ainsi que leur absorption et son transport vers un
organe.

o [L’effet thérapeutique est déterminé par la seconde partie, la plus active,
nommee aglycone ou genine. La liaison du glucose avec la génine engage
normalement 1’hydrolyse phénolique en C8. Plus de 80% des principes actifs
du séné sont représentés par des sennosides A, B, C, D, G et la rhéine-8-

glucose. (Bruneton, .,2009).
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1.2.5.2.1. Les sennosides A et B
Les sennosides A et B sont majoritaires. Ce sont des diglucosides d’une génine

homodianthronique symétrique (Bruneton.,2009).

Sennoside A Sennoside B
Trans Meso
Glu\ Glu\
O“ COOH O‘O COOH
COOH COOH
o~ - = ~ £ e

Figure 7 : Structure chimique des sennosides A et B.
1.2.5.2.2. Les sennosides C et D

Les sennosides C et D sont des composés qui ont la méme structure chimique mais
sont présents en petites quantités (Nilofer et al.,2022 ). Ce sont des diglucosides

d’une génine hétérodianthronique dissymétrique (rhéine-anthrone + aloe-émodol

anthrone).
Sennoside C Sennoside D
Trans Meso
Glu\_ . a0 Glu\\ . & e
l I . CH20H ] l l CH20H
COOH COOH

a1 > il £ e - = s
Glu Glu

Figure 8: Structure chimique des sennosides C et D

1.2.5.2.3. La Rhéine-8-glucose
C’est un glucoside de naphtaléne. Chez Cassia Angustifolia, il porte le nom de 6-

de glucoside tinnevelline (Qayoom et al., 2023).

11



Chapitre | Présentation du Cassia angustifolia vahl

™~

OH (@) OH O

HO OH
HO “
o o

Figure 9 : Structure chimique de glucoside tinnevelline.

1.2.5.3. Localisation des sennosides dans la plante

Il existe des différences notables de composition entre les plantes fraiches et
séchées. Dans les plantes fraiches, les composés anthracéniques libres sont
majoritaires. Dans la plante séchée, on y trouve les dérivés anthracéniques combinés
(Bruneton.,2009).

Dans les jeunes racines, on trouve des dérivés anthroniques de type chrysophanol.
Dans les racines agées on trouve souvent les dérivés de type anthraquinone. Dans les
graines, les composés actifs sont localises dans le péricarpe et sont semblables a ceux
formés dans les feuilles. Les graines possedent tres peu de sennosides par rapport aux
feuilles, mais il a été constaté que les cotylédons de plante de trois jours peuvent
contenir des teneurs équivalentes a celles des feuilles. La teneur des sennosides dans
les graines varie approximativement de 1.2 & 2.5% chez Cassia angustifolia. Dans les
feuilles la teneur en sennosides varie de 2.5 a 8% (Bruneton., 2009).

1.2.6. Propriétés organoleptiques de Cassia angustifolia

La couleur des préparations du séné est jaune faible. Son aréme est unique, son goQt
est légerement amer. C'est pourquoi il est recommandé de toujours le prendre en
association avec d'autres plantes aromatiques.

1.2.7. Usage traditionnel et propriétés biologiquesde Cassia angustifolia

Les racines et les parties aériennes de Cassia angustifolia sont couramment
utilisees depuis I'Antiquité dans la médecine traditionnelle pour leurs propriétés
médicinales. 1ls sont connus pour leurs vertus anti-constipation, antiacides,
antispasmodique. lls sont utilisés comme remedes pour traiter de diverses maladies de
la peau, l'ulcere gastroduodénal, I’anémie, I'anorexie, les maladies respiratoires, les
maladies cardiaques et la migraine (Balasankar et al.,2013), le diabéte sucré et en
tant qu'agents anti-inflammatoires, surtout dans les inflammationsurinaires (Osman et

al.,2017 ; Cuellar et al., 2001), le rhumatisme et la traitement des hémorroides.
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Les metabolites secondaires du Cassia angustifolia conferent a cette plante
plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques. En effet, plusieurs phénols
isolés de cette plante possédent des propriétés analgésiques (H.EI-Morsy., 2013),
antimutagene, antioxydante, anti-obésité et cytotoxique contre des lignées cellulaires
humaines de cancer (Ishtiag Ahmed et al., 2016). L'extrait éthanolique de C.
Angustifolia est caractérisé par un pouvoir antidiabétique, une activité inhibitrice de
I'alpha-amylase. (Kaushalkumar Jani et al., 2020), et peut réguler les troubles du
tractus gastro-intestinal aprés des opérations abdominales (Srivastava et al., 2006). Il
possede également une activité anthelminthique, antimicrobienne, et antibactérienne
surtout vis-a-vis Escherichia coli etStaphylococcus aureus(Abbas et al.,2020 ; Lal et
al.,2022), et une activités insecticides et larvicides(Kamaraj et al.,2010). D'autres
propriétés antivirale, anti-pollution ont été rapporté (Rothan et al., 2014 ; Sydiskis et
al.,1991).

1.2.8. Effets indésirables et contre-indications de Cassia angustifolia

L’action laxative ou purgative du séné dépend de la quantité utilisée. Des quantités
excessives peuvent causer des coliques intestinales, des vomissements ou nausées,
une diarrhée occasionnelle, des crampes abdominales, des hépatites toxiques ou des
flatulences.

Ces effets sont rares en cas d’utilisation conforme a la dose recommandée. Cette
utilisation doit étre de court terme (ne dépassant pas 2 semaines) .Comme pour les
autres laxatifs stimulants, le séné est exclu pour les personnes souffrant
d'inflammation du cdlon tel que la maladie de Crohn, de maux intestinaux d'origine
inconnue et de constipation chronique. De méme, il n'est pas recommandé pour les
personnes victimes d'une forte déshydratation, a cause des carences en sodium et en
potassium qu'il peut entrainer, également il est contre-indiqué chez les personnes qui
connaissent des troubles cardiaques, chez les femmes enceintes ou allaitantes et chez

les enfants agés de moins de 12 ans.
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I1.Introduction
Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent
dans l’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans
I’organisme. On distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites
primaires et les métabolites secondaires. (Hartman., 2007)
11.1. Les métabolites primaires
Les métabolites primaires sont des composés de faible poids moléculaire, communs
a toutes les plantes (Matthias et Kliebenstein., 2020). Elles se caractérisent par leur
caractére essentiel et vital a la survie de la cellule ou de 1’organisme (Kahlouche.,
2014).
e Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des
parois cellulaire (cellulose).
e Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les
membranes cellulaires.
e Les amino-acides représentent une source primaire de construction des
protéines(Kahlouche.,2014).
11.2. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des composés qui ne sont pas nécessaires a la vie
d'une cellule (organisme), mais jouent un role dans l'interaction de la cellule
(organisme) avec son environnement. Ces composés sont souvent impliqués dans la
protection des plantes contre les stress biotiques ou abiotiques (Pagare et al., 2015).
Les métabolites secondaires sont composés principalement en trois grandes

familles, les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides.

H terpénoides
M composés phénoliques

i alcaloides

Figurel0: Répartition de différents métabolites secondaires des plantes
(Brahmkshatriya et Brahmkshatriya, 2013).
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e Les substances phénoliques "Composés aromatiques” comme les flavonoides,
les coumarines, les tanins, la lignine.

e Les terpénes, constituent le plusgrand ensemble des métabolites
secondaires avec plus de 22000 molécules. Cette catégorie contient les
hormones végétales, les pigments, les stérols, les hétérosides et une grande
partie d’huiles essentielles.

e Les alcaloides, par exemple la scopolamine, la morphine, Lacodéine, la

caféine, la nicotine, la cocaine et I’atropine (Bouhaddouda., 2016).

11.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments
synthétisés par les végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire.
(Gordon J McDougall., 2017). Ces composés sont présents dans toutes les parties
des plantes mais avec une répartition quantitative qui varient entre les différents
tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiées (Waksmundzka-Hajnos et al.,
2011), allant de simples molécules comme les acides phénoliques a des substances
hautement polymérisées comme les tanins (Faller et Fialho.,2010). Ils sont
synthétisés par ’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de défense
face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou
abiotiques (lumiere, rayonnements UV, faible température, carences). Les
polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux
(couleur, astringence, ardme, amertume) (Dini et Grumetto., 2022).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur
la santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses
pathologies comme le cancer, les maladies dégénératives, cardio-vasculaires, les
troubles inflammatoires et les maladies infectieuses (Khan et al., 2021)

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢é au moins un
groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester,
glycoside...) (Bruneton, 1999).
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Les composés phénoliques

|
v v v v v v

Acides phénoliques Flavonoides Stilbénes Coumarines Lignans Tannins

v

y v v

Acides
hydroxy-
benzoiques

\ 4

Acides , Tannins Tannins
Resvératol

hydroxy- Hydrolysables Condensés

cinnamiques

v

v v v v v y

Flavonols Flavones Flavanols Flavanones Anthocyanidines Isoflavones

Figure 11 : Différentes classes de polyphénols (Watson, 2018).

11.2.1.1. Acides phénoliques

Cette classe est divisée en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.
Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiquessont dérivés de 1’acide benzoique (dérivent par
hydroxylation de I’acide benzoique) et ont une formule de base de type C6-C1. Les
dérivés substitués des acides hydroxybenzoiques sont les acides phénoliques
prédominantsdans les plantes. Les acideshydroxybenzoique qui se produisent
fréquemment dans les aliments comme des esters simples avec de I'acide quinique ou
du glucose sont : 1’acide protocatéchique, vanillique, ellagique gallique, syringique,
salisylique et I’acide gentisique (Calinoiu et Vodnar, 2018).
Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la
structure posséde un cycle aromatique associé a trois carbones C6-C3, par exemple :
I’acide caféique, ’acide férulique, p-coumarique (ses isoméres o- et m-coumariques),
et ’acide sinapique. Ces acides sont rarement présents a 1’état libre et existent

généralement sous forme d’esters ou de glycosides (Balasundram et al, 2006).

17



Chapitre 11 Métabolisme des plantes médicinales

o
V4

OH

HO

Figure 12: Structure chimique de 1’acide phénolique : I’acide de hydroxybenzoique
(A), et hydroxycinnamique (B) (Calinoiu et Vodnar, 2018).

11.2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides Ce sont le groupe le plus répandu et largement distribué de
polyphénols végétaux. lls sont presents dans différents tissus de plantes comme les
fleurs, les fruits, les racines, les tiges et les feuilles. 1ls forment le plus grand groupe
de métabolites secondaires impliqué dans diverses fonctions dans les plantes tel que la
coloration des tissus, la défense contre les pathogénes, I’attraction des
pollinisateurs...etc. Jusqu’a présent plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. La
structure de base de flavonoides est dérivée du corps C15 dans le modele C6C3C6
constitué de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par un pont a 3 carbones qui est
habituellement un hétérocycle oxygéné (cycle C). lls peuvent étre subdivisés en
plusieurs classes (Figure 13) selon leur variation en structure (Sarma, 2011 ; Tapas
et al., 2008).
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Figure 13 : Les principaux aglycones des flavonoides (Bouchouka, 2016).
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11.2.1.3. Stilbénes

Les stilbenes ou les stilbénoides sont des polyphénols naturels formés a partir d’une
structure comportant deux noyaux benzéniques liés par un pont de deux carbones C6-
C2-C6(De Filippis et al., 2019). Ce sont des phytoalexines, composés produits par les
plantes en réponse a l'attaque par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et
viraux. Les sources principales des stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les
arachides (Crozier et al., 2006).

R,=R;= K’7=0H, R,=FR" = R =H Resvératrol
R,=R.=0CH: , R2=K"=R’.=H, R",=0H ptérostilbéne
R =glucose, R;=R°=R";=H, R:=R’:=0H picéide

Figure 14 : Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes.

11.2.1.4. Coumarines

Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques constituées de neuf
atomes de carbone caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane-2-one. Les
coumarines, trés largement distribuées dans le regne végétal, ont la capacité de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux

hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Mpondo et al., 2015).

Ry
=
HO [} 0
E,=H Umbelliférol
R ,=0H Aescultol
E=0CH; Scopolétol

Figure 15 : Quelques exemples des structures chimiques des coumarines.

19



Chapitre 11 Métabolisme des plantes médicinales

11.2.1.5. Tanins

Les tanins sont des polyphénols a haut poids moléculaire (500-5000). Leur saveur
astringent mais ayant en commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la
rendre imputrescible. Cette aptitude est liée a leur propriété de se combiner et de
précipiter avec les protéines, ce qui explique leur tannant. Les tanins sont répandus
dans le réegne végétal mais ils sont particulierement abondants dans certaines familles
comme les coniferes, les fagacées et les rosacées. L’accumulation de ces molécules
dans le végétal s’effectue essentiellement dans toutes les parties de la plante : écorce,
bois, feuilles, fruits et racines (Catier et Roux., 2007).Deux sous-classes se
distinguent encore parmi les tannins : les tannins hydrolysables et les tannins
condensés. Cette premiére sous-classe a une structure de base de polyesters d’acide
gallique et d’éllagitannines (acide hexahydroxy-diphénique), avec comme plus illustre
exemple 1’acide tannique (Figure 16). La seconde sous-classe des tannins condensés

correspond aux polymeres d’unités catéchiques (Figure 17) (Bravo, 1998).

Figure 16: Exemple des tanins hydrolysables.
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Figure 17: Exemple des tanins condenses.

11.2.1.6. Lignanes

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines
de composés ont été isolés dans environ soixante dix familles (Bouchouka, 2016).0n
les trouve en plus forte concentration dans le lin et les graines de sésame et en faibles

concentrations dans les fruits et les légumes (Peterson et al., 2010).

(A)

5 P B )
.+ CH,4 ;
;QI—I-/_ Ila

(€) o

Figure 18 : Exemples des structures chimiques des lignanes. (A) unité de
phénylpropane C6-C3. (B)Sauriol A (lien B-f ). (C) rufescidride.
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11.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant
essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur
structure chimique, avec un degré variable de caractére basique (Marouf et Reynaud,
2007). lls peuvent étre localisés dans toutes les parties de la plante mais se retrouvent
le plus souvent dans certains organes, comme les organes végétatifs, les téguments de
la graine, les tissus périphériques, I'épiderme et couches sous épidermiques des
feuilles ... etc. Ils peuvent étre spécifiques de la plante OU de l'organe végétatifs
(Bruneton., 1999).

Les alcaloides sont utilisées dans de nombreux médicaments, ils affectent chez
I’étre humain le systéme nerveux particuliérement les transmetteurs chimiques tels
I’acétyl choline, norepinephrine , acide aminobutyrique (GABA), dopamine et la
serotonine. D’autres effets pharmacologiques sont attribués é¢galement aux alcaloides
telles que I’effet analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria
(quinine), anti- hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale
(caféine), dépressant cardiaque et diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur et
sympathomimeétique (éphédrine) (Badiga.,2011).

s
N N._O
</ | K Caféine
. N..
h CH,

Figure 19: Structure chimique de la Colchicine et Caféine.
11.2.3.Terpénoides

Les terpénes (Terpénoides) representent la plus grande classe de composeés
organiques rencontrés dans la nature avec plus de 40 000 structures signalées a ce
jour. Sa structure chimique de base est constituée d'une unité isopréne (CsHs).Selon le
nombre d'unités d'isoprene, les terpenes sont classés en mono-, sesqui- et di-terpenes
(C10, C15 et C20, respectivement) (Sang cho et al., 2017).
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Ces molécules se présentent en forme des huiles essentielles, pigments (caroténe),
hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Singh et al.,2017).En effet, ils
possedent un large éventail d'activités biologiques, notamment anticancéreuses,

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes et antiallergiques. (Yang et
al.,2020).

CH,
C CHo

Figure 20 : La structure de la molécule d'isopréene.
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I11.1.L°oxydation dans le corps humain
I11.1.1. Physiologie de ’oxydation

Dans des conditions physiologiques, I’oxygéne moléculaire est un élément crucial
pour la vie des organismes aérobiques, toutefois il peut former des espéces
partiellement réduites et fortement toxiques appelées les radicaux libres ou encore les
especes oxygeénees reactives (EOR). Aux doses faibles, les EOR sont trés utiles pour
I’organisme et jouent des réles importants dans divers mécanismes physiologiques tel
que la transduction du signal, I'entretien et le fonctionnement de I'organisme ainsi que
dans le processus de la fécondation, de la maturation et du mouvement
cellulaires(Favier,2003).1ls jouent aussi un rdle majeur dans la production de
médiateurs cellulaires, I'élimination des produits toxiques et la défense contre
I'invasion des microbes et des virus, de méme que contre les cellules tumorales
(Senghor,2020). Ces especes reactives participent dans de nombreuses fonctions
biologiques. A titre d’exemple le NO’joue un rdle dans plusieurs processus
physiologiques tel que la protection cardiaque, la régulation de la pression artérielle,
la neurotransmission et les mécanismes de défense. Les especes réactives (O,", H,0-,
NO) intervient aussi dans la maturation, I’hyperactivation des spermatocytes et la
fusion de spermatocyte avec 1’ovocyte. Les espéces réactives oxygénées et azotées
participent aussi dans la différentiation cellulaire 1’apoptose, I’immunité et la défense
contre les micro-organismes (Lemaoui, 2011).
111.1.2. Physiopathologie de I’oxydation

Les EOR deviennent néfastes et toxiques pour I’organisme a des doses excessives.
Cette surproduction des EOR au dela des capacités antioxydantes des systémes
biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans D’apparition de
plusieurs maladies allant de 1’artériosclérose au cancer tout en passant par les
maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du vieillissement
(Meziti,2009).
111.1.3. Radicaux libres et Stress oxydatif
111.1.3.1. Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
apparies, ce qui le rend extrémement réactif (Benlmlih et al., 2012). L’ensemble des
radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé : espéces réactives de

I’oxygéne (Merouane et al., 2014).
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Les radicaux libres sont électriquement neutres ou chargés (ioniques) et
comprennent dans les milieux biologiques I'atome d'hydrogeéne, le radical hydroxyle,
I'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne (eau oxygénée), etc (Favier, 2003)
(Tableau 3).Les radicaux libres sont des especes chimiques relativement instables qui
jouent un role dans I’action de certains traitements anticancéreux, de méme qu’a
I’origine du vieillissement. Leur structure comprend un électron célibataire qu’ils
cherchent a apparier en attaquant et en endommageant les molécules voisines (Dia,
2019 ; Andrés juan et al., 2021). L’appellation « dérivés réactifs de 1’oxygene »
n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygéne proprement dit
(radical superoxyde (O,™), radical hydroxyle (OH"), monoxyde d’azote (NO’),....), et
certains dérivées oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante
(peroxyde d’hydrogéne (H,O,), peroxynitrite (ONOQO?) (Oueslati, 2017).

111.1.3.1.1.Principaux radicaux libres

e L’anion superoxyde O," : La molécule d’oxygéne, mise en présence d’une

quantité d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et
former ainsi I’anion superoxyde. Cet anion intervient comme facteur oxydant
dans de nombreuses réactions.

e Le radical hydroxyle OHe: Il est tres réactif vis-a-vis des structures organiques

et jouee un role initiateur dans I’auto-oxydation lipidique.

e Le radical peroxyde: ROQs.

e L'oxygene singulet : forme « excitée » de ’oxygéne moléculaire, est souvent
assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité.

Tableau 3: Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Phaniendra et
al., 2015).

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique
Radical hydroxyle OH’
Radical hydroperoxyde HOO’
Radical peroxyde ROO’
Radical alkoxyle RO’
Peroxyde d’hydrogene* H,0,
Peroxynitrite ONOO’
Anion superoxyde 0,”

* Espéce active de I’oxygene, non radicalaire.
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La grande majorité des radicaux libres sont impliquées dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme normal, état
redox normal pour I’expression de génes) (Defraigne et al., 2008). lls jouent
égalementun réle important dans la production de médiateurs cellulaires, I'élimination
des produits toxiques et la défense contre I'invasion des microbes et des virus, ainsi
que contre les cellules tumorales. Les radicaux libres peuvent étre aussi impliqués
dans la pathogenése des maladies qui peuvent éventuellement conduire au
déreglement de I'organisme et a son vieillissement (Senghor, 2020).
111.1.3.2. Stress oxydatif

Lorsque 1’'un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libres (RL) montre un échec, 1’action des radicaux libres devient incontrolable, ce qui
conduit a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et
potentiellement a la mort de I’organisme (Durackova et al, 2008). La conséquence
des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite «stress oxydant». Ce terme
est défini initialement comme étant un désequilibre profond de la balance entre les
pro-oxydants et les antioxydants (Figure 21) en faveur des premiers (Chiha et al.,
2016). Cette définition ne signale aucun effet délétere d’un tel changement sur la
fonction des tissus et n’indique pas I’origine de ce déséquilibre s’il est dii a une
augmentation de la production des oxydants ou a une diminution de la capacité
réductrice des tissus .Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini
comme étant un déséquilibre entre la production et 1’élimination des métabolites
réactifs de 1’oxygéne et du nitrogene en faveur de leur production conduisant a des
dommages potentiels et a des dégats cellulaires irréversibles (Kehili, 2016, Smaga et
al., 2015).
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Figure 21 : Balance entre les systémes pro-oxydants et antioxydant (Favier et
al.,2006).

Les mécanismes d’oxydation des composés insaturés biologiques (acides gras,
caroténoides, polyphénols...) sont souvent des réactions radicalaires avec 1’oxygene
moléculaire et présentent trois phases principales (Marc et al, 2004).

Une phase d’initiation dont I’intervention d’un radical hydroxyle HO", qui arrache
un atome d’hydrogéne en position. Une phase de propagation ou il se forme un radical
peroxyde (ROO") qui déstabilise une deuxiéme molécule d’acide gras polyinsaturés
AGPI conduisant a un hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH) et a un nouveau radical,
assurant ainsi la propagation du processus et enfin une phase de terminaison, ou se
recombinent les différents radicaux pour aboutir a des composés stables. Des sources
importantes de radicaux libres sont les mécanismes des cycles redox, produites dans
I’organisme, tels que 1'oxydation des molécules comme les quinones. Ce cycle redox a
lieu soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de ces composés au hiveau du
cytochrome P450. Les rayonnements ainsi que les particules inhalées (amiante, silice)
sont aussi capables de géneérer des radicaux libres (Favier, 2003).

111.1.3.2.1.0rigine et mécanisme du stress oxydatif

Face a la rupture de I'équilibre de la balance pro-oxydants et antioxydants
I’organisme peut étre confronter a une production beaucoup trop importante de

radicaux libres pour étre maitrisée, Ceci sera observée dans les intoxications
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auxmétaux lourds, dans I’irradiation, dans les ischémies/reperfusions suivant des
thromboses. La rupture d'équilibre peut provenir d'une défaillance nutritionnelle ou de
la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la nutrition comme les
vitamines ou les oligo-éléments, Enfin, la mauvaise adaptation peut résulter
d'anomalies genétiques responsables d'un mauvais codage d'une protéine soit
enzymatiquement antioxydante soit synthétisant un antioxydant (comme le gamma
glutamyl synthétase produisant le glutathion), soit régénérant un antioxydant, soit
couplant la défense a I'énergie (comme la G6PD), soit d'un promoteur de ces mémes
génes que la mutation rendra incapable de réagir a un exces de radicaux.
Généralement le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs et se
produire dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non

pas dans tout I’organisme (Senghor, 2020).

cellule attaquée cellule avec
cellule normale par des radicaux stress oxydatif

PR kil B

Figure 22 : oxydation des radicaux libres (Senghor, 2020).

111.1.3.2.2.Conséquences du stress oxydant

En cas de stress oxydatif, une partie des RL échappe au systeme de contréle et vont
donc pouvoir attaquer des cibles cellulaires (Sall, 2018), Les radicaux libres
provoquent la peroxydation des lipides membranaires, altérant la perméabilité des
membranes, et la structure des lipoprotéines. Les radicaux libres entrainent également
une rigidité de la membrane augmentant a perméabilité. Ils provoquent la dénaturation
et ’inactivation des protéines (oxydation des acides aminés, désamination en dérivés

carbonylés, fragmentation des chaines polypeptidiques). Certaines protéines peuvent
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au contraire étre activées aprés modifications, comme pour certains facteurs de
transcription. Au niveau de I’ADN, de nombreuses 1ésions sont induites par les RLO.
Les bases de ’ADN sont en effet trés sensibles aux RLO, qui induisent la formation
de nombreux dérivés, par addition, oxydation ou fragmentation. (Hininger)

L’équilibre de la balance pro-antioxydante est important pour I’homéostasie de la
cellule. En effet, lorsque sa toxicité est maximale, le stress oxydant peut conduire a la
mort cellulaire. Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses
maladies(Rajendran et al., 2014). La multiplicité des conséquences médicales de ce
stress ne doit pas nous surprendre car il sera, selon les maladies, localisé & un tissu
(cataracte) et des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des espéces radicalaires
différentes et sera associ¢ a d’autres facteurs variables et a des anomales génétiques
spécifiques d’un individu.

Par la création de molécules biologiques anormales et la surexpression de certains
génes, Selon Ismail et al (2010), le stress oxydatif sera la cause initiale essentielle de
plusieurs pathologies parmi lesquelles [’athérosclérose, vieillissement accéléré,
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire
aigu. Ainsi les relations entre stress oxydant et cancer s’avére trés étroites, les
radicaux libres intervenant dans I’activation des procarcinogenes en carcinogenes,
créant des lésions de I’ADN, amplifiant les signaux prolifération et inhibant les
antioncogénes comme P53.

Le stress oxydant sera aussi un des facteurs potentialisant la genése de maladies
plurifactorielles telles le diabéte, la maladie d’Alzheimer les rhumatismes et les
maladies cardio-vasculaires(Hininger).
111.1.3.2.3. Pathologiesliéesau stress oxydatif

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine
de différentes maladies humaines, allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant
par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabéte
(Tableau 4). Le role du stress oxydant a été également évoqué méme dans des
processus physiologiques tel que le vieillissement. De plus, la plupart des maladies
induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les

défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux avec
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constituants oxydés (Benslama, 2020 ; Pizzino et al., 2017 ).

Tableau 4 : Les principales affections liées a la production des radicaux libres et des

EOR.
Pathologie Références
Diabete (Asmat et al., 2015)
Cancer (Pizzino et al., 2017)

Troubles neurodégénératifs
Maladies cardiovasculaires
Maladies inflammatoires
Acrthrite rhumatoide
Maladies respiratoires
Vieillissement

Athérosclérose

(Niedzielska et al., 2015)
(Dubois-deruy et al.,2020)
(Hussain et al.,2016)
(Flores et al.,2016)
(Santus et al., 2014)
(Liguori et al.,2018)

(Khosravi et al.,2019)

Maladies rénales (Gyuraszova et al.,2020)

111.1.3.3. Antioxydants

Il peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou
empécher I’oxydation de ces substrats (Cano et al., 2006). C’est une molécule qui est
capable de neutraliser les formes actives de 1’oxygéne et permet de maintenir au

niveau de la cellule et de I'organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux

libres(Azat Aziz et al., 2019).

En effet, les cellules possedent un ensemble complexe de defenses anti-oxydantes.

Celles-ci peuvent étre divisees en systémes non enzymatiques, apportés par une
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alimentation saine et équilibrée sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C,
E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique. Deplus,
certains oligoéléments tels que le sélénium, le cuivre et le zinc, cofacteurs des
enzymes antioxydantes et des systémes enzymatiques constitués d’enzymes
(superoxyde dismutase (SOD), catalase et glutathion peroxydase (GPX)), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases (Tableau 5)(Fettah, 2019)

Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans tous
les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extra cellulaires (Chiha et al.,2016).

Tableau 5 : Les composés antioxydants majeurs des cellules (Benabed, 2018).

Catégorie Structure Site Actions

Systémes enzymatiques

Le cytosol aussi le

Superoxyde Cu/Zn SOD noyau Dismutation d’O,-.enH,0;.
dismutase (SOD)  Mvinsop La mitochondrie
CuSOD Le plasma

Catalase

Homoproteine

tetramérique

Peroxysomes

Dismutation de I'H,0; et
réduction de I'éthyl et le
méthyl hydroperoxyde

Cycle redox de GSlI

Réduction d’ H202 et autres

hydroperoxydes (peroxydes

GSH peroxydase Selenoprotéine Cytosol, aussi la|de lipides, produits de
mitochondrie lipoxygenase)
Réduction de disulfides a
GSH réductase Protéine dimérique Cytosol, aussi la | faible poids moléculaire

mitochondrie
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Composés liposolubles

Conversion d’O,-.et "OH et

les radicaux péroxyls des

a-tocophérol Vitamine liposoluble Fluides lipides en des formes moins
(Vitamine E) extracellulaires réactives
Précurseur  de  la | Membranes Piégeage d’O,-., et réagit
p-carotene vitamine A directement avec les radicaux
péroxyl
Produit du catabolisme | Sang, tissus Réagit avec ROO-
Bilirubine d’hemoprotéine
Composés hydrosolubles
Vitamine hydrosoluble | Large  distribution | Piégeage direct d’O,-., et
Acide ascorbique dans les liquides | -OH, neutralise les oxydants
(Vitamine C) intra et | des neutrophiles stimulés
extracellulaires
Piégeage d’OH"O2- prévient
Acide urique Base purine oxydée Large distribution I’oxydation de la vitamine C,
se lie aux métaux de
transition
Carbohydrate Large distribution Piégeage d’-OH
Glucose
Acide aminé Large distribution Réduction de  plusieurs
Cystéine COMPpOsés organiques
Réaction direct avec O,-., et
GSH (glutathion) Tripeptide Intracellulaire ‘OH et les radicaux libres

organiques

La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les antioxydants

bloquent cette chaine et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules du

corps. Les antioxydants vont se lier aux radicaux libres et realisent une réaction
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d'oxydation avec eux, ce qui va les rendre inoffensifs et donc rendre impossible leurs
oxydations par les protéines ou les acides gras (Kraza, 2021).
111.1.3.4. Polyphénols naturels comme antioxydants

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui
peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome
d’hydrogeéne. Leurs structures leurs confeérent une activit¢ antioxydante et anti-
radicalaire aussi importante (Lezoul, 2021 ; Apak et al 2007). Ils peuvent agir en tant
qu'agents réducteurs, donneurs d'hydrogene, chélateurs de métaux et piégeurs
d’oxygene singulet (Ezez Asfaw.,2022).

111.2. Activité Antithrombotique
111.2.1. L’hémostase

L'hémostase concerne I'ensemble des mécanismes biochimiques et cellulaires qui
concourent a la prévention et a l'arrét des saignements, comme en cas de lésion
vasculaire, et d’un autre coté préviennent et régulent la formation d’un caillot et sa
dissolution (Batty et al., 2010).

L’hémostase est un processus localisée et rapide. Elle est souvent représentée
comme une balance en état d’équilibre. Toute rupture de 1’équilibre fait pencher la
balance soit vers le risque thrombotique (Thrombose veineuse, AVC, Embolie
pulmonaire...) soit vers le risque hémorragique (allant de la simple pétéchie a

I’hémorragie mortelle) (Fig 23) (Amiral, 2020).

[ Equilibre |

Risque thrombotique Acteurs de | Risque hémorragique
I"hémostase
(Plaguettes, facteurs
de coagulation...)

Figure 23 : Représentation de la balance de I’hémostase (Gibout.,2014).
111.2.1.1.Acteurs de I'hémostase
Quatre acteurs majeurs interviennent dans 1’hémostase primaire : la paroi vasculaire,

les plaquettes, le facteur Willebrand et le fibrinogene.
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111.2.1.1.a. Paroi vasculaire

La paroi vasculaire est organisée de 1’extérieur vers 1’intérieur selon 3 tuniques (Fig
24), la tunique externe ou adventice est constituée essentiellement de tissu conjonctif
et est riche en collagéne et en fibres élastiques, elle permet la motricité nerveuse et
I’apport nutritif aux vaisseaux. La média constitue la charpente musculo-€élastique des
vaisseaux. Enfin l'intima, en contact avec le sang, possede une monocouche de

cellules endothéliales et une structure sous-endothéliale (Sinegre, 2021)

/_-__
e
Intima e i i
e et
N ot R
O 7"'-
Média .
i~ v -'»/
=af LA g
‘J 2l :
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Figure 24 : Schéma de la structure des vaisseaux (Sinegre., 2021).
111.2.1.1.b. Plaquettes (Thrombocytes)

Les thrombocytes ou plaquettes sont les cellules de I'hémostase primaire. lls
formées dans la moelle osseuse a partir de la fragmentation cytoplasmique des
mégacaryocytes. Leur durée de vie s’étend de 7 a 10 jours, elles circulent dans le sang
a une concentration allant de 150 a 400 G/L; Elles sont également stockées dans la
rate et le foie ou elles sont éliminées par les hépatocytes ou les macrophages (Quach
et al., 2018).
111.2.1.1.c. Facteur de von Willebrand (FvW)

C'est une glycoprotéine multimérique synthétisée par les cellules endothéliales et
les mégacaryocytes, et stocké respectivement dans les granules alpha et dans les corps
de Weibel-Palade .Le facteur de Willebrand est principalement éliminé par les
macrophages du foie et de la rate. Dans la circulation sanguine, dans des conditions de
flux laminaire, il circule sous une forme globulaire peu affine pour les plaguettes
(Connie et al., 2019).
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111.2.1.1.d. Fibrinogene
Le fibrinogene est une glycoprotéine soluble hexamériques de 340 kDal7. Sa
synthese est principalement hépatique. En situation physiologique, le fibrinogene a un
taux plasmatique, chez 1’adulte, comprit entre 2 et Smg/L17. On le retrouve dans le
plasma et les granules alpha. Aussi nommé le facteur | de la coagulation (Denizot,
2020). 1l joue un réle dans I'némostase primaire et la coagulation, dont il est le
substrat final. Lors de I'hémostase primaire, en présence de calcium, il est le cofacteur
participant a l'agrégation plaquettaire par formation de ponts interplaquettaires. Tant
que les plaquettes sont liées entre elles par le fibrinogéne, l'agrégat formé est fragile
car le fibrinogéne est soluble (Prevot, 2016).
111.2.1.2. Physiologie de I’hémostase
En cas de rupture de la paroi d'un vaisseau sanguin, trois phases étroitement liées
sont classiquement décrites dans la littérature (Fig25): I’hémostase primaire, la
coagulation et la fibrinolyse (Ponsen, 2019).
e L'hémostase primaire : ferme la bréche vasculaire par un "thrombus blanc"
(clou plaquettaire).
e La coagulation : qui consolide ce premier thrombus en formant un réseau de
fibrine emprisonnant des globules rouges (thrombus rouge).
e La fibrinolyse : permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur
extension(Hyeulle, 2010).
Ces trois étapes sont initiées simultanément des que le processus d'hémostase est
enclenché (Schved, 2007).

Breche vasculaire

B

Hémostase primaire

clou plaquettaire

@ arrét initial, rapide du saignement
=S Q Coagulation
consolidation par Ia fibrine

&P arrét sécurisé du saignement

Fibrinolyse

dissolution du caillot de fibrine
cicatrisation

5

Figure 25 : Bréche vasculaire et différentes étapes de I’hémostase.
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111.2.1.2.1. L’hémostase Primaire

L’hémostase primaire est la premiére étape du processus de réparation tissulaire.
Elle correspond a I’ensemble des interactions complexes entre la paroi vasculaire, les
plaquettes et les proteéines adhésives du sous-endothélium lors d’une bréche
vasculaire. Ce phénomene arréte le saignement par formation d’un caillot ou clou
plaquettaire (Harif, 2015). Elle comprend essentiellement deux temps : temps
vasculaire et temps plaquettaire.
111.2.1.2.2. Coagulation plasmatique

La coagulation plasmatique est la deuxieme étape de I’hémostase. Elle est
constituée d’une activation en cascade de protéines circulant sous forme zymogéne
(facteurs 11, V, VII, VI, IX, X, XI, XII) (Tableau6), qui acquierent une activité
enzymatique de type sérine-protéase (facteurs Il activés ou lla, Va, etc). Ces facteurs
circulants sont synthétisés au niveau du foie. Cette cascade aboutit a la transformation
du fibrinogene (facteur 1) soluble en fibrine insoluble. Parmi ces facteurs, certains
nécessitent pour étre actifs d’étre synthétisés en présence de vitamine K (facteurs
vitamines K dépendants : 11, VII, IX, X). La coagulation est initiée par le contact entre
le facteur tissulaire et le facteur VII, qui s’active en facteur VIla . Le facteur tissulaire
(FT) est un récepteur exprimé par de nombreuses cellules de 1’organisme, mais est
absent physiologiquement du secteur vasculaire. 1l peut étre exprimé par les cellules
endothéliales a 1’occasion d’une agression ou a la surface des monocytes activés lors
d’une infection par exemple. Le couple FVIIa-FT est capable d’activer le FX en FXa,
mais aussi le FIX en FIXa qui activera ensuite le X. La génération du Xa nécessite la
liaison du X a des phospholipides anioniques, fournis par la membrane plaquettaire.
Elle est fortement accélérée par le Vllla. Les facteurs antihémophiliques A et B
(FVIII et FIX) garantissent donc la formation de FXa en quantité suffisante, et sont
indispensables a 1’hémostase normale. Une autre boucle d’amplification est créée par
I’activation du FXI par la thrombine (Ila). Le Xla ainsi formé peut activer le FIX
(Meyer et al., 2008 ; Nony, 2018). Le systeme de la coagulation fait intervenir
généralement trois voies : une voie extrinséque, une voie intrinséque et autre
commune (Fig26).

Tableau 6 : Nomenclature des facteurs de la coagulation (Meyer et al.,2008).

37



Chapitre 111

Activité antioxydante et antithrombotique

reotme Synonyme G ?lulltllltilll.;u[:lil; n®| fi |':::J'.Ii?-|l1-;::-lle- Aotiving
Pk | Facteur Fletcher | Fonctionne avec HMWK et FXII
Kininogéne Cofacteur d'activation du FXII par kallicréine
de haut PM ct | Cofacteur d'activation FXI par FXlla
(HMWE] Précurseur de la bradykinine
Fi Fibrinogéne (Fg) letE Clivé par la thrombine en fibrine
*Fll Prothrombine (PT) letE Sérine protéase |Activé a la surface de plaguettes par complexe PT
FIll Facteur tissulaire (TF) E Cofacteur Cofacteur du FVII
FIV Calcium letE
L Activé par thrombine
= Prosocoling I E Cotactour Va est cofacteur de l'activation Fll par FXa
FvI Accelérine letE Cofacteur Synonyme de FVa
“Fvil Proconvertine E Sérine protéase |Activé par thrombine
Facteur Activé par thrombine
Sl antihémophilique A | Ik FVllla = cofacteur d'activation FX par FlXa
Facteur
*FIX antihémophilique B | Sérine protéase |Activé par FXla
= F. Christmas
*FX F. Stuart letE Sérine protéase |Activé par le complexe ténase et par Vila - TF
Plasma thromboplastine : o
FXI antécédent (PTA) | Sérine protéase |Activé par FXlla
FXIl F. Hageman | Sérine protéase |Activé par HMWK et kallicréine
F. stabilisant de la . Activé par thrombine
Pl fibrine letE  |Transglutaminase | gy, pijise le caillot de fibrine

111.2.1.2.2.a. Voie extrinséque
Ou coagulation exogene, est déclenchée par la fixation du facteur tissulaire (FT), ou
thromboplastine tissulaire, sur le facteur VII pour former le complexe FT-Vlla qui

\

active a son tour le facteur X. Le FT n’est pas une protéine plasmatique : on le
retrouve sur la face externe de la membrane cytoplasmique de plusieurs cellules,
comme les fibroblastes ou certaines cellules de la région sous-endothéliale des parois
vasculaires. Le complexe FT-Vlla active également le facteur IX de la voie
intrinséque (Nizamaldin et al., 2012).
111.2.1.2.2.b. Voie intrinseque

Ou coagulation endogéne, le complexe FT/Facteur VI activé est également capable
d'activer le facteur IX ou facteur anti-hemophilique B. Le Facteur IXa se fixe a la
surface des phospholipides en présence de facteur VIlla (facteur anti-hemophilique A
active) pour former en présence de calcium un complexe enzymatique: le complexe
Ténase activateur du FX qui rejoint la voie de la coagulation initiée par le FT(Meyer
et al.,2008).
111.2.1.2.2.c. Voie commune

La voie commune de la coagulation se fait par une série de réactions enzymatiques

visant a transformer le fibrinogéne en fibrine (Boutgourine, 2019). Grace au facteur
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X activé, la prothrombine (facteur 1) sera activée en thrombine qui polarisera

le fibrinogene (facteur 1) en filaments

de fibrine insoluble et activera le facteur

XIHlqui a son tour stabilisera le caillot sanguin (Piquard, 2019).
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Figure 26 : Les voies de la coagulation plasmatique (Meyer et al, 2008).

111.2.1.2.3. Fibrinolyse

Dernier processus physiologique de 1’hémostase, la fibrinolyse permet la
dissolution du caillot de fibrine aprés cicatrisation totale de I’endothélium 1ésé. Il
s’agit d’une cascade enzymatique déclenchée de maniere 1égérement différée par
rapport a la coagulation permettant délimiter I’extension du caillot et de le lyser, afin
de rétablir la perméabilité vasculaire (Gaussem et al.,2021).
111.2.2. Maladies thrombotiques

La thrombose est le processus pathologique qui aboutit a formation d'un caillot de
sang (thrombus) par l'interaction de la paroi vasculaire avec les plaquettes et la
fibrine. La formation du clou hémostatique a pour conséquence l'entrave de la
circulation sanguine dans une veine (thrombose veineuse) ou une artere (thrombose
artérielle)(Besbes, 2015).

La maladie thromboembolique artérielle et la maladie thromboembolique veineuse

sont fréquentes et ont été longtemps considérées comme deux entités distinctes tant

39



Chapitre 111 Activité antioxydante et antithrombotique

par leur physiopathologie que par leurs conséquences (Schved., 2017 ; Kossa Esaie
et al, 2022).

L’acteur principal de la complication artérielle aigué est la plaquette, alors que dans
la thrombose veineuse c’est la cascade de la coagulation qui joue un role central
(Kossa Esaie et al, 2022).
111.2.2.1. Thromboses veineuses

La thrombose veineuse, plus communément appelée phlébite, consiste en une
obstruction veineuse partielle ou totale par un thrombus endoluminal dont la
localisation est possible dans tout 1’arbre veineux avec prédominance aux membres
inférieurs. Dans un territoire donné, la localisation peut étre une thrombose veineuse
profonde (TVP) ou une thrombose veineuse superficielle (TVS) (Dao et al., 2017).
111.2.2.1.1. Physiopathologie

Une thrombose veineuse consiste en 1’oblitération plus ou moins compléte d’une
veine profonde par un thrombus dont le mécanisme de formation résulte d’une
coagulation intra vasculaire localisée, induite principalement par la conjugaison de
trois facteurs regroupés sous le terme de triade de Virchow, car décrit par ce dernier
en 1856(Mistler, 2013).

Ces trois facteurs primordiaux sont: stase veineuse, lésion de 1’endothélium
vasculaire, troubles de I’hémostase.

-Les causes de stase veineuse sont I’immobilisation, 1’alitement prolongé, la
compression extrinseéque, 1’insuffisance veineuse, I’insuffisance cardiaque congestive.

-L’endothélium normal exprime des propriétés anticoagulantes et sécrete également
des facteurs procoagulants. Une lésion endothéliale entraine un déséquilibre entre ces
propriétés pro et anticoagulantes aboutissant a la formation d’un thrombus. Elles sont
causées par des lésions traumatiques, des corps étrangers ou secondaires a 1’hypoxie
locale favorisée par la stase veineuse (Paugam,2015).

-Les troubles de la coagulation peuvent étre provoqués par un syndrome
inflammatoire, une leucémie, une thrombocytémie, une polyglobulie ou une
thrombophilie génétique.

Ces trois mécanismes sont intriqués et agissent en synergie pour aboutir a la

formation de la thrombose (Paugam, 2015).
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Le thrombus veineux se développe généralement dans les zones de bas débit
sanguin comme les sinus veineux ou les sacs valvulaires des veines profondes des

membres inférieurs comme le montre la figure 27(Mistler, 2013).

Figure 27: Développement des thrombis au niveau des sacs valvulaires des veines du
membre inférieur (Mistler, 2013).
111.2.2.2. Thromboses artérielles

Les thromboses artérielles sont globalement plus fréquentes que les évenements
thromboemboliques veineux (Sennaoui et al.,2015).

La thrombose artérielle est un processus survenant généralement dans des
vaisseaux malades présentant un épaississement de la paroi vasculaire suite a la
formation de plaques athéromateuses. La croissance des lésions athéromateuses
entraine un rétrécissement progressif de la lumiére du vaisseau qui impacte les
conditions hémorhéologiques locales et affecte ainsi les fonctions adhésives et
activatrices des plaquettes. L'érosion ou la rupture d’une plaque d'athérosclérose
expose une surface thrombogene, entrainant I’adhérence, 1’activation et 1’agrégation
des plaquettes qui peuvent former des thrombi occlusifs, empéchant I’irrigation des
tissus situés en aval et entrainant leur nécrose. Le thrombus peut également emboliser,
relachant des fragments qui peuvent obstruer des vaisseaux de plus petits calibres. Ces
phénomenes sont responsables de pathologies ischémiques graves comme les
syndromes coronariens aigus (infarctus du myocarde), les accidents vasculaires
cérébraux (AVC) et I’ischémie des membres inférieurs (Maurer, 2014).
111.2.2.2.1. Physiopathologie

Les mécanismes pathologiques de la formation d’une thrombose artérielle
ressemblent a ceux de I’hémostase physiologique (Cazenave et al, 2003). La

thrombose artérielle correspond au développement d'un thrombus composé
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principalement de plaquettes et de fibrine dans une artere malade. Elle représente la
complication majeure de l'athérosclérose, qui est une maladie dégénérative de la paroi
des arteres de gros et moyen calibre, caractérisée par I'accumulation de lipides et
déléments fibreux (Libby et al. 2011) (Figure 28). La croissance d'une lésion
athéromateuse diminue progressivement la lumiere vasculaire, menant a une sténose,
qui modifie les conditions théologiques locales. L'érosion ou la rupture de la plaque
d'athérosclerose meéne a I'exposition d'un matériel thrombogene, au contact duquel les
plaquettes adhérent, s'activent et agregent pour former un thrombus. Ce dernier peut
conduire & l'occlusion d'une artere soit au site de formation, soit apres fragmentation
du thrombus en emboles, dans une artere de plus petit calibre située en aval. Ceci
entraine des complications ischémiques graves comme les syndromes coronariens
aigus (SCA), les accidents vasculaires cérébraux (AVC) ou l'ischémie des membres
inférieurs. La thrombose artérielle représente la premiere cause de mortalité dans le
monde (OMS 2011)(Maurer, 2014).

Accumulation de lipides et
d’éléments fibreux

Figure 28: Représentation schématique d’une artére sténosée par une plaque
d’athérosclérose (Maurer,2014).
111.2.2.3. Traitement des maladies thrombotiques

Le traitement pharmacologique est primordial pour limiter les dommages des
thromboses artérielles et veineuses. L’objectif de ce traitement est la récanalisation du

vaisseau occlus et éviter une réocclusion précoce. Actuellement, il existe trois classes
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d’agents pharmacologiques antithrombotiques utilisables, les antiagrégants, les
anticoagulants, et les fibrinolytiques (Tlili, 2015).
111.2.2.3.1. Antiagrégants

Les antiagrégants (aspirine, clopidogrel, ticagrelor...) représentent a I1’heure
actuelle le traitement de réference des thromboses artérielles, mais les anticoagulants
sont aussi recommandés en association avec les antiagrégants et les fibrinolytiques
pour traiter les syndromes coronaires aigus et I’infarctus cérébral (Tlili, 2015).
111.2.2.3.2. Anticoagulants

Les anticoagulants ont révolutionné le diagnostic de beaucoup de complications
thrombotiques et des maladies thromboemboliques (Amiral, 2020). ». lls agissent a
différents niveaux de la cascade de la coagulation mais empéchent tous la formation
du caillot de fibrine. Les anticoagulants sont également utilisés pour la prévention et
le traitement d’événements thrombotiques sévéres. Les plus utilisés sont jusqu’a
présent I’héparine et ses dérivés et les anti-vitamines K (AVK)(Kortchinsky et al.,
2013).
111.2.2.3.2.a. Héparines

Il existe deux types des héparines utilisables et administrées par voie intraveineuse
ou sous cutanée, 1’héparine non fractionnée (HNF) et les héparines de bas poids
moléculaire (HBMP). L’héparine non fractionnée est composée d’un mélange
hétérogéne de chaines polysaccharidiques sulfatées de taille et de structures
différentes extraites de la muqueuse intestinale de porc. Le poids moléculaire varie de
5000 a 35000 daltons alors que les héparines de bas poids moléculaire sont issues de
la dépolymérisation des chaines polysaccharidiques de ’HNF par des procédés
chimiques ou enzymatiques, leurs poids moléculaire varient de 3000 a 5000 daltons.
L’HNF et les HBPM forment un complexe avec I’anticoagulant physiologique
I’antithrombine III potentialisant son effet sur l'inactivation de divers facteurs de
coagulation. Le complexe HNF-antithrombine 11l inactive le plus notamment les
facteurs Xa et la thrombine (facteur Ila), mais a un moindre degré les facteurs 1Xa,
Xla et Xlla, alors que le complexe HBPM-antithrombine Il inhibe particuliérement le

facteur Xa et a moindre degré la thrombine (Lemaoui, 2011).
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111.2.2.3.2.b. Antivitamines K

La vitamine K est un élément nécessaire dans la synthese au niveau du foie de
quatre facteurs de la coagulation, la prothrombine II, la proconvertine VII, le facteur
stuart X, et le facteur antihémophilique B (le facteur IX). Elle intervient dans la
carboxylation des molécules d’acide glutamique de 1’extrémité —N- terminale de la
chaine glycoprotéinique de chacun de ces facteurs. Cette carboxylation est nécessaire
pour I’activit¢é biologique et la fixation de ces facteurs sur les surfaces
phospholipidiques plaquettaires (Batty P, Smith G, 2010).
111.2.2.3.3. Traitement fibrinolytique

Les agents fibrinolytique (streptokinase, urokinase, dérives de l'activateur tissulaire
de plasminogéne...) a pour but de lyser le thrombus artériel ou veineux et il associé le
plus souvent a un traitement antiagrégant et anticoagulant (Lemaoui, 2011).
111.2.2.4. Phytothérapie

Les plantes médicinales qui ont des propriétés anticoagulantes peuvent influer
directement sur I’hémostase et/ou modifier 1’action des antithrombotiques. De
nombreuses plantes possédent un effet antiagrégant plaquettaire (par 1’inhibition des
cyclo-oxygénase, modification des taux de prostaglandine, inhibition de PAF...etc),
des propriétés fibrinolytiques ou inhibitrices de la thrombine (Neu, 2011).

44



2" PARTIE
ETUDE

EXPERIMENTALE

':J' \ |
e
e



https://pastel.diplomatie.gouv.fr/etudesenfrance/
https://pastel.diplomatie.gouv.fr/etudesenfrance/
https://pastel.diplomatie.gouv.fr/etudesenfrance/
https://pastel.diplomatie.gouv.fr/etudesenfrance/

I MATERIELS ET
METHODES




Chapitre | Matériels et méthodes

Les différents protocoles réalisés dans cette étude ont été menés au sein du
laboratoire de la «biochimie appliqué » au département de biologie, Centre
Universitaire Abdelhafid Boussouf Mila. Ce travail comprend 1’étude phytochimique,
I’extraction des polyphénols et leur caractérisation quantitative et qualitative, puis
I’évaluation in vitro des activités antioxydante etantithrombotique des polyphénols de
Cassia angustifolia vahl.

I.Matériel végétal
1.1. Echantillonnage

Le matériel végetal utilisé dans cette étude est constitué des feuilles de Cassia
angustifolia vahl. Elles ont été achetées chez un ancien herboriste de la ville de Mila
en Févier 2023.

Figure 29 : Feuilles du Cassia angustifolia vahl. (Photo personnelle, 2023).

1.2. Méthodologie
1.2.1. Préparation des échantillons

Une bonne préparation des échantillons est essentielle pour toute analyse fiable.
Les échantillons des feuilles ont été d’abord débarrassés de toutes impuretés, puis
séchées a ’ombre a I’abri de la lumiére, et a température ambiante.

Apreés séchage, les feuilles ont été pulvérisées a 1’aide d’un broyeur électrique pour
obtenir une poudre fine, Cette derniére est récupérée apres tamisage et conservée dans
des bocaux en verre fermés hermétiquement et stockés a I’abri de la lumiére jusqu’a

son utilisation.
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Figure30 : Broyage et tamisage des feuilles de cassia angustifolia vahl (Photo
personnelle, 2023).
1.2.2. Extraction des composes phénoliques

Parmi les différentes étapes que constituent 1’analyse et I’identification des
molécules bioactives, 1’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules
d’intérét des sites actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu‘elle détermine
la nature et la quantité des molécules extraites et par conséquent le succes des étapes
suivantes (Michel, 2011).

Dans notre étude, trois méthodes d'extraction ont été utilisées pour analyser les
composés phénoliques : I'extraction Soxhlet, la macération et la décoction.
1.2.2.1. Préparation de I’extrait aqueux

Pour I'extrait aqueux décocte, 20 g de la poudre végétale a été extraite avec de I'eau
distillée (1 litre) & 75 °C pendant 30 min jusqu'a I'ébullition. Le mélange est ensuite
filtré et séché dans I’étuve a 37 C° pendant 72 h. Le résidu sec obtenu a été récupéré
dans des flacons fumés et conservé a +4°C pour protéger ses caractéristiques

physicochimique (Fig31).
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Matériel
Végétale (20 g)

L’eau distillée
bouillante (1 Litre)

e
—

Filtration

Agitation sur
plaque chauffante

Résidu sous forme
cristaux

Figure31 : Protocole d’extraction par décoction des composés phénoliques(Photo

personnelle, 2023).

1.2.2.2. Préparation de I’extrait éthanolique

Une quantité de 20g de matiere végétale broyée (Cassia angustifolia) a été macéré

dans 300ml d’éthanol (707%) sous agitation mécanique a une température ambiante

pendant 2 a 3 jours. Apreés filtration par papier filtre de type Wattman, les filtrats ont

été combinés et évaporés sous pression dans un évaporateur rotatif a 40 °Cpour

éliminé 1’éthanol. La solution obtenue est séchée a 1’étuve afin d’obtenir un résidu

pateux de couleur brun foncé qui représente 1’extrait brut. (fig32)
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Matériel ) 300 ml
Végétale (20 g) Ethanol

Agitation pendant
72h

Réunion

Des filtrats

|

Rotavapeur 40 C° Etuve a 37°

Résidu pateux L’extrait sec

Figure32 : Protocole d’extraction par macération des composés phénoliques (Photo
personnelle, 2023).

Les extraits ont été pesés et stockés a sec jusqu’a I’utilisation, et le rendement

d’extraction de chaque extrait doit étre calculé.

v" Calcul de rendement
La production rentable d'extraits est le rapport entre la masse d’extrait et celle de la

plante seche en poudre. Il est calculé par la formule donnée par Falleh et al (2008).
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R (%)= (Me /M\) X 100

R : La production rentable d'extraits(%).

Me : masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg.
My : masse séche de I’échantillon végétal en mg.

1.2.2.3. Extraction par Soxhlet

L'extraction au Soxhlet a été retenue comme technique d'extraction car elle favorise
I'extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale.
Les extractions au Soxhlet ont été effectuées de facon séquentielle, en utilisant des
solvants de polarité croissante (Figure 33). Cette approche d'extraction permet de
fractionner grossierement les divers produits naturels de la matrice vegétale
(Sirois,2008).

Le corps de I’extracteur contient une cartouche en cellulose remplie de matériel
vegétal. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant et est surmonté d’un
réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le
matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en
soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec
du solvant fraichement distillé. L’extraction est terminée lorsque le solvant
d’extraction devient de plus en plus clair ¢’est-a-dire sans une proportion significative
de soluté (Houghton et Raman, 1998).

Pour la présente étude, 1’extraction par Soxhlet est utilisée et I’hexane est le solvant
d’extraction choisi pour cette méthode. Pour optimiser le rendement en huiles et pour
bien épuiser la poudre de feuilles de Cassia angustifolia, 1’extraction a duré pendant
(6) heures en utilisant 200ml d’hexane chauffé par une chauffe ballon.

Afin de décanter le solvant (hexane) de la matiere graisse (huile de feuille) obtenue
(Fig34), le filtrat est recueilli et subi une évaporation sous vide a l'aide d'un
rotavapeur type Buchi et a température de 35C°.Les huiles sont recupérees et stockées
dans des flacons opaques bien scellés a 1’abri de la lumiére et a une température de

4°C, cela pour éviter toute dégradation de ’essence.

51



Chapitre | Matériels et méthodes

Figure33 : Extraction par soxhlet. Figure34: Délipidation et décantation.

v Calcul de rendement
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre le poids
de I’huile extraite et le poids de la plante sec a traiter. Il est calcule par la formule

suivante:

R=Pn/Ppx 100

R : Rendement d’huile essentielle (%).
P : poids de I’huile essentielle extraite en g.
Pp : poids de la plante traitée en g.

1.3. Analyse qualitative

Le screening phytochimique d’une drogue végétale représente toujours la premicre
étape de I’étude chimique et permet d'orienter les recherches ultérieures (Blond et al.,
2014).

Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des phénoménes de précipitation ou
coloration. Ces techniques permettent de déterminer les différentes familles des
métabolites primaires et secondaires contenus dans un organe végétal.

Les composés phytochimiques sont nombreux, mais on peut dénombrer les
principaux : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides, tannins, anthocyanes),les
coumarines les saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes, les protéines...etc.
(Tableau 7)
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Tableau 07 : Groupes chimiques, réactifs d’identification et indicateurs utilisés.

Groupe chimique

Réactifs d’identification

Indicateur

Metabolites primaires

Lipides - Papier filtre - Formation de taches
- Extrait aqueux translucides au niveau des
gouttelettes
Protéines - NaOH 20% - Une coloration violette, avec
- CuS0O4 2% une teinte rougeatre
Métabolites secondaires
Tanins - FeCl3(17%) -Une coloration verdatre ou

bleu noiratre

Saponosides

- Indice mousse>1cm

-Apparition d’une mousse
persistante

Flavonoides - HCI -Une coloration rouge ou
- Copeaux de magnésium | orange
-H,S0, (107%) - Précipité brun
Alcaloides -Réactif de Bouchardat

Anthraquinones

-NH,OH (10%)

-Une coloration rouge

Quinones libre -NaOH 1% -Une coloration jaune, rouge
ou violet
-NH,OH -Une coloration rouge en
Anthocyanes -H,S0O, milieu acide, et bleu violacée
en milieu basique
Coumarines -KOH (10%) - Précipitation rouge brune
-HCI (10%)
Composés réducteurs - Réactif de Fehling - Précipité rouge brique
- Eau distillée
Stéroides -Anhydride acétique -Une coloration violette qui
-H,SO, vire au bleu puis au vert
Terpenoides - Chloroforme -Formation  d'un  anneau
-H,S0O, marron rouge a l'interphase
Mucilage -Alcool absolu -Formation d’un précipité
MOouSSeux
Substances phénoliques | -FeCls (27%) -Une coloration bleu noiratre

ou vert plus ou moins foncée

L’amidon

-,

-Une coloration bleue nuit

Glycosides cardiaque

- Chloroforme
- H,SO,

-Une coloration brun-
rougeatre
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1.3.1. Caractérisation des métabolites primaires
+ Détection des lipides
Sur du papier filtre, quelques gouttes de chaque extrait sont déposees, le papier est
ensuite séché. La présence de taches translucides au niveau des gouttelettes indique la
présence de lipides (Bruneton, 2009).
+ Détection des protéines
Les protéines ont été mises en évidence par la réaction du Biuret. 1g de broyat a été
ajouté a 2 ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai, auxquels sont ajoutées 2 a
3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSOs a 2%. L’apparition d’une coloration
violette indique une réaction positive (Ould Abdellahi et al., 2017).
1.3.2. Caractérisation des metabolites secondaires
+ Détection des Alcaloides
Quelques milligrammes de résidu sec de I’échantillon (I’extrait éthanolique) ont été
dissouts dans 15 ml d’acide sulfurique a 10%. Apres filtration, ont été ajoutées 2 a 3
gouttes de réactif de Bouchardat, la formation de précipite brun indique la présence
des alcaloides. (Diaby, 2019).
+ Détection des flavonoides
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml d’extrait avec
quelques gouttes d’acides chlorhydrique (HCI) concentré et quelques milligrammes
de tournures de magnésium(Mg). La présence des flavonoides est confirmée par
’apparition de la couleur rose, rouge ou jaune (Trease et Evans, 1987).
+ Détection des coumarines
Une masse de 20g de la poudre végétale a été macéré dans 40ml d'éthanol pendant 2
a 3 heures. Apreés filtration, 5 ml du filtrat ont été ajoutés a5ml de KOH (10%) et 5ml
d'HCI (10%). La précipitation rouge brune révele la présence des coumarines (Trease
et Evans, 1987).
+ Détection des tanins
Les Tanins sont mis en évidence par le test au chlorure ferrique. L’ajout de FeCls a
1% a 2ml des différents extraits permet de détecter la présence ou non de tanins. La
couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques et au brun verdatre en
présence des tanins catéchiques (Sasi-kumar et al., 2014).
+ Détection des saponosides
Une masse de 2g de la poudre végétale a été chauffée dans 40 ml d’eau distillée

jusqu’a 1’ébullition, apres refroidissement, le mélange a été filtré et vigoureusement
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agité. La présence de saponines a été indiquée par la formation et la persistance d'une
couche de mousse de 1 cm aprés les 15 minutes.
+ Détection des quinones libres
Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des
quinones libres (Pochapski et al., 2011).
+ Détection des anthraquinones
Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH,OH
a (10%). Apres agitation, L’existence des anthraquinones est confirmée par
I’apparition de la couleur rouge(R Shaikh et al., 2020).
+ Détection des terpénoides
Les extraits ont éte traités avec du chloroforme (CHCI5) suivi de I'ajout de quelques
gouttes de H,SO, concentré (3ml), la formation de deux phases et une couleur marron
indique la présence des terpénoides (Pathak et al., 2011).
+ Détection des stéroides
Dans un bécher, on introduit 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de 1’extrait, qui sont
reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H,SO, concentré.
L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une
réaction positive (Daira et al.,2016).
+ Détection des composés réducteurs
La détection des composés réducteurs consiste a traiter 1 ml de 1’extrait éthanolique
avec de I’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test
positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (ElI-Haoud et al., 2018).
+ Détection des mucilages
Iml du décocté des échantillons a 10% est additionné a 5ml d’alcool absolu. La
formation d’un précipité floconneux indique la présence de mucilage.
+ Détection des glycosides cardiaques
Deux ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de ’extrait, I’apparition d’une coloration
brun-rougeatre apres I’ajout de H,SO, indique la présence des glycosides cardiaques
(Berrani et al., 2015).
+ Détection des substances phénoliques
Les substances phénoliques sont mises en évidence par le test au chlorure ferrique.

L’ajout de FeCla 2ml d’extrait aqueux révele la présence ou non de ces
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substances.La formation d’une coloration bleu noiratre ouvert plus ou moins foncée
fut le signe de la présence des polyphénols (N’guessan et al, 2007).
+ Détection des anthocyanes

Ont été identifiées par I’ajout de 5 ml de I’extrait aqueux a 5 ml d’acide sulfurique
(H2SO,) puis 5 ml d’ammoniaque (NH,OH) .Une coloration rouge en milieu acide et
bleue violacée en milieu basique témoigne de la présence d’ahthocyanes(Daira et al.,
2016).

+ Détection des I’amidon

Pour la détection de 1’amidon,quelque goutte de 1’iode (I2) est ajoutée a 10 ml
d'extrait aqueux, I’apparition d’une coloration bleu nuit révéle la présence d’amidon.
I.4. Analyse quantitative
1.4.1. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin
Ciocalteu)

Le dosage spectrophotométrie des polyphénols totaux dans les extraits de feuilles de
la plante étudiée a été réalise selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Siangu et al.,
2019) (Figure35.)

+ Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l est réduit, lors de I’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La coloration
produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (
Boizot et Charpentier.,2020) .

+ Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques des différents extraits est estimée selon la
méthode de Folin-Ciocalteau (Siangu et al., 2019). En effet, 1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué dix fois), a été ajouté a 200 pl d'extrait d'échantillon convenablement
dilué. Apres 4 min, 800 ul de la solution de carbonate de sodium Na,CO3 (7.5%) a
été¢ ajoutée. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante, [’absorbance a été
mesurée a la longueur d’onde A = 760 nm.

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de
la gamme d’étalonnage (Fig45) établie avec I’acide gallique (25-200pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg
d’extrait).
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[ 200 ul d’extrait végétale ]

a4

[ 1 ml de Folin-Ciocalteu (1/10) ]

a4

[ +800 pl d’une solution de Na,COs (7.5%) ]

a4

[ Incubation pendant 2 heures a I'obscurité ]

a4

[ Lecture a 760 nm ]

Figure35: Schéma représentatif du protocole de dosage des polyphénols totaux.
1.4.2. Dosage des flavonoides totaux
+ Principe
Le réactif utilisé est : le chlorure d’aluminium (AICI; 2%). Le principe de la
méthode est basé sur ’oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides par ce réactif,
elle entraine la formation d’un complexe jaune tres stable (Ali-Rachedi et al., 2018).
4+ Mode opératoire
La méthode du trichlorure d’aluminium (Siangu et al., 2019) est utilisée pour
quantifier la teneur des flavonoides dans les extraits de Cassia angustifolia vahl . La
méthode consistait a ajouter 1 ml d’extrait ou standard a 1 ml de la solution d’AlCl;
(2%). Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.
La teneur en flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (5-60 pg/ml) (Fig46) et est exprimée en microgramme d’équivalent

de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

[ 1 ml d’extrait végétal ]

Iy

[ 1 ml de chlorure d’aluminium (2%) ]

Il
[ Agitation ]
i1

[ Incubation pendant 10 min a 'obscurité ]

iyl

[ Lecture a 430 nm ]
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Figure 36: Schema représentatif du protocole expérimental de dosage des flavonoides.

1.5. Activités biologiques
1.5.1. Etude de ’activité antioxydante

L'évaluation de la capacité antioxydant d'un produit peut étre réalisée selon
plusieurs méthodes. Au cours de cette étude, nous avons choisi d'évaluer l'activité
antioxydante par deux techniques chimiques, a savoir : le piégeage du radical libre
DPPH et le pouvoir anti-hémolytique.
1.5.1.1. Test de DPPH

+ Principe de la méthode

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable,
dont la solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517
nm. Quand une solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse
d’atomes d'hydrogéne, antioxydante, la forme réduite du radical est générée et

accompagnée d’une perte de couleur (Figure37) (Raquibul et al., 2009).

. H
O.N N—N + A-H - O,N N—N + A"
VIOLET JAUNE

DPPH DPPH
(Violet) (Jaune)

Figure37 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite.

+ Mode opératoire
L’activité antioxydant de 1’extrait de Cassia angustifolia est déterminée en utilisant
le DPPH comme un radical libre relativement stable Selon le protocole décrit par
Mansouri et al., (2005) en y apportant quelques modifications. La solution de DPPH
est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol, 50 ul de
I’extrait et standards (BHT, acidegallique,acide ascorbique) a différentes

concentrations (20, 40, 60,80,100 pg/ml) ont été ajoutés a 1950 pl d’une solution
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méthanolique de DPPH. Ensuite, le mélange est laissé a I'obscurité et a température
ambiante pendant 30 min. L’absorbance a été mesurée a 517 nm en utilisant la
solution méthanolique de DPPH comme solution de contréle (blanc).

Les résultats exprimés en ICsg, ce parametre est défini comme étant la concentration
de I’antioxydant qui cause la perte de 50% du radical libreDPPH. Les valeurs d’ICso
moyennes ont été calculées a partir des courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition I% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que
plus la valeur de ICso est petite, plus I’activité antioxydante des extraits est grande
(Popovici et al.,2009).

Les échantillons et les témoins sont évalués dans les mémes conditions opératoires.
La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % IC

(pourcentage d'inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous :

Ac- Ae
(Ac- Ae)

(%)inhibition = AC

00

Oou
Ac: L’absorbance du blanc

Ae: L’absorbance de 1’extrait.

1.5.1.2. Activité anti-hémolytique
+ Principe
Ce test permet de suivre I’évolution positive ou négative d’un antioxydant sur 1’état
des défenses d’un individu vis-a-vis des espéces radicalaires. 1l s’agit de soumettre a
une agression oxydante une suspension d’hématies. Les globules rouges vont donc
mettre en jeu leurs équipements antioxydants pour lutter contre 1’agression jusqu’a ce
que la membrane soit modifiée et que la cellule laisse échapper son contenu. Ainsi
I’évaluation de I’activité anti-hémolytique se fait par mesure spectrophotométrique de
I’hémoglobine a 540 nm. Dans ce test, la lyse érythrocytaire est induite par le H20:
(CHehtit-Hacid 2016).
+ Mode opératoire
Selon le protocole décrit par Ebrahimzadehet al. (2010). L'hémolyse

érythrocytaire a été evaluée en utilisant I'H.0, comme initiateur de radicaux libres.
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250 ul d'extrait aqueux de différentes concentrations (20, 40, 80, 100ug/ml) ont été
mélangés avec 1 ml de la suspension d'érythrocytes a 4% qui avait été pré-incubés a
température ambiante pendant 5 minutes, apres avoir compléter le volume a 2,5ml
avec du NaCl & 0.9%, ont été additionnés 250ul d' H.O2 a 10%. Les mélanges obtenus
ont été incubés a 37°C durant 2 h et centrifugés a 300 g pendant 10 min.

Le controle positif (hémolyse totale) est préparé en melangeant 2 ml de la
suspension avec 2ml d' H20».

La lecture des densités optiques se fait au spectrophotometre a 540nm contre un
controle négatif (absence d’hémolyses), le taux d’hémolyse est calculé en pourcentage

par rapport a 1°'hémolyse totale selon la formule suivant :

DOe
Hémolyse (%) = DOc x 100

DOe: Densité optique en présence de l'extrait.

DOc: Densité optique du contrdle positif (absence de I'extrait).

Figure38: La préparation de 1’activité anti hémolytique.

1.5.1.3. Test d’hémolyse
Le test de I’effet hémolytique des extraits aqueux des feuilles de Cassia angustifolia
a été evalué in vitro sur une suspension érythrocytaire du sang humain incubée dans

un tampon phosphate salin (PBS), pH 7.
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+ Préparation de la suspension d'érythrocytes
Huit échantillons de sang ont été recueillis a partir des personnes saines (non pas de
maladies chroniques) dans un tube a héparine ont été centrifugés a 1500 (tour/min)
pendant quelques minutes. Apres centrifugation, le culot a été lave trois fois avec du
tampon phosphate stérile par centrifugation a 1500 tour/min pendant 5 min pour
chaque lavage. Les cellules ainsi obtenues ont été remises en suspension de (0,5%) en
utilisant une solution saline normale (Mouffouk, 2019).
#+ Réalisation des tests
L’activité hémolytique in vitro a été évalué selon la méthode de Kumar et al
(2011). Un volume de 0,5 ml de la suspension cellulaire auparavant préparée a été
mélangé avec 0,5 ml des dilutions de I’extrait de la plante préparées a différentes
concentrations dans le tampon phosphate (125, 250, 500 et 1000 pg/ml).Aprés
I’incubation pendant 30 min a 37 °C dans un bain marie. Les tubes ont été centrifugés
a 1500 rpm pendant 10 min. ’absorbance de I’hémoglobine libre dans le surnageant a
été mesurée spectrophoto-métriqguement a 540 nm. Une solution saline tamponnée et
de I'eau distillée ont éte utilisées comme contrdles positif et négatif respectivement.

Le pourcentage d'hémolyse a été calculé selon la formule suivante:

) Abst— Absn
Hémolyse (%) = Absc— Absm x 100

Dont : Abst est I'absorbance de I'échantillon a 540 nm, Absn est I'absorbance du
contréle positif (la solution saline) et Absc est I'absorbance du contrdle négatif (eau
distillée).
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Figure39 : La préparation de 1’activité hémolytique.
+ Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par Microsoft Excel 2007, les résultats
de test effectué sont exprimés en moyenne =+ 1’écart type.
1.5.2. Etude de ’activité thrombotique
1.5.2.1. Evaluation de I’activité thrombolytique

La lyse du caillot a été évalué selon la méthode effectué précédemment in vitro
(Sanjeevkumar et al., 2014)en y apportant quelques modifications. Le sang veineux
prélevé des volontaires sains a été transféré dans 5 tubes Eppendorf stériles pré-pesés
(500 pl/tube) et incubé a 37°C pendant 45 minutes. Apres la formation du caillot, le
sérum a été completement aspiré (sans perturber le caillot formé) et chaque tube ayant
un caillot a été a nouveau pesé pour déterminer le poids de celui-ci. Chaque tube
Eppendorf a été correctement étiqueté et différentes concentrations de I’extrait aqueux
(25,50,100 pl) ont été ajoutées aux tubes. Tous les tubes ont ensuite été incubés a
37°C pendant 90 minutes. Apres incubation, le liquide obtenu a été retiré et les tubes
ont été a nouveau pesés pour observer la différence de poids apres la rupture du
caillot. La différence de poids prise avant et aprés la lyse du caillot a été exprimé
enpourcentage de caillot lysé. Contrdle positif (médicament fibrinolytique) et négatif

(I'eau distillée) ont été utilisés.

[ Poids du caillot = poids du tube contenant le caillot - poids du tube seul 1

Poids du caillot lysé

% de lyse du caillot = x 100
/0 de lyse du caillo Poids du caillot avant la lyse

1.5.2.2. Evaluation de I’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante des extraits de la plante étudiée (Cassia angustifolia vahl)
a été réalisée au sein du laboratoire d’analyses médicales Dr Mermoul a Baynan.

Cette activité a eté évaluée in vitro a I’aide de trois tests chronométrique globaux,
Temps de Quick (TQ), temps de céphaline kaolin (TCK) et taux de fibrinogene(FIB).

+ Préparation du pool plasmatique déplaquettés

Un pool de plasmas déplaquetté constitué d’un mélange de plasma de 8 volontaires
sains non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables. Apres les
prélevements, les échantillons de sang ont été recueillis dans des tubes contenant une

solution anticoagulante de citrate de sodium a 3.2% et a raison de 1 volume pour 9
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volumes du sang, puis ont été centrifugés a 3000 tours/minutes pendant 10 minutes.
Le mélange de ces plasmas déplaquetté obtenus a été conserve a -10°C pour la

réalisation des examens de la coagulation sanguine (Bourahima et al., 2021).

Figure40: Préparation d’un pool plasmatique déplaquetté (Photo personnelle, 2023).

1.5.2.2.1. Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene
<+ Principe
L’activité anticoagulante in vitro des extraits de I’espéce Cassia angustifolia vis-a-
vis de la voie endogéne de la coagulation a été évaluée en utilisant le test du temps de
cephaline-Kaolin (TCK), un examen qui permet d’explorer 1’activité des facteurs
plasmatiques de la voie endogéne (intrinseque) de la coagulation. 1l consiste a
déterminer le temps de coagulation a 37 C° d’un plasma déplaquetté et recalcifié en
présence de phospholipides (céphaline) et d'un activateur (le kaolin) du systeme
contact de la coagulation(Bourahima et al., 2021).
+ Mode opératoire
L’effet de I’extrait aqueux sur la voie endogéne de la coagulation a été réalisé selon
la méthode décrit par Liang et ses collaborateurs avec légere modification.100ul de
plasma pauvre en plaquettes préchauffé durant 2 min a 37C° a été mélangé avec
(50,100 pl) d’extrait. Aprés 15 min d’incubation & 37°C, 100 ul de solution de
céphaline-kaolin ont été additionnés au mélange, qui a été ré-incubé durant 3 min sous
agitation a 37°C. Le temps de coagulation a été mesuré a I’aide d’un coagulométre par

I’ajout de 100 pl de chlorure de calcium (0,025M) préchauffé. En paralléle, un
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contrdle positif de Lovenox et un contréle négatif (substitution des échantillons par

une solution de NaCl a 0,9%) sont réalisés dans les mémes conditions.

I
iraed

Figure42: Réactifs utilisés pour I’évaluation de TCK (Photo personnelle, 2023).

1.5.2.2.2. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéene (TQ)
<+ Principe
L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene de la coagulation a été

réalisée en utilisant un test de coagulation appelé le temps de Quick (TQ) ou le taux
de prothrombine (TP). C’est un test chronométrique semi-global qui permet

d’explorer les déficits en facteurs de la voie du facteur tissulaire, aussi appelée voie
extrinséque de la coagulation (Anne-Claire, 2019). Il consiste a mesurer le temps de

coagulation a 37 C° d’un plasma citratépauvre en plaquettes (PPP) et recalcifié en
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présence de phospholipides (thromboplastine) et de calcium.Les facteurs de la voie
exogenes sont activeés et le temps de formation du caillot est mesuré(Caquet, 2004).
+ Mode opératoire

L’effet de I’extrait sur la voie exogéne de la coagulation a été évalué selon la
procédure décrit par Liang et ses collaborateurs. Ainsi, les facteurs de la voie exogéne
sont activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été mesuré.

100 pl de plasma déplaquetté préchauffé pendant 2 min & 37C° ont été melangés
avec différents volumes d’extrait (50, 100 pl). Aprés 15 min d’incubation a 37°C, 200
ul du réactif la thromboplastine calcique (préchauffée au moins 15 minutes a 37°C) a
été additionné au melange et le temps de la coagulation a été donc enregistré a 1’aide

d’un coagulométre.

Figure43: Réactif utilisé pour 1’évaluation de TQ (Photo personnelle, 2023).
1.5.2.2.3. Taux de fibrinogene (FIB)
<+ Principe
Le fibrinogene est une glycoprotéine plasmatique synthétisée par I'népatocyte. Il
constitue le substrat de la thrombine (Ila). Sous l'action de la thrombine, le
fibrinogene soluble est transformé en fibrine insoluble, formant I'armature du caillot.
La mesure du fibrinogéne par une technique chronométrique (technique de Clauss)
permet I'exploration de I'étape de fibrinoformation. Ce test est couramment utilisé
dans l'exploration de coagulation de premiere intention. (Boutiere-Albanése).
+ Mode opératoire
L’effet de I’extrait aqueux sur le facteur de fibrinogeéne a été réalisé selon la fiche

technique (biolabo) et Dr mermoul.
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450 pl de réactif 1 ont été ajoutés a 50ul du mélange (plasma+ extrait), le mélange
obtenue a été incubé pendant 3 min a 37°C. Le temps de la coagulation a été donc

mesuré a I’aide d’un coagulometre par I’ajout de 200 pl de mélange (R1+plasma) et
200 pl de R2.

Figure44: Réactifs 1 et 2 utilisés pour 1’évaluation de FIB (Photo personnelle, 2023).
1.5.3. Analyse statistique

L'analyse statistique des données relatives aux divers paramétres physico-chimiques
mesurés et dosages a été réalisée a l'aide du logiciel Microsoft Office Excel.
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Chapitre 11 Résultats et discussions

1. Rendement d’extraction

L’extraction des substances phénoliques par les trois méthodes : aqueuse,
I’extraction par des solvants a polarité croissante (éthanol) et I’extraction par soxhlet
de la plante étudiée, nous a permis de déterminer les valeurs des rendements pour
chaque extrait par rapport au poids initial du matériel végétal sec mis en poudre. Les
résultats sont présentés dans le tableau suivant :
Tableau8 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des extraits de Cassia

angustifolia vahl.

Caractéres organoleptiques
Extrait Aspect Couleur Rendement
%
Agueux Poudreux Marron foncé 15%
Ethanolique Visqueux Marron foncé 19%
. . ) , 0
Huile essentielle Luisant jaune-orange 39,2%

D’aprés les résultats obtenus, Nous avons constaté que le rendement (19%) de
I’extrait éthanolique représente le rendement le plus élevé, suivi par le rendement de
I’extrait aqueux (15%).

On remarque également que cette plante est riche en huile essentielle avec un
rendement de (39,2%).

Nous avons noté aussi que les rendements d’extraction varient entre les différents
extraits. Cette différence se distingue ¢galement dans un méme extrait d’une méthode
d’extraction a l’autre. Ceci, revient en fonction de plusieurs facteurs comme des
recherches 1’avaient montré, parmi lesquels I’influence de la méthode d'extraction, du
temps de macération et du degré d’agitation, d'autre part, le cycle végétatif, ainsi que
de la période de récolte et de la localisation geographique de la plante, leur polarité et
leur poids moléculaire, la durée et les conditions de stockage influencent également

sur le rendement d’extraction (Liu et al., 2015).
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2. Analyse qualitative

Le criblage phytochimique nous a permis de mettre en évidence 1’existence de
certains types de métabolites primaires et secondaires dans notre plante et d'avoir une
bonne idée sur ses activités pharmacologiques. La révélation de ces composes
bioactifs est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de
précipitation et changements de couleur.

Les résultats obtenus & partir des tests préliminaires pour le screening
phytochimique, évalués sur les feuilles de I’espéce Cassia angustifolia et sont
regroupés dans le Tableau suivant.

Tableau9: Résultats des tests phytochimiques effectués sur les extraits de Cassia

angustifolia Vahl.

Tests

Description des résultats

Résultats Observation

phytochimiques

Meétabolites primaires

. - - 4 \
La présence des lipides a été
Lipides it mise en  évidence par
I'apparition de taches
translucides au niveau des
gouttelettes.
—
.« . !
- L’apparition d’une
Protéines r coloration violette, indique la
présence des protéines dans
cette plante.
N

Meétabolites secondaires
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L’apparition d’une coloration
. marron vire au verte. indique la
Tanins +++ g
présence des tannins dans notre

plante.

L’apparition d’une mousse
Saponosides et persistante avec une hauteur de
1 cm confirme la richesse de C

Angustifolia en saponines.

. La coloration jaune obtenue,
Flavonoides +4++ J

confirme I'existence des

flavonoides dans cette plante.

La formation d’un précipité
. brun, indique la présence
Alcaloides +++ g P
d’alcaloides dans notre plante

avec une quantité importante.

. La coloration rouge obtenue,
Anthraquinones +++ g
confirme la présence des
anthraquinones  dans  cette

plante.
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Angustifolia en quinones.

Quinones libres ot L'apparition de la coloration '
jaune confirme la richesse de C

rouge en milieu acide et bleu- || acide

La formation d’une coloration || Milieu l!

violet en milieu basique a
Anthocyanes ++ a
montré  la  présenced’une
quantité moyenne : "'"

d'anthocyanes. Milieu

basique '

La formation d’un précipité
) rouge bruneconfirme

Coumarines +++ 9

l'existence des coumarines

dans cette plante.

Composés ++ | La formation dun précipité

réducteurs rouge brique indique la

présence des sucres réducteurs.

L’apparition d’une coloration
violette qui vire au bleu,
Stéroides indiqgue la présence des

stéroides dans 1’extrait de c¢

Angustifolia.
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Ul |

. la formation de deux phases et

Terpénoides une couleur marron indique la

présence des terpénoides.

. L) r . . r
it La formation d’un précipité

Mucilages floconneux indique la présence

de mucilage dans notre plante.

L’apparition d’une coloration
bleu noirdtre indique la
Substance +++ a

Phénoliques présence de Substances

phénoliques.

I’apparition d’une coloration
Glycosides + brun-rougeatre a montré la

. résence de lycosides
cardiaques P gty

cardiaque dans notre plante.

L’apparition d’une coloration
L’amidon +++ bleu nuit indique l'existence de

I’amidon dans cette plante.

—

Les résultats ont été évalués comme suit : +++ : Fortement positif ; ++ :
Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif
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D'aprés les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons remarqué la
richesse des feuilles de Cassia angustifolia vahl en alcaloides,flavonoides,tanins,
anthraquinones, quinones libres,I’amidon, triterpénes, polyphénols, anthocyanes,
glycosides cardiaques , coumarines, lipides, protéines,saponosides , sucres réducteurs,
stéroides et mucilages.

La présence d'une large gamme de constituants phytochimiques indique que cette
plante pourrait étre utilisée d'une multitude de facons qui peuvent étre bénéfiques
pour la population. Une partie importante des produits naturels issus des plantes, des
biomolécules et des métabolites primaires et secondaires présente généralement une
sorte d'activité biologique (Zheng et al.,2021). lls sont largement utilisés dans la
thérapie humaine, vétérinaire, et la recherche scientifique et dans d'innombrables
autres domaines. Ce qui explique I’intérét et I’attention particuliére portée par les
chercheurs, a travers des études scientifiques sur cette plante (Albahim et al.,2021).
3. Analyse quantitative
3.1. Dosage des polyphénols totaux

Afin de caractériser les extraits prépares a partir de feuilles de la plante Cassia
angustifolia vahl, un dosage des phénols totaux est effectué¢ avant d’entamer 1’étude
des activités biologiques. La teneur en composéees phénoligues de chaque extrait a été
calculée a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (fig45), et exprimée en
microgramme d’équivalents d’acide gallique par 1 milligramme d’extrait (ug

EAG/mg EXT).
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Figure 45: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait, ayant réagi
avec le réactif de Folin-Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalent
d’acide gallique, les résultats de l'analyse colorimétrique des phénols totaux sont

résumés dans le tableau suivant :

Tableau 10: Teneur en polyphénols totaux des extraits de la plante Cassia

angustifolia vahl.

Teneur en Polyphénols
Méthodes d’extraction Extrait totaux (ung/mg) équivalent

en acide gallique

Extraction aqueuse Aqueux 523 4,55

Extraction par un solvant a Méthanol 474 +2.18
polarité croissante

D'apres les résultats montrés dans le Tableau 10, nous constatons que les teneurs en
phénols totaux different d’un extrait a l'autre selon les méthodes d'extraction et les
solvants utilisés.

Selon la synthése des résultats obtenus, les teneurs en polyphénols totaux révelent
que l'extrait aqueux contenait la plus grande concentration en composés phénoliques
(523 + 4,55ug EAG/mg Ext), suivie de I'extrait méthanolique avec un taux de (474
+2,18ug EAG/mg Ext). Cela peut s'expliquer par le fait que I'extraction aqueuse est
tres sensible a la réduction de tous les groupements hydroxyles, et pas seulement des
phénoliques. La méthode est donc malheureusement peu spécifique, car de nombreux
autres composés réducteurs peuvent interférer avec d'autre composée que les
polyphénols tels que les protéines, les sucres simples (glucose), les glycoprotéines et
les pigments (GomezCaravaca et al., 2006).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Tahira et al (2020), qui ont montré
dans leur étude realisée au Pakistan sur cette méme espéce, que I’extrait aqueux donne
la valeur la plus élevée en phénols totaux (400mg EAG/g) par apport au l'extrait
méthanolique (360mg EAG/g).
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Il faut cependant noter que les résultats obtenus dans la présente étude sont
nettement supérieur a ceux trouvés par d’autres auteurs (Ishtiag Ahmed et al., 2016 ;
Bellassoued et al., 2019 ) qui ont utilisé un procédé extractif différent de celui que
nous avons utilisé.

Aussi, il a été rapporté que le contenu phénolique d’une plante dépend d’un certain
nombre de facteurs intrinseques (génétique), tel que la partie de la plante utilisée en
plus de facteurs extrinseques (conditions climatiques température élevée exposition
solaire, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage
sécheresse, salinité)(Bammou et al.,2020).

3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été évalué selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon été la quercétine (Fig 46). La teneur en flavonoides est exprimée en
microgramme d'équivalent de quercetine par 1 milligramme de I’extrait (ug EQ/mg
EXT). Les taux des flavonoides des deux extraits ont été obtenus a partir de la courbe
d’étalonnage qui suit une équation de type : y = 0,026 x + 0,100 sachant que R2 =
0,998.
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Figure46: Courbe d’étalonnage de quercétrine.
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Tableaull : Teneurs en flavonoides des extraits obtenus de la plante Cassia

angustifolia vahl.

Teneur en Flavonoides
Méthodes d’extraction Extrait totaux (ng/mg) équivalent

en quercétine

Extraction aqueuse Aqueux 8,92 +0.47

Extraction par un solvant & Méthanol 5,23+0,18
polarité croissante

D'aprés ces resultats, nous avons remarqué la teneur la plus élevée est enregistré
dans I'extrait aqueux avec un taux de (8,92 +0.47 pgEQ/mg Ext) suivi par I'extrait
méthanolique avec une teneur de (5,2+0,18ug EQ/mg Ext).

Dans une étude réalisée par Vijayasekhar et al. (2016), a montré que les teneurs en
flavonoides de I’extrait méthanolique sont trés loin et supérieursque celles
enregistrées dans la présente étude (34,8ug EQ/mg). Cette teneur a été obtenue a
partir de la méme espéce poussant en I’inde, ce qui laisse supposer que 1’écologie de
la plante est un facteur déterminant sur sa composition en flavonoides.

Dans une autre étude réalisée par Laghari et al. (2011), La teneur en flavonoide et
supérieureaux résultats actuels, ils ont enregistré une teneur égale a (26,3mg EQ/Q).
Cette teneur a été obtenue a partir de la méme espece poussant auPakistan.
Cependant, ils ont utilisé des procédés extractifs différents (extraction par ultrasons,
micro-ondes etc..) de celui que nous avons utilise.

Il est évident que les taux en flavonoides dans nos extrait sont inférieurs aux teneurs
en phénols totaux, ce qui indique que les extraits posseédent d’autre composés
phénoliques comportent d’autres structures chimiques que celle des flavonoides
(acide phénolique, tanins..) par d’autres composés non flavonoidiques.

En conclusion, les extraits issus des méthodes d’extraction aqueuse et des solvants a
polarité croissante (méthanol) ont révélé une richesse importante en composés
phénoliques et flavonoidiques, qui sont susceptibles d’avoir une activité antioxydant

en plus d’autres activités biologiques (Djeridane et al.,2006).
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4. Activites biologiques
4.1. L activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui difféerent par leurs principes d'analyse et leurs
conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au
potentiel antioxydant total (Wojdylo et al., 2007). Pour cette raison, il est
recommandé d’utiliser aumoins deux tests pour confirmer 1’activité antioxydant. Dans
cette étude, nous avons utilisé deux méthodes pour réalisé la capacité antioxydant in
vitro de différents extraits obtenus a partir de feuilles de Cassia angustifolia a savoir :
DPPH et le pouvoir anti hémolytique. Ces tests ont été choisis pour leur facilité de
mise en ceuvre pour évaluer I’activité antioxydant.
4.1.1. Pouvoir antioxydant du radical libre DPPH

L’effet de piégeage des extraits sur le radical DPPH est exprime en valeurs d’ICso
(ng/ml). Les ICso de I’extrait ont été déterminés a partir des graphes représentant le
pourcentage d’inhibition en fonction de la variation en concentration de chaque extrait
« 1% = f (C) », les graphes sont représentés dans ’annexe 1. Les ICso des standards
choisis pour ce test, a savoir I’acide gallique, BHT et la vitamine C, ont été aussi
déterminées afin de les comparer a celles de 1’extrait (Kraza,2021).

Les résultats del’activité antioxydante montrent que le pourcentage d’inhibition de
I’extrait hydro-éthanolique de Cassia angustifolia est supérieur a 30% a des
concentrations de 1’ordre de 60 et 80ug/ml respectivement (Tableau 1) (Annexel).

Les ICso sont inversement proportionnelles a ’effet scavenger dont les valeurs

faibles reflétent un effet anti-radicalaire important (Villano et al., 2007).
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Figure 47: Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 50 de ’extrait,
VitamineC, BHA et I’acide gallique en (pg/ml).

Selon les résultats trouvés, ’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Cassia
angustifolia vahl est doté d’un pouvoir antioxydant modéré, leur 1Cso est de (100 +
0.0031mg/ml) ce qui est supérieure a celle enregistrée pour I’acide ascorbique, 1’acide
galligue et BHT dont les valeurs des ICso de (68,85+ 0.0031, 73,60+0.018,
44,19+ 0.264 pg/ml) respectivement.

Une étude similaire a été réalisée par Ishtiag ahmed et al. (2016) concernant
I'activité antioxydante de I'extrait aqueux, méthanolique et éthanolique de graines de
Cassia angustifolia du nord du Pakistan, il a été constaté que I'extrait éthanolique
présentait une activité maximale de piégeage des radicaux libres DPPH (93 %) a une
concentration de 500 pg/ml avec une valeur de ICso de (2,41 + 0,02 ug/ml).Ces
extraits montrent une activité trés significative comparativement a nos résultats et ce
qui montre que les graines ont la capacité de piéger les radicaux libres DPPH mieux
que les feuilles.

Une autre étude de Laghari et al (2011) sur des feuilles et des fleurs d'une méme
espece utilisant différentes techniques d'extraction, les meilleurs résultats étant
obtenus avec la technique assistée par micro-ondes avec une valeur (ICso de 3,6 £ 7,4
ug/ml).A.Omer et al. (2022) ont déterminé des 1Cso égales a (24.74 £ 0.64ug/ml) pou

I’extrait méthanolique.
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L’extrait est parfois un facteur déterminant. Ainsi, 1’activité antioxydante et la
quantité des phénols d’un extrait sont des parametres qui dépendent fortement du
procédé d’extraction, de la nature du solvant et de sa polarité (Kraza, 2021).

En effet, plusieurs études indiquent que l'activité anti-radicalaire des extraits est
relativement dépendante de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux. Ainsi,
Ouedraogo et al. (2015) ont rapporté que la concentration en polyphénols totaux est
corrélée significativement avec la capacité antioxydante.

4.1.2. L’activité anti hémolytique de I’extrait aqueux de C.angustifolia contre
I’hémolyse induite par le stress oxydatif.

L’activité anti hémolytique détecte la capacité de toute substance a stabiliser la
membrane et a réduire le degré de lyse de ces cellules. Dans cette partie d’étude, nous
nous sommes intéressés a évaluer 1’effet protecteur que pourrait avoir 1’extrait aqueux
de Cassia angustifolia sur la préservation de 1’intégrité membranaire des érythrocytes.
L’activité anti hémolytique des extraits a été mesurée par apport a la peroxydation des

érythrocytes induite par le peroxyde d’hydrogene.
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Figure48 : Taux d’hémolyse (%) des érythrocytes traités par le H2O2 en présence de
différentes concentrations d’extrait aqueux de C.Angustifolia.
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Figure49 : Processus d’hémolyse par libération de I’hémoglobine.

D’aprés ces résultats, on constate qu'il existe une relation inverse entre la
concentration de I’extrait et I’effet hémolytique.

L’extrait aqueux a montré une activité anti hémolytique appréciable avec des
pourcentages supérieurs a 56% a des faibles concentrations (20pg/ml) jusqu’a (40
ug/ml) qui sont proche du pourcentage de témoin, le volume (80ug/ml) a montré une
activité anti hémolytique modérée avec un pourcentage de 34,93 %. En revanche, le
taux d’hémolyse est plus inferieur (19,74%) lorsque la concentration est élevée (100
pg/ml).

Les feuilles de Cassia angustifolia ont présenté une activité inhibitrice dépendante
de la concentration vis-a-vis de 1’hémolyse érythrocytaire induite par le peroxyde
d’hydrogene, attribuée aux constituants bioactifs, qui exercent des effets protecteurs
contre leslésions oxydatives des macromolécules biologiques telles que les lipides et
les protéines de la membrane érythrocytaire (Zhu et al.,2012).

De plus, I’extrait de feuilles de cette plante présente une activité anti hémolytique
puissante en raison de la présence de flavonols et de glycosides, qui peuvent protéger
les globules rouges d’une hémolyse oxydative causé par les radicaux libres (Azab et
al., 2019). En outre, la liaison des flavonoides, tanins et terpénoides aux membranes
des globules rouges inhibe de maniére significative la peroxydation des lipides et
améliore en méme temps leur intégrité contre la lyse (Ouffai et al.,2022).

4.1.3. Test d’hémolyse

Le test d’hémolyse a été réalisé parce que, méme si uneplante posséde un pouvoir

antioxydant puissant, son utilisation en médecine traditionnelle et dans les
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préparations pharmacologiques sera impossible en présence de leur effet hémolytique,

qui est un indicateur de cytotoxicité (Chaouche et al., 2020).
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Figure 50: Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait
agqueux.

Les résultats obtenus montrent que les pourcentages d’effet hémolytique sont
directement proportionnels a I’augmentation des concentrations de 1’extrait aqueux.

L’extrait aqueux a montré une légére activité héemolytique avec des pourcentages
inférieurs a 11% a des concentrations de (125 pg/ml) jusqu’a (500 pg/ml), le taux
d’hémolyse est plus élevé (12,85%) a une concentration finale (1000 pg/ml), ainsi
tous les taux d'hémolyse obtenus a partir des différentes concentrations de I'extrait
aqueux sont supérieurs & les taux d’hémolyse de contréle positif (solution saline
tamponnée).

Donc, d’aprés nos résultats, nous constatons que les extraits aqueux de Cassia
angustifolia présentent un effet toxique trés faible face aux érythrocytes isolés, avec
un taux d’hémolyse qui ne dépasse pas le12 %a une concentration de (1000ug/ml), ce
qui les caractérise parl’absence de risque de cytotoxicité, elles sont également
protégent les globules rouges du risque de stress oxydatif.

4.2. L activité antithrombotique

4.2.1. Pouvoir thrombolytique
Dans le cadre de la découverte des médicaments cardioprotecteurs a partir de
ressources naturelles, les extraits de C.angustifolia ont été examinés contre les

thromboses. Les résultats sont présentés dans le la figure 51 et 52.
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L’ajout de 100 ul de contrble positif (médicament fibrinolytique) au caillot et aprés
une incubation ultérieure pendant 90 minutes a 37°C a montré (60,00%) de lyse du
caillot. D'autre part, I'eau distillée a été traitée comme contrdle négatif qui présentait
un pourcentage négligeable de lyse du caillot (2,01 %), cela a clairement confirmé
que la dissolution du caillot ne se produit pas lorsque de I'eau est ajoutée au caillot.

Lorsque les caillots ont été traités avec différentes concentrations d’extrait (25,
50,100 pl), I’extrait concentré (contenant 100 ul) auquel on n'a pas ajouté d'eau a
présenté l'activité thrombolytique la plus élevée avec (51,50 %) qui est proches du
controle positif, suivi des extraits dilués (50, 25ul) auquel (50, 75 pl) d'eau ont été
ajoutés respectivement, démontrent une faible activité thrombolytique (22,46 %) et
(11,5 %).

On déduit donc que I'extrait concentré ayant I'activité thrombolytique la plus élevée

par rapport aux autres extraits dilués.

Figure51: Lyse de caillots d'échantillons sanguins des sujets normaux (contréle positif
et négatif et différentes concentrations de solutions a tester).
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Figure52 : Effet thrombolytique de I’extrait a différentes concentrations, exprimé en

pourcentage et en présence d’un médicament fibrinolytique.

Hossain et ces collaborateurs en (2012), ont étudié in vitro I’effet thrombolytique
des différents extraits de feuilles de Cassia angustifolia , collectée dans la région de
Mymensingh au Bangladesh, Ces auteurs, ont détecté que I’extrait de I'n-hexane de
cette espéce présentait une activité thrombolytique élevée avec (53.22%).

En guise de conclusion et sur la base des résultats ci-dessus, il est évident que ces
feuilles de plantes peuvent avoir des effets importants dans le domaine
thrombolytique. Elle indique également la possibilité de développer de nouveaux
médicaments dans les domaines thrombolytiques a partir de Cassia angustifolia.
D’autre étude sont nécessaires pour isoler et caractériser les composées responsables
de la lyse des caillons sanguines.

4.2.2. L’activité anticoagulante

Pour rechercher un allongement au niveau du temps de coagulation, nous avons
testé le pouvoir d’activité anticoagulante de nos extraits aqueux de cassia angustifolia
par I’évaluation in vitro vis-a-vis de la voie endogéne et la voie exogene de la
coagulation a I’aide de trois tests chronométriques, le TCK et le TQ et le FIB.
4.2.2.1. Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne

Les résultats de 1’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne de I’extrait

aqueux de Cassia angustifolia et lovenox sont représentés dans la figure 53.
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Figure53: Capacité anticoagulante de I’extrait aqueux et lovenox vis-a-vis de la voie

endogene.

A la lumiére des résultats obtenue, il ressort que I’extrait aqueux de Cassia
angustifolia exerce une activité anticoagulante positivement corrélée avec le volume
de l'extrait vis-a-vis de la voie endogene.

Le volume 50ul est capable d’exercer une activité anticoagulante estimée par un
TCK de 51,1 S. Alors que, le volume 100 pl a une activité anticoagulante estimée par
un TCK de 78,6 S, et qui sont supérieurs a celui du témoin (45,4S) et proches du
lovenox (98,2S). Donc, les extraits testés ont une treés bonne activité anticoagulante
vis-a-vis de la voie endogeéne.
4.2.2.2. Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

Les résultats de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne de I’extrait

sont représentés dans la figure54.
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Figure54: Capacité anticoagulante de 1’extrait aqueux vis-a-vis de la voie exogene.

A partir de la figure 54, des valeurs a I’ordre de 17,2 S et 20,7 S pour le TQ des
extraits aqueux de Cassia angustifolia a des concentrations de (50, 100ul)
respectivement ont été enregistrées par rapport a celui du témoin a 14,6 S. Donc, les
extraits testés n’ont pas une grande activité anticoagulante remarquable vis-a-vis de la
Voie exogene.
4.2.2.3. Taux de Fibrinogene (FIB)

Les résultats de I’activité anticoagulante vis-a-Vvis le taux de fibrinogéne de I’extrait

sont représentés dans la figure55.
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Figure55: Capacité anticoagulante de 1’extrait aqueux vis-a-vis le Fibrinogéne.

Selon la figure55, on remarque que les extraits aqueux testées donnent des FIB
¢galent a 19,3 a une concentration de 50ul et 24,7 S a une concentration de 100 pl, et
qui sont un peu supérieur de témoin (15,5). Cela nous a permis de conclure qui il ny
a pas de différence significative entre le temps de coagulation de témoin et le temps
des extraits testées.

» Disscusion

D’aprés nos connaissances et nos recherches , aucune n'a été menée sur les
propriétés anticoagulantes du genre Cassia ou de la famille Fabaceae , de ce fait le
sujet de cette étude est considéré comme étant le premier de son genre qui s'inscrit
dans le cadre des études intéressées a la prévention et la thérapie des maladies
thrombotiques et cela par la recherche d'une éventuelle activité anticoagulante des
polyphénols de Cassia angustifolia.

Les résultats obtenus dans notre travail montrent que les extrais testées exercent une
activité anticoagulante importante vis-a-vis la vois endogéne et plus moins par la voie
exogene et le fibrinoformation.

De plus, au vu du résultat du criblage phytochimique, il a été constatés que notre
plante contient un amalgame de métabolites primaires et secondaires, et ces composés
bioactifs spécialement les flavonoides , les alcaloides, les saponines, les coumarines et
les polyphénolsont été signalés comme ayant des capacités d'agrégation
antiplaquettaire et peuvent étre considérés comme des agents a fort potentiel
antithrombotique(Kubatka et al.,2022).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

es plantes médicinales ont toujours été une source intarissable de

substances naturelles bioactives telles que les composés phénoliques,

ces composés suscitent actuellement I'intérét de nombreux chercheurs
en raison des bénéfices qu'elles pourraient procurer a I’lhomme notamment pour la
santeé.
Ce travail a été réalis¢ dans le cadre de 1I’étude phytochimique et 1’évaluation de
I’activité antioxydante et antithrombotique des extraits phénoliques obtenus par deux
méthodes d'extractions de la partie aérienne de la plante médicinale Cassia
angustifolia vahl, plante de la pharmacopée maritime et largement utilisées dans la
médecine traditionnelle. Elle a été choisie parmi les espéces les moins étudiées. Donc,
ce travail est une contribution a une meilleure connaissance de cette espéce végétale.
Le criblage phytochimique réalisé par les réactions de caractérisation nous a permis
de mettre en évidence la présence de divers métabolites primaires et secondaires tels
que : lipides, protéines, alcaloides, polyphénols, flavonoides, tanins, stérols,
triterpénes, coumarines, saponosides , anthraquinones, quinones
libres,I’amidon,anthocyanes, glycosides cardiaques, sucres réducteurs, stéroides et
mucilages dans cette plante. Les résultats de ce balayage nous amenent a extraire
différents composés phénoliques dans notre plante. Apres I’extraction de ces
différents métabolites, nous avons réalisé les quantités de polyphénols totaux et de
flavonoides dans les extraits de cette plante, les teneurs varient respectivement entre
523 + 4,55 et 474 + 2,18 pg en équivalent d’acide gallique par milligramme de la
matiere seche et entre 8,92+ 0.36 et 5,23 + 0,07 ug équivalent en quercétine par
milligramme de la matiére seche.
Ensuite, nous avons procédé a 1’évaluation du pouvoir antioxydant de 1’extrait hydro-
éthanolique et de quelques antioxydants commerciaux pris comme références (Acide
gallique, BHT , Vitamine C) par deux tests chimiques in vitro le test du DPPH et le
pouvoir anti-hémolytique , ont décelé des activités antioxydantes notable chez
I’extrait de la plante étudiée ,ainsi cet extrait ont montré un effet protecteur plus
important contre I'némolyse érythrocytes induite par I'H20.avec un taux de 19,74%.
A la recherche de Dactivité antithrombotique d’extrait de Cassia angustifolia vahl,

nous avons testé I’effet thrombolytique de 1'extrait aqueux contre les thromboses.
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Conclusion et perspectives

Nous avons pu prouver in vitro a travers cette étude la capacité thrombolytique de
ceux-ci, avec un taux de lyse 51.50%. En effet, I’activité anticoagulante a été évaluée
in vitro en utilisant les tests du temps de céphaline-kaolin (TCK), du temps de Quick
(TQ) et le test de fibrinogene (FIB). L’étude de 1’effet d’extrait sur I’allongement du
temps de coagulation des deux voies a permis de démontré que cet extrait exerce une
activité anticoagulante vis-a-vis les deux voies de la coagulation mais cette activite est
plus marquée sur la voie endogéne que sur la voie exogeéne et du fibrinoformation.
Il ressort de ce travail que Cassia angustifolia vahl, est un produit fort intéressant et
trés riche en substances bioactives qui pourrait étre utilisé en pharmaceutique et dans
divers domaines. Les résultats obtenus sont trés encourageants et prometteurs tant au
niveau de I’activité antithrombotique, qu’au niveau de 1’activité antioxydante.
Pour la continuité de ce travail avec plus d’efficacité, de nombreuses perspectives
peuvent étreenvisageées :
+ Caractérisation quantitative des substances phénoliques par des techniques de
séparation plus performantes HPLC ou LC/MS.
+ identifier et caractériser les principes actifs et les substances responsables de
ces propriétés pharmacologiques ainsi que leurs modes d'actions.
+ Evaluation d’autres activités pharmacologiques comme [I’activité anti-
inflammatoire, antidiabétique, anti-virale et anticancéreuse.

+ Des études similaires in vivo pourraient étre intéressantes.
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Annexe 1
Les représentations graphiques (I1%=f(C)) du test de DPPH del’extrait végétale et des
antioxydants standards (vitamine C, BHT, Acide gallique).
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Résumé

assia angustifolia vahl de la famille des Fabaceae appelé localement
« Senna makki», est une plante largement utilisée a des fins
médicinales dans les quatre coins du monde.
La présente étude vise a évaluer I’activité antioxydante et antithrombotique des
extraits phénoliques de la plante Cassia angustifolia vahl et leur caractérisation
phytochimique.
La détermination du rendement en extraits bruts de feuilles de Cassia angustifolia a
prouvé que les rendements varient considérablement selon le solvant d’extraction
(EtOH ou décocté), dont la quel le rendement est plus important dans 1’extrait
éthanolique (19%).
L’analyse qualitative des extraits de feuilles de Cassia angustifolia par criblage
phytochimique a révéler I’existence de nombreux constituants, parmi lesquels, les
alcaloides, les polyphénols, les flavonoides et les tanins. Alors que 1’analyse
quantitative permet de montre que 1’extrait décocté de feuilles est le plus riche en
composés phénoliques et en flavonoides avec une teneur de 523+4,55 ug EAG/mg
d’Ext et 474+2,18 pg EQ/mg d’Ext respectivement.
L’activité antioxydante a été évalué¢ in vitro par le test du DPPHe et le test du pouvoir
anti-hémolytique. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait peut agir en tant que
piégeurs du radical libre DPPH a toutes les concentrations.
Cette capacité antioxydante est confirmée par le test du pouvoir anti-hémolytique. En
effet, cet extrait a montré un effet protecteur plus important contre I'némolyse
érythrocytes induite par I'H20..
L'évaluation de l'activité antithrombotique a été également réalisée in vitro en utilisant
les tests du temps de céphaline-kaolin (TCK), du temps de Quick (TQ) et du taux de
fibrinogene (FIB) et le pouvoir thrombolytique. Les temps de coagulation obtenus sur
un plasma normal en présence de cet extrait, indiquent qu’ils exercent une activité
anticoagulante sur les deux voies de la coagulation, mais cette activité est plus
marquée sur la voie endogéne que sur la voie exogene. Ainsi, cet extrait a montré un
bon pouvoir thrombolytique contre les caillots.

Mots clés: Cassia angustifolia vahl, composés phynoliques, thrombose, activité
antioxydante, activité antithrombotique.
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Abstract

assia angustifolia vahl , belonging to Fabaceae Family, locally
named « Senna makki », is a plant widely used for medicinal
purposes in all four corners of the world.
The present study aims to assess the antioxidant and antithrombotic activities of
phenolic extracts of the Cassia angustifolia vahl plant and their phytochemical
characterization.
The determination of the yield of crude extracts from the leaves of Cassia angustifolia
proved that the yields vary considerably according to the extraction solvent (EtOH or
decocted), of which the yield is greater in the ethanolic extract (19%).
Qualitative analysis of Cassia angustifolia leaf extracts by phytochemical screening
revealed the existence of many constituents, including alkaloids, polyphenols,
flavonoids and tannins. While the quantitative analysis shows that the decocted leaf
extract is the richest in phenolic compounds and flavonoids with a content of 523 +
4.55 ug EAG / mg of Ext and 474 + 2.18 pg EQ /mg of Ext respectively.
The antioxidant activity was evaluated in vitro by the DPPHe test and the anti-
hemolytic power assay. The obtained results show that the extract can act as free-
radical scavengers at all concentrations.This antioxidant capacity is confirmed by the
anti-hemolytic power test. Indeed, this extract showed a greater protective effect
against erythrocyte hemolysis induced by H2O».
The evaluation of the antithrombotic activity of Cassia angustifolia was also
evaluated in vitro by using the cephalin-kaolin time (TCK), prothrombin time (TQ)
and fibrinogen test (FIB) and the thrombolytic power. The coagulation times obtained
on normal plasma in the presence of this extract indicate that they exert an
anticoagulant activity on the two coagulation pathways, but this activity is more
marked on the endogenous pathway than on the exogenous pathway. Thus, this
extract showed a good thrombolytic power against clots.

Key words: Cassia angustifolia vahl, phenolic compounds, thrombosis, antioxidant
activity, antithrombotic activity.



