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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algériennes, nous sommes intéresses
dans cette étude d’une part, a I’investigation phytochimique des extraits issus d’une de la partie
aérienne d’une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle récoltée de la région de
Khenchela (Capparis spinosa L), et d’autre part, & la détermination in vitro d’éventuels effets
antihémolytique et anticoagulant.

Le screening phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence des
flavonoides; tanins; alcaloides; coumarines et les composés réducteurs. Ainsi, 1’étude qualitative
par CCM des extraits a révélé une diversité remarquable des composés flavonoiques susceptibles

d’exprimer les activités recherchées.

Concernant I’activité antihémolytique, la fraction n-butanolique inhibe significativement
I’hémolyse d’une fagon plus importante que le contrdle positif avec des pourcentages d’inhibition
proches a 100%. De méme, les résultats obtenus ont montré un effet protecteur contre la coagulation
des hématies (pour la voie exogéne ) avec un temps de coagulation de 16,9s contre le contrdle
positif & 19,1s.

En conclusion;. Capparis spinosa L est douée d’une activité antihémolytique et anticoagulante
remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource naturelle afin d’atténuer les complications

des maladies thrombotiques et cardiovasculaires.

Mots clés: anticoagulant, antihémolytique, Capparis spinosa L. CCM , Flavonoides.



Abstract

With the aim of valorizing the Algerian medicinal plants, we are interested in this study
on the one hand, in the phytochemical investigation of the extracts resulting from aerial part of
the traditional pharmacopoeia collected from the region of Khenchela (Capparis spinosa L),
and on the other hand, in the determination in vitro of possible antihemolytic and anticoagulant

effects.

The phytochemical screening carried out allowed to highlight the presence of flavonoids;
tannins; alkaloids; coumarins and reducing compounds. Thus, the qualitative study by Thin
Layer chromatography (TLC) of the extracts revealed a remarkable diversity of flavonoid

compounds likely to express the sought activities.

Concerning the antihemolytic activity, the n-butanolic fraction significantly inhibits hemolysis
in @ more important way than the positive control with inhibition percentages close to 100%.
Similarly, the results obtained showed a protective effect against the clotting of red blood cells

(for the exogenous route) with a clotting time of 16.9s compared to the positive controlat 19.1s.

In conclusion; Capparis spinosa L. is endowed with a remarkable antihemolytic and
anticoagulant activity. Therefore, it can be a natural resource to alleviate the complications of

thrombotic and cardiovascular diseases.

Key words: anticoagulant, antihemolytic, Capparis spinosa L. Thin Layerchromatography
(TLC) , Flavonoids.
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Introduction

Depuis tres longtemps, les plantes médicinales jouent un r6le déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I'numanité (Iserin, 2001 ; Machiex et
al., 2005). Selon I’organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 4000 sont des plantes
medicinales, ce qui constitue 90% de « la médecine traditionnelle » en Afrique (OMS, 2003).

«La médecine traditionnelle réunit I'ensemble des connaissances, compétences et
pratiques basées sur les théories, croyances et expériences auxquelles différentes cultures ont
recours pour entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou soigner
des maladies physiques et mentales »(OMS, 2009).

Par sa situation géographique particulicre, I’ Algérie bénéficie d’'une gamme trés variée
de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée. En effet, le territoire
Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les plaines, les
montagnes, la steppe, le Sahara et est auteur de points d’eau. Ces ressources naturelles sont
importantes pour I’économie algérienne et pour le maintien de 1’équilibre écologique de la
région. Du fait de leurs abondances dans la nature et de leurs utilisations par les populations
locales pour se soigner, certaines plantes se sont imposées dans le monde médicinal
(Kholkhal,2014).

Actuellement les industriels développent de plus en plus de procédés mettant en ceuvre
des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux cOmposes
potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les polyphénols, qui ont été
particulierement etudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets benéfiques pour la santé (Hirasa et Takemasa,
1998).

Nombreuses études ont démontré la capacité des composés phénoliques pour protéger
les globules rouges contre les stress oxydatifs cette activité s’appelle anti-hémolytique (Valente
et al., 2010).

Aussi que les polyphénols jouent un réle de protection des plantes contre les invasions
microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte contre les champignons,
bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de nombreuses

applications en médecine humaine (Xia et al., 2011).

Durant ces périodes, I'anémie hémolytique reste un probleme majeur de santé publique

pendant des décennies, malgré des améliorations significatives dans le monde entier de vie, il est

o
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répertorié par ’OMS comme 1’un des problemes les plus graves au monde pour lutter cette anémie

causée par un hyper-hémolyse, qui est liée au stress oxydatif, la recherche des plantes médicinales
ayant des antioxydants naturels reste I’'une des meilleures investigations (Zinebi et al., 2017).

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la
recherche de molécules bioactives. Parmi celles-ci on est intéressé dans la présente étude a la
plante de Capparis spinosa qui possede plusieurs propriétés biologiques .

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont 1’objectif essentiel consiste a
explorer la composition chimique en métabolites secondaires et la caractérisation qualitative
par chromatographie sur couche mince ainsi que 1’évaluation in vitro de D’activité anti-
hémolytique et anticoagulante de I’extrait n-butanolique du Capparis spinosa L. connu en
Algérie sous le nom de Kabbar (caprier).

Ce manuscrit s’articule autour de deux parties : Outre I’introduction et la conclusion générale,
la premiére partie est une synthese bibliographique dans laquelle, sont abordés des generalités sur
la plante sélectionnée, les métabolites secondaires et les activités biologiques étudiées.

La deuxieme partie est expérimentale divisée en deux chapitres ; le premier présente le matériel
et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, I’identification par CCM et I’évaluation in vitro
du pouvoir anti-coagulant et anti- hémolytique de notre extrait, le deuxiéme chapitre expose les

résultats obtenus et la discussion.

-
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1. Capparis spinosa L

Depuis la nuit des temps I’homme utilisait la nature comme source de nourriture et de
médicaments. A cet effet, les plantes ont été privilégiées par toutes les civilisations du monde
pour développer une pharmacopée traditionnelle en réponse aux maladies qui les touchaient.
L’étude des composés d’origine naturelle est toujours porteuse de beaucoup d’espérance pour

la recherche de nouveaux medicaments ( Coulerie P.,2012).

Actuellement les industriels développent de plus en plus de procédés mettant en ceuvre
des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux COMpPOSés
potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les polyphénols, qui ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé (Hirasa et Takemasa,
1998), nombreuses etudes ont déemontre la capacite des composés phénoliques pour protéger les
globules rouges contre les stress oxydatifs cette activité s’appelle anti-hémolytique (Valenteet
al., 2010). Aussi que les polyphénols jouent un réle de protection des plantes contre les
invasions microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte contre les
champignons, bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de

nombreuses applications en medecine humaine (Xia et al., 2011).

Capparis spinosa L, est une plante de la famille des Capparidaceae communément
appelée le caprier (EI-Kabbar) en Algérie. Le caprier est un arbrisseau de Imde haut, aux tiges
lignifiées a la base, vertes et flexibles plus haut, simples ou parfois ramifiées. Ses feuilles,
presque rondes ou ovales, vertes ou glauques, sont alternes, munies a leur base de 2 stipules
transformées en épines. Elles ont un court pétiole, un bord entier et une consistance charnue.
Ses fleurs ont 4 sépales verts, des pétales blancs, de nombreuses étamines d’un rougeviolacé et
s’inserent de fagcon singuliere par un long pédoncule a l'aisselle des feuilles supérieures.
Originaire des régions méditerranéennes, le caprier pousse sur les friches et les éboulis, sur les
sols secs et caillouteux (Satyanarayana et al., 2008), la classification de cette plantes est comme

suit :

-
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Tableau 1 Classification de la plante Capparis spinosa L .

Régne Planta

Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Capparaceae
Espece Capparis spinosa

C’est un petit arbuste épineux, prosterné, largement répondu dans le bassin
méditerranéen, et dans les milieux sec le long du littoral d’Europe, d’Afrique du nord sur le
partout du bassin méditerranéen jusqu’au sud de 1’ Asie et dans Australie. Le caprier est cultive
pour ses boutons floraux appelés capres au golt puissant. Il contient plus de 350 especes

utilisées pour différentes fins (alimentation, médecine, ornementation, cosmétique).

Les bourgeons floraux, appelés également capres, constituent la partie de la plante la
plus recherchée pour la consommation humaine. Les fleurs sont de couleur rosatre, a quatre
sépales, 4 peétales et plusieurs étamines groupées en touffes. Le fruit est une baie déhiscente,
de 2 a 4 cm de long, de forme ovoide et d’une couleur verte au début du grossissement et

rougeatre a maturité. (Satyanarayana et al., 2008) .

Figure 1 :La plante Capparis spinosa L( Ooreka )
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2. Répartition dans le monde

Le caprier est cultivé dans les pays du bassin méditerranéen. Il est cependant connu
également comme plante économique en Australie et il tend a se répandre en Amérique latine.
( Guiseppe Barbera.,1991).

Parmi les pays qui cultivent et produisent le caprier on trouve :I’Italie, I’Espagne, la
Tunisie et Le Maroc, considéré comme le principal producteur de cépres dans le bassin
méditerranéen. Il exporte la majeure partie de sa production dans des pays européens. La
consommation locale étant presque nulle, le ciapre n’étant que peu utilisée dans la cuisine
traditionnelle. Le mérite d’avoir valorisé dans les années 40, le céprier, alors inutilisé dans une
grande partie du pays, semble revenir a un italien de Genes, Francesco bongiovanni, en 1986,
les exportations ont dépassé les 3.000 tonnes. Plus d’un tiers de la production est écoulésur les
marchés italiens ,les quantités exportées en France, aux USA, en Allemagne et en suisse sont,

également, importantes ( Guiseppe Barbera ,1991).

En peut aussi trouve le caprier dans tous les pays riverains de la méditerranée. La gerce,
la Turquie ,malte et surtout 1I’Algérie faisant I’objet occasionnellement le commerce avec
I’extérieur. Dans le sud de la France, en particulier en Provence et dans les régions cotieres des
Alpes maritimes, c’est actuellement une espece d’une importance économigue minime,
exploitée ou cultivée de temps en temps pour les besoins des familles des exploitants (Guiseppe
Barbera ,1991).
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Figure 2 : Distribution naturelle du caprier en pays méditerranéen (Loic Rajjou )
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2.1. Situation géographique du caprier en Algérie

En Algeérie, le céprier couvre de vastes surfaces mais de maniére éparse. Il a été
redécouvert depuis peu de temps par les forestiers qui ont alors engagé 1’étude de son
développement. Il peut étre planté dans les espaces inaptes a I’agriculture, pour la reconstitution
végetale des zones ou on ne saurait faire pousser des especes délicates. En effet,le caprier est
doté d’un systéme racinaire tres puissant qui mobilise des volumes importants desous-sol. Cette
caracteéristique lui confere une forte tolérance a la sécheresse. Il a donc la particularité de se
développer sur les sols les plus ingrats et sur de fortes pentes, d’ou son intérét écologique contre
I’érosion dans les zones arides et semi-arides. Il est signalé dans les stations les plus xérophiles
(Maire, 1965 ; Ozenda, 1983 ; Kadik, 1986).

Lors de la campagne de terrain, deux capriers phénotypiquement différents peuvent étre
présents ensemble sur une méme station, sans facteur de variation écologique. Des varietes
moins épineuses intermeédiaires a la variété inermes sont présentes, dont certaines semblent
rarement donner des fruits. Les expositions Sud et Sud-est, les sols marneux et schisteux trés
fragiles, les rochers calcaires concentrent les plus importants peuplements de capriers. Ils sont
également présents sur les pentes argileuses, les terres legéres, graveleuses etles sols sablonneux
secs. Les tiges, les feuilles et les fruits sont teintés de rouge sur les sols schisteux, couleurs
probablement liées aux anthocyanes. Le caprier s’accommode bien des sols les plus mauvais.
D’un point de vue climatique, on le rencontre souvent dans les secteurs semi-arides et en second
lieu dans le subhumide. Son cycle végétatif et son developpement floral exigent un climat sec
et chaud (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

3. Usage traditionnel du caprier

Le caprier est utilisé depuis I’antiquité dans plusieurs pays soit en cuisine, soit en
médecine folklorique. En effet, les capres sont généralement utilisées en cuisine
méditerranéenne comme épice, apéritive avec les olives et le fromage ou comme complément
a la viande, aux salades, aux pates, et a d'autres nourritures. Indépendamment de son utilisation
comme condiments, le caprier a été utilisé depuis des siécles dans la phytothérapie
traditionnelle, comme antifongique (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999 ; Lemhadri et al., 2007),
antileishmaniose (Jacobson et Schlein, 1999 ; Lemhadri et al., 2007), antihépatotoxique
(Gadgoli et Mishra, 1999), anti-inflammatoire (Satyanarayana et al., 2008),

antihyperlipidemique et hypoglycémiant (Eddouks et al, 2005). Les capres sont connues dans

-
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différents pays méditerranéens pour leurs propriétés curatives, expectorantes, diurétiques,
anti-hypertensives, cataplasmiques et toniques (Satyanarayana et al., 2008).

4. Effets biologiques de Capparis spinosa

Le p-méthoxy-benzoique isolé de la fraction méthanolique, d’extrait aqueux de
Capparis spinosa, a montré une activité hépato-protectrice (Gadgoli et Mishra, 1999) et une
activité antifongique vis-a-vis des dermatophytes (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999). Les
feuilles de Capparis spinosa L ont été utilisées contre I’arthrite au lieu de I’écorce de racine
(Stickel et al., 2000 ; Kloutusos et al., 2001).

L’extrait méthanolique du bourgeon floral protége les phospholipides des membranes
cellulaires contre la peroxydation induite par 1’exposition aux rayons UV et apporte une
protection significative contre des érythémes cutanées chez 1’lhomme. Bonina et ses collégues
(2002) ont montré un effet hypoglycémiant a 20 mg/kg de I’extrait aqueux. Cette activité
pharmacologique est indépendante de la sécrétion d’insuline. (Yaniv et al., 1987 ; Eddouks et
al., 2004).

Une autre étude a montré que I’extrait aqueux de Capparis spinosa a 20 mg/kg présente
une activité puissante sur la diminution des triglycérides et le cholestérol plasmatiques dans

chez les rats diabétiques et normaux (Eddouks et al., 2005).

Dans une étude sur des cochons d’Inde, la prise d’extrait de Capparis spinosa,
administré par voie orale, a protégé les animaux contre le bronchospasme induit par la libération
d’histamine. Cet effet a été confirmé chez des sujets volontaires : I’application d’extrait de
Capparis spinosa sur la peau une heure avant celle d’histamine a inhibé I’érythéme cutané

induit par histamine (Trombetta et al., 2005).

L’effet protecteur de I’extrait méthanolique du bourgeon floral des capres, était
probablement due a un mécanisme indirect (inhibition de la libération de médiateurs a partir des
mastocytes ou la production de métabolites de 1’acide arachidonique (Trombetta et al., 2005).
La cépre est connue en région mediterranéenne pour son emploi dans 1’hypertension, dans le
traitement des pathologies liées aux lipides sériques et pour ses effets diurétiques (Zeggwagh et
al., 2007). L’extrait de capre est en effet capable de s’opposer aux effets de I'TL-1béta, et ce plus

fortement que I’indométacine.
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L’effet anti-inflammatoire au niveau des chondrocytes de Capparis spinosa L, mérite
une attention particuliere. Cette plante contient des flavonoides comme le kaempférol et les
dérivés de la quercétine, ainsi que des acides hydrocinnamiques qui sont connus pour leurs

effets anti-inflammatoires et antioxydants (Panico et al., 2005).

L’extrait éthanolique d’écorce de racine a révélé des effets hépato-protecteurs dose
dépendants contre des lésions provoquées par le CCl4 (Aghel et al., 2007). L’extrait aqueux des
fruits a montré un effet diurétique accompagné d’une augmentation de la concentration de Na+
, K+ et Cl dans les excrétions urinaires du rat (Zeggwagh et al., 2007). L’administration de
doses répétées par voie orale des extraits aqueux de Capparis spinosa a évoqué un puissanteffet
antihyperglycémiant et anti-obésité (Lemhadri et al., 2007).

L’extrait méthanolique du bourgeon floral de Capparis spinosa peut étre utile dans le
traitement d’infections a Herpes simplex de type Il chez les patients immunodéprimeés puisqu’il
est doté de propriétés antivirales et immuno-modulatrices (Arena et al., 2008). Capparis spinosa
posséde d’autres activités : anti-Leishmania (Jacobson et Schlein, 1999), antimicrobienne
(Mahasneh, 2002) et inhibitrices de la prolifération des fibroblastes et la production du
col+lagene type 1 dans la sclérose systématique progressive (Cao et al., 2008). Une proteine
purifiée des grains de Capparis spinosa, posséde un effet anti-proliférateur des cellules HepG2
(hépatome), des cellules HT29 (cancer du colon) et des MCF-7 (cancer du sein),(Lam et Ng
2008).

Un effet antifongique inhibiteur de la transcriptase reverse de HIV-1 a été trouvé par
Lam et Ng (2008). Matsuyama et ces collegues. (2009) ont rapporté que 1’extrait de feuilles de
Capparis spinosa peut stimuler la mélanogénése d’une maniere dose-dépendantesans
cytotoxicité en augmentant ’expression de la protéine tyrosinase, soit le potentiel d’étre utilisé

comme un agent de bronzage ou pour le traitement de la dépigmentation de cheveux.

Sultan et Celik (2009) ont évalué les effets génotoxiques et antimutagenes du boutons
de fleurs sur les cellules L de méristemes de pointe de racine d’Allium cepa. Un retard de
croissance, une diminution significative de I’indice et des aberrations chromosomiques ont été
observées dans la mitose des cellules. Ces effets sont dose dépendants. Les résultats de cette
étude suggérent que les extraits aqueux du bourgeon n’est pas génotoxique. Cependant,l’étude
révele que I’extrait aqueux de Capparis a un potentiel antimutagene contre les aberrations
chromosomiques induites (Sultan et Celik 2009). Enfin, Zhou et al. (2011) ont

.
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montré un effet inhibiteur du NF-kappa B par un biflavonoide extrait des fruits de Capparis

spinosa.
5. Composition chimique de la plante

Plusieurs études phytochimiques ont montré que Capparis spinosa comporte une

amalgame de composeés actifs dans ses diverses parties.

Les polyphénols et les flavonoides sont également présent dans le caprier (Panicoa et al,
2005 ; Satyanarayana et al., 2008). Il a été montré que les bourgeons floraux du céprier

renferment les flavonoides suivants :

la quercétine, la rutine, la quercétine-3-rutinosides, la quercétine-7-O- glucorhamnoside,
le kaempférole-3-rutinosides, le kaempferole 3-Orhamnosyl-rutinoside (Inocencio et al, 2000,
Bonina et al, 2002 ; Satyanarayana et al., 2008). La partie aérienne de la plante contient aussi
la quercétine 3-O-glucoside, la quercetine 3-Oglucoside-7-O- rhamnoside, la quercetine 3-O-
[6°"’-a-L-rhamnosyl-6"-B-D-glucosyl]-B-Dglucoside et la quercétine-7-O-D-glucopyranoside-
B-L-rhamnopyranoside (Satyanarayana et al., 2008).

Le caprier est également riche en acides hydroxycinnamiques y compris I’acide
caféique, I’acide férulique, acide p-coumarique et 1’acide cinnamique (Panicoa et al, 2005 ;
Satyanarayana et al., 2008). Des composés homologues aux composés polyphénoliques en
particulier : le cappaprenole-12, le cappaprenole-13 et le cappaprenole-14 ont été isolés de la
plante (Satyanarayana et al., 2008). Les alcaloides sont aussi présents dans le caprier, ils sont
distribués principalement dans les racines et les graines (Panicoa et al, 2005 ; Satyanarayana et
al., 2008).

La teneur élevée en alcaloides a été trouvée dans les racines de la plante ou la
stachydrine représente 87,43 % des alcaloides totaux. Trois alcaloides spermidines (la
capparispine, la capparispine26-O-p-Dglucoside et la cadabicine 26-O-B-D-glucoside
hydrochloride) ont été identifiés dans les racines de la plante (Fu et al., 2008). La cadadicine,

un nouvel alcaloide a été isolé du caprier (Satyanarayana et al., 2008).

Romeo et ses collaborateurs (2007) ont identifiés environs 145 composés volatiles dans
le cAprier. Les aldéhydes (22.2%) et les esters (21%) représentent les classes chimiques les plus
abondantes dans la plante. Les feuilles du caprier renferment principalement les

isothiocyanates, les n-alkanes, les terpenoides, les phenyl propanoides, les aldéhydes, et les

ks
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acides gras. Les principaux composants de cette huile sont le thymol (26.4%), I'isothiocyanate
d’isopropyle (11%), les 2-hexenal (10.2%) et I'isothiocyanate butylate (6.3%). Les composes
volatils des fruits mdrs et des racines de la plante sont présentés principalement par le méthyle
isothiocyanate, I’isopropyle isothiocyanate et le sec-butyl isothiocyanate (Satyanarayana et al.,
2008).

Le glucocapperine (90%) représente le glucosinolate majeure des bourgeons floraux du
caprier (Panicoa et al, 2005). D’autres glucosinolates comme la sinigrine, la glucoiberine et la
glucocleomine ont été également isolées a partir des graines et des feuilles de la plante. En
outre, les mémes auteurs ont rapporté que les indoles glucosinates comme le glucobrassicine,
le neoglucobrassicine et le 4-methoxyglucobrassicine sont présents dans les racines de la plante
(Satyanarayana et al., 2008).

Des triterpenoides (a-amyrin), des stérols, des saponines et des faibles quantités de la
vitamine E, de B-caroténe et de la vitamine C ont eté détectées dans la plante (Tesoriere et al,
2007 ; Satyanarayana et al., 2008).

En plus, les capres contiennent quelques composes minéraux tels que le sodium, le
potassium et le phosphore (Giuffrida et al., 2002 ; Ozcan et Aydin, 2004). Les grains du caprier

contiennent aussi des protéines, des lipides et des fibres (Jiang et al, 2007) .
6. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires présentent une infinie variété de substances, dont le réle
dans la plante est encore souvent mal connu. Un grand nombre de ces métabolites secondaire
présente des propriétés pharmacologique intéressantes par fois exploitées dans un but
thérapeutiques, soit apres extraction a partir de la plante, (morphine du pavot, quinine de
quinquina...etc) soit directement, on utilise alors la plante ou une préparation simple issue de

la plante (poudre, teinture, extrait...etc) (Bénédicte, 2007) .

6.1. Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés comme 1’indique le nom par la présence des plusieurs
groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes, généralement de
haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits de métabolisme secondaires des plantes.

(Tapiero et al., 2002). Les polyphénols prennent une importance
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croissante, notamment gréce a leurs effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur réle
d’antioxydants naturel suscite de plus en plus d’intérét pour prévention et le traitement du

cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires, et neuro-dégénératives .
6.1.1. Lesflavonoides

Les flavonoides sont des pigments polyphénoliques qui contribuent entre autres a
colorer les fleurs et les fruits en blanc. IlIs ont un important champ d’action et possédent de
nombreuses vertus médicinales antioxydants, ils sont particulierement actifs dans le maintien
d’une bonne circulation. Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et

antibactériennes, et antivirales (Iserin, 2001) .
6.1.2. Les tanins

L’une des conséquences directes de la capacité des tannins a complexer les protéines est
I’inactivation des enzymes soit directement, par fixation aux sites actifs, soit indirectementpar
I’encombrement stérique créé par la fixation des molécules de tannins sur ’enzyme. De
nombreux tannins présentent des propriétés antioxydantes par le pieégeage des radicaux libres
ou encore par I’inactivation des ions pro-oxydants (Lim et al., 2007). Gréace a leurs fonctions
phénoliques, qui ont un fort caractére nucléophile, les tannins sont d’excellents piégeurs de
radicaux libres. Ils s’attaquent a I’ADN et perturbent le processus de réplication, induisant des
mutations cancérigenes. Ainsi, des activités antimutageénes et anticancéreux ont été attribuées

a certains tannins en raison de leur propriété anti-oxydante (Richelle et al., 2001).

6.1.3. Les alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus
dans un systeme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est significative. Les pseudo-
alcaloides ne sont pas des derivés des acides aminées. On les nomme alors alcaloides terpéniques
et les proto-alcaloides sont des amines simples dont I'azote n'est pas inclus dans un systéeme
hétérocyclique. Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds,
ce qui permet leur caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de
Bouchardat) (Sabrina,2003).

6.1.4. Lessaponosides

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréquents chez les

végeétaux. lls se caractérisent par des effets tensio-actifs leur conférant la propriété de former
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des solutions moussantes lorsqu'ils sont dissous dans I'eau. Ils peuvent étre classés en deux
groupes selon la nature de leur génine qui peut étre stéroidique ou triterpénique. Les génines
stéroidiques possédent un squelette en C27 et six cycles. Les saponosides stéroidiques sont
rencontrés dans de nombreuses plantes, mais ils sont aussi caractéristiques des étoiles de mer.
Certains ont servi pendant un temps a la synthese des stéroides. Ainsi la sarsapogénine,
provenant de I’hydrolyse du sarsaparilloside (Clark et al., 1987).

6.1.5. Les Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues, 1l s’agit de composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo (2 H) -1 pyrannone- . (Hamimed, 2009) .Ces
molucules sont des composés aromatiques dérivant de 1’acide O-hydroxy Zcinnamique, de
méme que la coumarine elle-méme dérive de I’acide orthocoumarinique. (Mansour et
al.,2009).

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. (Belfadel, 2013).

7. Les activités biologiques etudiees
7 .1. L activité antihémolytique
7.1.1. Généralités sur le sang

Le sang est un liquide vital biologique circulant dans les artéres et les veines sous
I’impulsion du cceur. Un individu normal contient 5a 7 litres du sang dans son cops. Les valeurs
normales du sang sont influencées par un grand nombre de facteurs comme l'age, le sexe,
I'activité physique ou l'alimentation (Mohandas and Chasis, 1993). 1l est composeé des globules
rouges, globules blancs et des plaquettes qui baignent dans un liquide appelé plasma. Les cellules
en suspension représentent 45% du volume total, ce qui correspond a 1’hématocrite. Leur
morphologie peut étre étudiée sur un frottis coloré au May Griinwald Giemsa (MGG). Lesang
irrigue tous les organes et transporte 1’oxygéne, les nutriments, les hormones et les anticorps

pour défendre 1’organisme contre les infections (Dudley et al., 1983) .

Les éléments figurés du sang ont des durées de vie limitées ; il existe un équilibre

dynamique entre leur production (I'hnématopoiése et la lymphopoiése) et leur destruction.
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L'hématopoiese est la production des précurseurs sanguins (prolifération, différenciation et
maturation) et se déroule dans les organes hématopoiétiques (moelle osseuse chez I'adulte, foie
et rate chez I'embryon). La lymphopoiese comprend la production des précurseurs lymphoides
qui se passe au niveau de la moelle osseuse. Elle se termine par la maturation des lymphocytes
dans le thymus pour les lymphocytes T et par la prolifération des cellules dans les organes
lymphoides secondaires (Denis, 1830), Il existe plusieurs types cellulaires :

e Erythrocytes ou hématies ou globules rouges :

Sont des cellules matures de la lignée érythrocytaire et ont la forme d’une lentille
biconcave. Son diamétre est de 7um. La forme particuliére du globule rouge lui permet d’avoir
une plus grande surface par rapport a son volume que la forme sphérique, ce qui favorise les
échanges d’oxygene. La durée de vie moyenne des globules rouges est de 120 jours (Kozlova

etal., 2013).

e Lesglobules blancs ou leucocytes :

Correspondent a des cellules du systéme immunitaire. Elles jouent un rdle essentiel
dans la lutte contre les infections et les cancers. Il existe 3 classes des globules blancs : Les

granulocytes, les monocytes et les lymphocytes (Jondal et al., 1972) .

e Les plaquettes ou thrombocytes :

Sont des éléments retrouvés dans la circulation sanguine. Elles sont surtout connues
pour leur r6le dans la coagulation du sang, et sactivent en cas de lésion vasculaire afin de

stopper une hémorragie, leurs durées de vie est de 8 a 12 jours (Borochov et al., 1977).

Le plasma est la partie liquide du sang, constitué¢ d’eau, de sels minéraux, de protéines
et de molécules organiques. Apres coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogénes constitue
le sérum (Gadri et al., 2000) .

7.1.2. Processus d’hémolyse et les antihémolytiques

L’hémolyse (hémo: sang ; lyse: perturbation) est un phénomene physiologique
irréversible qui aboutit a la rupture de la membrane des hématies provoquant la libération des
éléments intra-érythrocytaires dans le plasma notamment 1’hémoglobine, Ce phénoméne est
détecte visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans I’échantillon aprés centrifugation

ou en mesurant la densité optique de surnageant (hémoglobine) par
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spectrophotométrie (Mezzou et al., 2006).L’hémolyse est manifestée par une augmentation des
taux sériques en hémoglobine associée a une augmentation du lactate déshydrogénase (LDH),
de phosphate et de la créatine kinase (CK) (Ali et al., 2014), et aussi par une diminution du taux
d’haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée. L’hémoglobine libérée lors de 1’hémolyse est
dégradée en bilirubine non conjuguée, ou bien sous forme d’un complexe avec 1’haptoglobine

qui est eliminée rapidement par le foie (Marchand et al., 1980).

Le traitement des anémies hémolytiques passe inexorablement par le traitement des
causes de cette anémie. Il y a presque autant de traitements qu’il y a de causes. Un certain
nombre de médicaments anti-hémolytiques, substances qui présentent la capacité a retarder ou
a inhiber la lyse des globules rouges, sont disponibles. L’acide folique, un complément de fer,
des suppléments de vitamine B et des corticoides (Solupred, Célétasone, Huppomedrol...).
Sous forme des comprimés Lorsque la prise en charge débutent et en cas d’anémie
particulierement marquée, des corticoides a plus forte dose peuvent étre administrés par

injection (voie intraveineuse) (Bachhy et al., 2015).

7.1.3. Phytothérapie anti-hémolytique :

Plusieurs extraits des plantes ont montré des effets anti-hémolytiques. Le tableau 2 : résume

quelques plantes a activité anti-hémolytique :

Tableau 2 :Quelques plantes a activité anti-hémolytique.

Source Partie Test utilisé Effets Référence
Pandanous Feuille Hémolyse activité anti - (Thephinalap et
odorus induitepar I’ion hémolytique al,2013)
pandanus ferreux 83.25 +
3.66 % pour
3.125
pg/ml
Acalypha indica Feuille Hémolyse ( Kadalietal.,
Acalyphe induite par
H202 2016)
Mentha Partie aérienne Hémolyse Effet (Magalhées et
Longifolia induite par antihémolytique al., 2009)
Menthe H202 IC50=9514 + N
36
pg/ml.
Piber betel Feuille Hémolyse Anti - Chakraborty,
Bétel induite par hémolytique
H202 40.6% géfj'r de | @ndShah, 2011)
5mg/mi
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Gymnema Fleur Hémolyse anti - (James and

sylvestre induite par hémolytique

Gymnéma H202 IC50 = Alewo, 2014)

140+29.83ug/ml
Brun Grain Hémolyse induit Activité (Yuan et al.,

par un puissant | antihémolytique 2005)
oxydant I'AAPH 91.7%
(2,2'-Azobis 2- a 4mg/ml
amidinopropane
dihydrochloride)

7.2. L’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante des extraits et de leurs principaux constituants a été évalué in
vitro vis-a-vis des deux voies de la coagulation (la voie endogéne et la voie exogéne) sur un
pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide de deux tests chronométrique globaux, le test

de temps de céphalin-kaolin et le test de temps de Quick (Rouba Lamia, 2012).

7.2.1. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

L’évaluation de D’activité anticoagulante des extraits vis-a-vis la voie endogéne
coagulation a été réalisée en utilisant le Le temps de céphaline-kaolin ou le temps de
thromboplastine partielle activé, un test qui permet d’explorer I’activité des facteurs 11, V, VIII,
IX, X, XI et XII de la voie endogeéne et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al
.,2008).

7.2.2. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne

L’activité anticoagulante des échantillons et de leurs constituants vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation a été déterminée en utilisant un test de coagulation appelé le temps
de Quick ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui explore les facteurs I, V, VII et X de
a voie extrinseque et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al ., 2008). La technique
originale a été décrite par Quick en 1935. Son principe consiste a mesuré le temps de
coagulation du plasma citraté en présence d’un exces de thromboplastine calcique (Croizat et

al ., 1968).
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Mateériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet I’investigation phytochimique et 1I’évaluation
in vitro de P’activité antihémolytique et anticoagulante de 1’extrait butanolique de la plante
medicinale Capparis spinosa L. La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire
de biologie a I'université Abbes Laghrour - Khenchela- pendant le mois de mai 2021, I’'Hépital
Ahmed Ben Bella —Khenchela et ’EPH Hammouda Amer Ain Fakroun.

. Matériel

I.1. Matériel biologique
I.1.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée Capparis spinosa L. a été récoltée de la région Khirane et El
Aamra en Avril 2021 (Khenchela)(Figure3 et tableau 3) et identifiée par Dr. Zeraieb
Azzeddine, Maitre de conférences a la faculté de sciences de la nature et de la vie, a I’'université
Abbes Laghrour - Khenchela.

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail, comporte la partie aérienne de la plante
récoltée Capparis spinosa L qui a été séché a I’abri de ’humidité et de la lumiére du soleil
pendant un mois puis pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre fine conservée dans un

flacon en verre hermétiquement fermé.

< I

Google

Figure 3 : Carte géographique de Chechar ( Khenchela ) montrant les lieux de récolte

(Google maps).
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Tableau 3 : Les coordonnées géographiques du site de récolte .

Localisation Altitude | Latitude Longitude | Bioclimatique
Al- Checher-khenchela- 759 m 34°55'13"N | 7°01'49"E Semi-humide
Aamra Algérie et humide
Khirane Checher-khenchela- 620 m 34°59'57"N | 6°45'25"E dans les hauts

Algérie

plateau

1.1.2. Echantillons du sang

Sept échantillons du sang proviennent des sujets volontaires sains et non-fumeurs par

prélevement veineux au pli du coude; 1’un de ces échantillons est collecté dans un tube EDTA

et les restes sont prelevés dans des tubes citratés . Ces donneurs ayant certifié n’étre sous aucun

traitement pendant les derniers 15 jours qui ont precédés le prélevement.

1.2. Les médicaments

Comme contr6le positif nous avons utilisé deux types de médicaments pour

I’évaluation des activités antinémolytique et anticoagulante :

*« Lovenox » : est un médicament anticoagulant de concentration 2000 UL pour I’évaluation

de TI’activité anticoagulante .

* « Dicynone » : est un médicament antihémolytique de concentration 250 mg pour

I’évaluation de I’activité antihémolytique .

I.3. Réactifs chimiques et instrumentation

Dans nos expériences nous avons utilisé plusieurs réactifs et solvants qui sont: acide

acétique, méthanol, éther de pétrole, acétate d’éthy , toluéne , n-butanol, dichlorométhane,

chloroforme, acide sulfirique, acide acétique glacial, réactif de wagner, acide formique, acétone,

dichlorométhane, FeCl; (2%) , HCI (2N) ,NaOH, NH,OH (10%) , KI, I, NaCl, AICI; (1%)
, dimétyl sulfoxide (DMSO) , NaCl , Phosphate baffer saline (PBS) ,Tp (thromboplastine ) ; TCK
(céphaline Kaolin + CaCl, ) .

Parmi I’appareillage utilisé : Spectrophotométre (Spectrum SP-UV 2005), Chambre
d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER LOURMAT), Bain Marie (niive bath,
MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance analytique

(OHAUS),

balance

(KERN PCB),

Réfrigérateurs

(Liebherr),

Plaque chauffante

<
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(LabTech),Agitateur magnétique (Labtech), centrifugeuses (Rotofix 32 A/ DLAB), pH métre

(Kit), rotavapeur (Biolabo-Solea 2) et un coagulometre.

I1. Méthodes
I1.1. Etude phytochimique

I1.1.1. Préparation de ’extrait méthanolique brut

300g de la poudre de la partie aérienne de Capparis spinosa L sont mises a macérer dans
un mélange méthanol/eau distillée (7:3) pendant 24heures. L’extrait hydro alcoolique est
récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange. Cette opération est répétée trois
fois avec renouvélement du solvant. Le méthanol est ensuite eliminé du filtrat par évaporation
sous pression réduite via un rotavapeur a une température de 45 °C (Tadeg et al., 2005). L'extrait

obtenu a été conservé a -4°C jusqu’a son utilisation.

Figure 4 : Photo du Rotavapeur utilisé pour sécher 1’extrait méthanolique brut
(Mordjan et al ., 2021).

I1.1.2. Fractionnement de I’extrait méthanolique brut.

L’extrait méthanolique brut est mélangé avec de 1’eau distillée bouillante (500ml) et
laissé & température ambiante pendant 24 heures. Apres filtration, I’extrait brut est épuisé par
des extractions liquide-liquide successives par 3 solvants organiques de polarité croissante
(éther de pétrole, acétate d’éthyle et n-butanol)(Figure 5). Les différentes étapes de cette

extraction sont résumées dans le protocole expérimental (Figure 6).
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Figure 5 :Photo mantrant I’extraction liquide — liquide(Mordjan et al., 2021)
11.1.3. Détermination du rendement d’extraction

Le résidu ou la poudre obtenus des extraits d’éther du pétrole, d’acétate d’éthyle et de

n-butanol sont pesés pour la détermination du rendement selon la formule suivante :

{ Rendement d’extraction (%) = (Ps/ Pp) x 100 J

Ou:
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (Q)

Pp: Poids de la poudre en gramme (g).
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Matiere vegétale
M= 300g

MeOH (70%) x3, avec renouvellement d
solvant a chaque fois

Evaporation a 45°C

Extrait méthanolique brut

Macération 24h dans ’eau distillée bouillante
(600 ml ) puis filtration

Phase agueuse

l Décantation avec
3x100ml de éther de pétrol

v v

La phase aqueuse La phase éther de pétrol
Décantation ave Evaporation
3x100ml de acétate déthyle
¢ ¢ a40-°C
La phase aqueuse La phase acétate d’éthyle

, . ~ Extrait éther de pétrol
Décantation avec

3x100ml de n-butanol Evaporation
v a40-°C
l Extrait acétate d’éthyle
La phase aqueuse

La phase butanolique
l Evaporation a 70 °C

Extrait n-butanolique

Figure 6 : Protocole expérimental résumant les différentes étapes de fractionnement des
flavonoides.
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I1.1.4. Screening phytochimique

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologiques. Les tests
phytochimiques qualitatifs sont réalisés sur 1’extrait méthanolique brut du Capparis spinosa et
les résultats obtenus ont été évalués comme suit : + : Positif ; - : Négatif ; ND : Non déterminé

e Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeClz a 2%, sont ajoutées a 2 ml de I’extrait brut
méthanolique. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes et le test est considéré

positif s’il y a I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (Akrout, A., 2011) .

e Recherche des saponosides

Test 1 : 5 ml de I’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 1 ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des

saponosides (Karumi et al.,2004 ).

Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence

des triterpenes hétérosidiques (Edeoga et al., 2005).

e Recherche des flavonoides

5 ml de I’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCl; (1%). La

présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (Benmehdi,2001)

e Recherche des coumarines

L'extrait sec est dissou dans I’eau distillée par chauffage, aprés refroidissement, la
solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute 5 ml
de NH4OH 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la lampe

UV 365 nm indique la présence des coumarines (Ciulei,1989; Wagner et Bladt,1996 ).

e Recherche des composés réducteurs

v
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Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des
quelque fragment de FeClz et 5 ml d’acide sulfurique contenant des fragments de FeCls sont
ajoutés a 1 ml de I’extrait. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation
de deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide
sulfurique) (Yrjonen,2004 ).

e Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels 5 ml d’HC1 (2N)
sont ajoutés a ’extrait et chauffer dans un bain marie. Apreés la filtration, le filtrat est traité avec
le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’12 solubilisé dans 1 ml d’eau distillée). La présence
de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels (Mohammedi,2006 ).

I1.2. Identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince (CCM)

e Principe
Cette méthode repose sur la séparation des différents composants de I'extrait en fonction
de leur mobilité dans la phase mobile, qui est généralement un mélange de solvants, adapté au
type de séparation recherche, et de leur affinité. La phase stationnaire peut étre du gel de silice
ou du gel de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes pour
identifier les produits, mais elles fournissent des informations (le rapport Rf positif et la

coloration peuvent conduire a des hypothéses structurelles(\Wong et al.,2006).

e Protocole de CCM sur gel de silice
Les analyses par CCM ont été effectuees avec des plaques gel de silice, sur support
rigide en aluminium 20 / 20 cm dont chaque extrait a été¢ déposé a 1’aide d’une micropipette (2
ul) & des points reperes a 1.5 cm du bord inférieur de la plague.Les plagues sont ensuite placées
dans les cuves de developpement, a environ 0,5 cm de hauteur dans lesquelles se trouve la phase

mobile.

Différents systemes de solvants ont été essayes pour définir ceux qui donnent les
meilleures séparations (Tableau 4). Pour notre extrait, 11 systéemes de solvants ont étéessayés

dont 3 systemes ont été réussis :
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Tableau 4: représente les systemes éssayés pour les analyses de CCM .

Systéme Systéme solvants Pourcentages
Acétated’éthyle/Acide formique (100/11/11/26)
/Acide acétique/ Eau distillé
Butanol/acide acétique/eau (4/1/5)
distillée
Acétone/eau distillée (5/5)
Butanol/acide acétique/eau (2/3/5)
distillée
Acétate d’éthyle/acide acétique (100/11/11)
Systemes essayes glaciale/acide formigque/eau
distillée
Aceétone / eau distillée (5/6)
Chloroforme / méthanol (12/8)
Chloroforme / méthanol / eau (05/12/8)
distillée
Acide acétique /touluéne / (3/5/1)
méthanol
Ehere de pétrole / n-butanol / (1/16/32)
acide aceétique
Dichlorométhane / méthanol (86/15)
Chloroforme / méthanol / eau (05/12/8)
distillée
Systemes choisis Acide acétique /touluéne / (3/5/1)
méthanol
Butanol/acide acétique/eau (4/1/5)

distillée
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Apres développement dans une cuve en verre et séchage, les plaques ont été observées
sous lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme pour
les Rf.

e Révélation
Apres développement, les plaques ont été séchées, puis visualisées séparément par une
lampe UV a 254 et 365 nm dans une chambre noire. Les rapports frontaux (Rf) des spots issus
de la séparation ont été calculés selon le rapport suivant:
Rf=d /D

d: Distance parcourue par la substance.
D: Distance parcourue par le solvant .

Ce facteur permet de mentionner une information préliminaire sur la structure des
substances des flavonoides.La distance de migration des substances dépend essentiellement de
leur polarité (Zeghad, 2009) :

e Les polyhydroxyflavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25) ;

e Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5) ;

e Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevéesde Rf
(0,5-0,75).

I1.3. Evaluation des activités biologiquesin vitro
11.3.1. Evaluation de P’activité antihémolytique

L’effet antinémolytique de I’extrait méthanolique brut du Capparis spinosaa été réalisé

selon la méthode de Yang et ses collegues (Yanget al.,2005):

» Préparation des globules rouges

5 ml de sang d’une personne saine ont été recueillis dans des tubes traités a ’EDTA,

puis centrifugés pendant 5 min a 1000 tr/min.

Le surnageant a été éliminé et le culot a été lavé trois fois avec du tampon phosphate
saline (PBS) (0,2 M et pH 7,4) (Annexe 1) puis remis en suspension dans une solution saline
(4 %).

e
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L’opération de lavage a consisté en une série de centrifugation & 1000 tr/min pendant
5 min de la suspension du culot dans le PBS.

Apres la derniére centrifugation, 0,4 ml du culot ont été additionné a 9,6 ml de tampon
phosphate saline (0,2 M & un pH de 7,4) pour obtenir une solution érythrocytaire d’hématocrite
a4%.

» Préparation de I’extrait

Différentes concentrations de notre extrait (5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml) ont été
préparés dans le PBS.

> Protocole expérimental

Les différentes étapes de I’essai sont :

e Mettre dans des tubes 1 ml de la solution érythrocytaire préparée avec 0,5 ml de
I’EBCS (dilué avec le PBS) a différentes concentration initiales .

e Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min .

e Ajouter 0,5 ml de la solution de NaCl (2 %) dilué avec le PBS au mélange
réactionnel

e Centrifuger les tubes a 1000 tr/min pendant 10 min .
e Récupérer le surnageant .

e Lire I’absorbance du surnageant (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 540 nm a
I’aide d’un spectrophotometre .

e L’hémolyse relative a été évalué en comparaison avec I’hémolyse induit par NaCl en
absence d’EBCS (contrdle négatif).

e Un médicament antihémolytique (Dicynone 250 mg) dissout dans le tampon PBS et
en absence d’EBCS a été utilisé comme contrdle positif

Chaque série d’expérience a été effectuée en triplicata et le pourcentage d’inhibition
de I’hémolyse a éte calcule.

» Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante
(Miki et al., 1987) :

% d’inhibition = (Ac — Aext /Ac)x100
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Ac: absorbance du control négatif.
Aext: absorbance de I’extrait.

11.3.2. Evaluation de I’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante de PEBCS a été évalué in vitro vis-a-vis la voie exogene et
endogéne de la coagulation, et ceci sur un pool des plasmas(Annexe 2) normaux déplaquettés
et a I’aide de 2 tests globales et chronométriques, le temps de Quick (TQ) ou nommé également
Taux de Prothrombine (TP), et le Temps de Céphaline Kaolin (TCK).

> Préparation de pool plasmatique (standard)

Le pool plasmatique standard est un mélange de plasma déplaquetté des volontaires
sains adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables. Le sang de chaque
volontaire a été prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur en solution anti-
coagulante de citrate de sodium a 3,8% et a raison de 1 volume pour 9 volumes du sang. Le
sang est ensuite centrifugé pendant 15 min a 2500 tr/min pour obtenir un plasma pauvre en

plaquettes.

» Evaluation de I’activité anti coagulante vis-a-vis la voie exogene

L’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne de la coagulation a été évalué en
utilisant un test de coagulation de Quick (TK) ou le temps de prothrombine (TP) qui permet une

exploration globale des facteurs de la voie exogéne de la coagulation (Brummel et al., 2002).

A. Principe de I’essai
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaquette en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine). Les facteurs de la voie exogeéne sont donc activés et le temps qui s’écoule
jusqu’a la formation du caillot est mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui
du controle négatif explique que I’EBCS exerce un effet anticoagulant vis-a-vis cette voie de
coagulation.

B. Protocole expérimental
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Effet de I’En-B sur la voie exogéne de la coagulation a été évalué selon les étapes
suivantes :

10 ulde I’En-B (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été additionné a 90 pl du plasma
standard, le mélange a été incubé a 37 °C durant 15 min. Aprés ’incubation, la coagulation a
¢été déclenchée par I’addition de 200 pl de thromboplastine pré incubé a 37 °C pendant 15 min.
Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesuré par uncoagulomeétre .

> Evaluation de P’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

Le test du temps de Céphaline Kaolin (TCK) est un test qui permet d’explorer ’activité
des facteurs plasmatiques de voie endogene.

A. Principe de I’essai

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaguette en présence d’un melange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est
mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contrdle negatif explique que

I’En-B exerce un effet anticoagulant vis-a-vis cette voie de coagulation.

B. Protocole expérimental

L’effet de ’En-B sur la voie endogéne de la coagulation a été évalué selon les étapes
suivantes :

10 ulde ’En-B (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été additionné a 90 pl du plasma
pauvre en plaquettes qui est ensuite incubé a 37 °C durant 15 min. Apres I’incubation, 100 pl
d’une solution de céphaline Kaolin ont été additionnés puis le mélange est réincubé a 37
°C pendant 3 min et la coagulation est alors déclenchée par 1’addition de 100 pl d’une solution
aqueuse de 0,025 M CaCls.

Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesuré par
coagulometre.

Un médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 Ul dissout dans le

DMSO a été utilisé comme contréle positif.
I1.4. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple. Les résultats ont été exprimés en moyenne

+ ’écart-type.
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Résultats et discussion

Ce travail expérimental, ayant pour objet I’étude phytochimique et I’évaluation in vitro
de I’activité anti-hémolytique et anti-coagulante de I’extrait n-butanolique issu de la partie
aerienne de la plante médicinale «Capparis spinosa L» récoltée de Khenchela.

I. Investigation phytochimique

1.1. Détermination du rendement d’extraction

L’extraction a été préparé a partir de la poudre de la partie aérienne de Capparis
spinosa Len utilisant la méthode de macération dont le rendement est représenté dans le
tableau 05.

Tableau 5 :Rendement d’extraction de (EMB) et (En-B) de Cappparis spinosa L.

La plante Le poids du Abréviation Poids Rendement en
matériel végétal d’extrait d’extraction en (%)
en (9) (9)
Capparis 300 EMB 65 21.67
spinosa L En-B 6.2 2.06

Le matériel végétal utilisé a été extrait a I’aide d’une solution hydro méthanolique pour
produire une masse séche d’extrait brut (EMB) de 65¢g. Les calculs basés sur le rendement en
matiére vegétale seche de partie aérienne de la plante ou le (tableau 5) montrequeCapparis
spinosaa fournit un taux d'environ 21,67 % pour EMB. Dans notre étude, I'extraction a été
réalisée par simple macération a une température ambiante, qui est une méthode discontinue

dans laquelle le solvant doit étre remplacé jusqu'a I’épuisement du matériel végétal (Gazi et al.,

2004).

L’extraction des flavonoides de Capparis spinosa L a été effectuée par les solvants
organiques via le fractionnement de I’extrait méthanolique brut; la partition liquide-liquide a
permis d’extraire trois fractions : éther de pétrole, acétate d’éthyle et la fraction n-butanolique
(En-B), cette derniere utilisée pour 1’évaluation de son activité biologique. Cette opération de

I’extraction a permis d’obtenir un résidu sec (6.2g) qui correspond au rendement de 2.06 %.

Selon Newman et Markham (1982), Les flavonoides que pourraient contenir dans la

fraction n-butanol sont les plus polaires (di, tri, et tétra-glycosylés).




Résultats et discussion

I-2 Screening phytochimique

Les tests phytochimiques sont realisés sur I’extrait méthanolique bruta l'aide des réactifs
révélateurs spécifiques. Le screening phytochimique permet de mettre en évidence la présence
de métabolites secondaires dans le tissu végeétal dont la détection de ces composés est basée sur
des tests de solubilité des composants, des réactions de précipitation et de turbidité, des

changements de couleur spécifiques ou une inspection sous lumiére ultraviolette.

Tableau 6:Résultats des tests phytochimiques sur I’extrait méthanolique brut (EMB) de
Capparis spinosa.

Tests phytochimiques EMB
Observation
Les Test de la T1 :Formation d’une fE
saponosides mousse mousse persistante
apres 15 min ¢

(+)

chloroforme | T 2 * Apparition

o i

d’une couleur rouge-

et Tacide
sulfurique marronne
concentré T1 T2
Les AlICl; Apparition d’une
flavonoides coloration jaune
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Les tanins FeCls Apparition d’une an
coloration bleue noire .
et un précipité apres 3 S
min
(+)
Les Acide Apparition de 2
composes | sulfurique phases: I
réducteurs d’acide brune- rouge et bleue- g
acétique verte
FeCls . +)
Les Wagner Précipitation
alcaloides
(+)
Les NH4OH Présence d’une
coumarines 10% fluorescence bleue ou
verte a la lampe UV
(+)

30
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La présence des flavonoides dans I’extrait méthanolique issu de la partie aérienne de la
plante est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune intense en contact avec AICI3 (1%). La
mise en évidence des tanins est présentée avec une intensité importante d’ou sa présence est
confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant une
coloration bleue-noire. Le test 1 positif des saponosides nous a montré leurs présences par
I’apparition d’une mousse , pour le deuxi¢me test la formation d’une couleur rouge-marronne
de la couche d’interface indique la présence des triterpénes hétérosidiques. Pour les
alcaloides,l’apparition d’un précipité brun avec le réactif de wagner, ce révele sa présence.La
fluorescencesous lampe UV a 365nm indique la présence de coumarines. Nos résultats sonten
accord avec plusieurs études (Bonina et al., 2002; Tlili et al., 2011; Arrar et al., 2013; Meddour
et al., 2013) qui ont montré la richesse de I’extrait méthanolique de la parties aérienne de

Capparis spinosa en polyphénols.

Or, le test de saponosides a été negatif sur ces échantillons, cette différence est due
probablement a plusieurs causes telles que : la différence de la partie étudiée de la plante, la

localisation geographique, le climat et la génétique...ect .

La présence de ces métabolites permet de justifier I’utilisation de Capparis spinosa
comme substance hépato-protectrice (Gadgoli et Mishra, 1999), anti-fungique (Ali-Shtayeh

et Abu Ghdeib, 1999), antioxydante, anti inflammatoire, antivirale et anti-tumorale.

1.3. Etude qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chrpmatographie sur couche mince est 1’une des méthodes habituelles et simples pour
la séparation et la purification des différents constituants d’un extrait végétal, c’est pourquoi
nous avons utilisé cette technique pour 1’analyse qualitative du contenu phénolique de notre

extrait n-butanolique.

nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince sur support de gel de silice
avec 3 des systemes de solvants suivants:

Le premier systéeme : Chloroforme / méthanol/ eau distillée (0,5:12:8).
Le deuxiéme systeme :Acide acétique /toluene / méthanol ( 3:5:1).
Le troisieme systéme : Butanol/acide acétique/eau distillée ( 4:1:5).

L’identification des composés a été basée sur la comparaison des Rfs et des couleurs
observés sous lampes UV des taches apparus sur CCM. Les résultats obtenus sont représentés

dans les figures 7 et 8 et le tableau 7.
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Systéme 1 systéme 2 systéeme 3

Figure 7 : Photos des Chromatogrammes résultant de I’analyse de la fraction n-butanolique
par CCM sur gel de silice a 365nm

Figure 8 : Photos des Chromatogrammes résultant de I’analyse de la fraction n-butanolique
par CCM sur gel de silice a 254nm .
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Tableau 7 : Résultats de CCM de I’En-B

Résultats et discussion

Nombre de systéeme Nombre Rapport Couleur Type de flavonoide
solvant de spotes frontal sous UV possible
(cm) 365 (nm)
1 1 0.1 Bleu blanc | Flavanol
2 1 0.11 Bleu Acide phénol
Fluorescent | Flavanols
3 1 0.13 Marron Acide phénol
2 0.21 Bleu Flavonols,flavanones,
Fluorescent | isoflavone,flavanones,
acide phénol
3 0.31 Gris Acide phénol
4 0.4 Bleu Acide phénol
5 0.5 Bleu blanc | Anthocyanidine-3
glycosides
6 0.61 Bleu Acide phénol
7 0.76 Marron Flavone
méthyle,hydroxy
flavanol
8 0.93 Bleu Flavonols, Acide
Fluorescent | phénol

Dans le premier systeme, nous constatons un seul spot pour la fraction n-butanolique,

un seul aussi via le deuxiéme systéme et huit taches pour le systéeme 3, dont la distance de

migration des substances dépend essentiellement de leur polarité :

e Les poly hydroxy flavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25) ;

e Les oligo hydroxy et les oligo méthoxy flavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5) ;

e Les flavanones, les flavonols, méthoxy flavones ont les valeurs les plus élevéesde Rf
(0,5-0,75).
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Les valeurs des Rf des différents extraits flavonoiques ont été comparés avec ceux des
témoins utilisés et ceux établis par ( Kholkhal .,2014) ; Mamyrbekova-Bekro et ses collegues
(2013);Belfadel, (2013) pour les systemes utiliés .

Ces résultats montrent que la plante de Capparis spinosa est riche en constituants
chimiques dont ’analyse qualitative de I’éxtrait n-butanolique par CCM preuve la mise en
évidence de plusieurs taches a des differents couleurs et différents Rf ; la majorité des spots
apparaissent en bleu probablement indique la présence de flavonols, flavones, isoflavones,
flavanones.Quand la couleur marron indique -Dihydroflavonol, Chalcones, Flavone méthyle.La
quantité des composés phénoliques des éxtraits de cette plante dépend généralement : la saison
de culture,la localisation géographique, la durée de conservation et la maturité de la plante.. etc.

I1. Evaluation in vitro des activités biologiques

I1.1 Evaluation de P’activité antihemolytique

Selon la méthode deYang ses collaborateurs(2005), I’analyse in vitro de 1’activité
antihémolytique de I’extrait butanolique de Capparis spinosa L a été réalisé et les résultats

relatifs obtenus sont représentés dans la figure 09.

120% 7
100% -
80% 1
60% 1

= cp

40% -  En-B

20%

Pourcentage d'inhibition de I'hémolyse

0% -

1,25 mg 2,50 mg
Concentration (mg ml)

Figure09: Evolution de I’effet antihémolytique de I’En-B en fonction de la concentration
en comparaison avec un témoin positif.

Selon la figure on observe que I’En-B a une activité antihémolytique plus forte que le

contrdle positif (qu’elle que soit la concentration ) ou nous avons enregistré des pourcentages
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d’inhibition trés élevés proche a 100% a toutes les concentrations étudiées par rapport au
contréle positif, donc ces résultats montrent que I’extrait a présenté un effet inhibiteur

d’hémolyse trés efficace et remarquable.

I’activité antihémolytique pourrait étre attribuée aux flavonoides qui possédent une
activité antioxydante importante selon I’étude de Zhang (1997) , les résultats de la recherche de
Asgary ses collegues (2005) ont montré une inhibition de I’hémolyse en présence de

kaempférol, quercétine, morine et rutine, comme elle peut étre due aux tanins.

Puisque notre plante est riche en flavonoides, les résultats obtenus sont en accord avec
les études antérieures (Zhanget al., 1997;Asgary et al.,2005; Tabsa. Hayat,2018) ou les extraits
issus des plusieurs plantes médicinales étudiées (riche en flavonoides) ont représenté des effets
protectifs contre I’hémolyse des hématies humains, ce qui justifie 1’utilisation en médecine

traditionnelle de ces plantes contre certaines troubles d’hémolyse.
11.2. Evaluation de I’activité anticoagulante

La capacité anticoagulante de 1’extrait n-butonlique a été évaluée in vitro pour les voies
exogene et endogene en utilisant deux tests de synchronisation (TP et TCK). Un Temps de
coagulation plus long par rapport au contréle négatif affirme l'activité anticoagulante du
I’échantillon testé (Tlili, 2015).

11.2.1. Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne

L’activité anticoagulante des échantillons et de leurs constituants vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation a été determinée en utilisant un test de coagulation appelé le Temps
de Quick ou le Taux de Prothrombine (TP), qui est un test qui explore les facteurs 11, V, VII et
X de la voie extrinséque et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al ., 2008).Les résultats

sont illustrés dans la figure 10.
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TP (S)

TEMOIN CN cp TEST
Echantillons

FigurelO : Résultat de l'activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne.

La figure 10 présente les résultats de l'activité anticoagulante ou nous avons noté que
I’En-B donne un TP égal a 16,9s proche a celui du contrdle positif avec 19,1s. Donc, notre

extrait testé a une activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne.

11.2.2. Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

L’évaluation de I’activité anticoagulante de I’extrait vis-a-vis la voie endogene de
coagulation a été réalisé en utilisant le temps de Céphaline-Kaolin ou le temps de
thromboplastine partielle active, un test qui permet d’explorer I’activité des facteurs Il, V, VIII,
IX, X, Xl et XII de la voie endogéne et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al .,2008).

Les résultats de notre étude sont représentes dans la figure 11.
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TCK (S)

TEMOIN CN CP TEST
Echantillons

Figurell :. Résultats de l'activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogéne.

A partir de la figure ci-dessous, on trouve que la fraction n-butonolique issue de
Capparis spinosa L donne un TCK égale a 39,4s proche a celui du controle negatif avec 38,4s
et du témoin 29,3s ce qui traduit que 1’extrait testé n’a pas une activité anticoagulante vis-a- vis

la voie endogene.

L'évaluation de I'effet anticoagulant de I'En-B a l'aide des deux tests (TP, TCK) a montré
que cet extrait a une importante activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne par apport au
control positif. Par contre la voie endogene qui est tres faible a la comparaison au contrdle
positif. Ce dernier est appartient au groupe des héparines exactement les Héparines de Bas Poids
Moléculaire (HBPM) qui forment un complexe avec lanticoagulant physiologique
I'antithrombine 111 qui inhibe particulierement le facteur Xa et a moindre degré la thrombine
(Manallah, 2012).

L'activité anticoagulante de Capparis spinosa L est due a sa richesse aux flavonoides;
ces derniers participent a la prévention des maladies cardiovasculaires; ils inhibant l'agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénomeéne de thrombose, améliorent le fonctionnement de
I'endothélium de la couche cellulaire et assure le bon fonctionnement du systeme vasculaire en
réduisant les risques d'athérosclérose. De plus, les rapports épidémiologiques ont démontré que
les gens peuvent avoir une incidence plus limitée en maladies du ceeur, s'ils ont une ingestion

diététique élevée en flavonoides (Manallah., 2012).
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Conclusion et perspectives

Depuis I’antiquité , I'utilisation des plantes médicinales était trés vaste, ces dernieres
ont la capacité de stocker les métabolites secondaires qui ont un effet physiologique sur le corps
humain, lui permettant de soutenir sa défense, traiter certaines maladies, inhiber la croissance
de certaines et protéger des autres. Capparis spinosa L (le caprier) est I’'une de ces plantes,
utilisée depuis longtemps a des fins thérapeutiques, mais les études phytochimiques de cette
plante restent jusqu’a présent insuffisantes. Dans ce contexte s'inscrit ce travail qui avait pour
objectif ’investigation phytochimique et I’exploration in vitro d’éventuel effet antihnémolytique
et anticoagulant des extraits issus de de la partie aérienne de Capparis spinosa L récoltée de la

région de Khenchela.

D’apres les résultats des tests phytochimique, nous avons trouvé que notre plante est
riche en métabolites secondaires tels que les flavonoides; tanins; alcaloides; coumarines et les
composes réducteurs. L’étude qualitative de la composition chimique de la fractions n-
butanolique par CCM comme une moyen d’analyse a permis de mettre en évidence la présence
de flavanol comme un composé majoritaire et des autres principes actifs: dihydroflavonol,

chalcones et le flavone méthyl,susceptibles d’exprimer les activités recherchées.

Quant a I’activité antihémolytique , la fraction n-butanolique a révélé un pouvoir
antihémolytique important et qui est plus fort que le contréle positif (Dycinone), ce qui
permet d’entrer dans une préparation thérapeutique qui sert a la guérison des maladies
hémolytiques et son utilité contre les complications des maladies thrombotiques.

Or, I’étude in vitro de ’effet anticoagulant sur les deux voies de coagulation a été
démontré que son effet est plus important sur la voie exogéne que la voie endogene.

Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu’une
premiére étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
donc, de nombreuses perspectives expérimentales écoulent de cette recherche.

En fait, des études plus approfondies nécessaires concluant plusieurs points a savoir:

» Caractérisation quantitative, isolement et identification des flavonoides par
desméthodes de séparation plus performantes (CLHP,CL/SM,CG/SM...).

> Evaluer et tester ces molécules actives pour d’autres propriétés biologiques in vivo

Dans le cadre d’application pharmacologique et industrielle notamment I’effet antihnémolytique .
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Annexe 1

La solution tampon phosphate (PBS) est une solution isotonique et non toxique utilisée
couramment en biochimie. Il s’agit d’un soluté physiologique contenant du chlorure de sodium, du
phosphate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de potassium. llest utilisé pour
lavage ou dilution des cellules. Pour la préparation de PBS a pH égale a 7.2 ona besoin de :

- 13.21g/L de la base Na,HPO,.
- 20299/L de 1’acide K,yH,PO,.
- 80g/L de NaCl.

- 2g/L de KCI.

Dissoudre les comptants dans 100ml de I’eau distillée avec 1’agitation jusqu’il
s’homogénéise par un agitateur et conservé a 4°C dans des fioles au réfrigérateur, jusqu’au moment
de I'utilisation. Il ne faut pas congeler, surchauffer, conditionner dans des fioles présentant une
fissure ...etc. Pour facilite la préparation, il y a des comprimeés commerciaux de tampon PBS qui

donner une solution PBS préte a ’emploi apres leur dissolution dans une certaine quantité d’eau .

Annexe 2

La préparation d’un pool plasmatique se fait a partir de six prélevements de personnes
volontaires et sains qui ne prennent aucun médicament. Les prélevements sont réalisés entre 7 h
et 11 h du matin dans des tubes citrates (il est préférable d’éviter le café et le tabac dans I’heure qui
précede le prélevement). Nous centrifugeons les tubes pendant 15 min a2500 tour/min pour obtenir

un plasma pauvre en plaquettes .

Ensuite, on prend 200 Ul de plasma de chaque échantillon et on les mis dans un tube sec,

pour obtenir un mélange de plasma prét a emploi (soit pour le TP ou TCK).
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Résumeé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algériennes, nous sommes intéresses
dans cette étude d’une part, a I’investigation phytochimique des extraits issus d’une de la partie
aérienne d’une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle récoltée de la région de
Khenchela (Capparis spinosa L), et d’autre part, a la détermination in vitro d’éventuels effets
antihemolytique et anticoagulant.

Le screening phytochimique réaliseé a permis de mettre en évidence la présence des
flavonoides; tanins; alcaloides; coumarines et les composés réducteurs. Ainsi, 1I’étude qualitative
par CCM des extraits a revelé une diversité remarquable des composés flavonoiques susceptibles
d’exprimer les activités recherchées.

Concernant I’activité antihémolytique, la fraction n-butanolique inhibe significativement
I’hémolyse d’une fagon plus importante que le contrdle positifavec des pourcentages d’inhibition|
proches a 100%. De méme, les résultats obtenus ont montré un effet protecteur contre la
coagulation des hématies (pour la voie exogene ) avec un temps de coagulation de 16,9s contre
le contréle positifa 19,1s.

En conclusion; Capparis spinosa L. est douée d’une activité antihémolytique et
anticoagulante remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource naturelle afin d’atténuer

les complications des maladies thrombotiques et cardiovasculaires.
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