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Résumé

Le présent travail a pour but de valoriser deux plants de genre Urtica souvent méprisée
et considérée comme mauvaises herbes par la population locale, Dans ce contexte, notre étude
consiste a évaluer I’activité anti agrégeant et anti coagulante des extraits des deux plantes

médicinales de le mémes genre Urtica dioica L et Urtica urens L .

L’analyse qualitative et quantitative, a permis de constater la richesse des extraits
aqueux et hydro-éthanoliques en principes actifs, en particulier Polyphénols et flavonoides
dans les extraits de U. dioica et U .urens L et I’absence des saponines et 1’alcaloides chez 1’U.
urens L. L’estimation quantitative par la méthode colorimétrique des polyphénols totaux
auxquels a attribué les diverses activités biologiques ; a montré que nos extraits (éthanolique,
méthanolique et aqueux) de deux Urtica sont riches en ces composés, mais en quantités

différentes .

L’évaluation de I’activité anti-oxydante est mise en évidence par le test de DPPH sur les
I’extraits hydro-méthanoliques d’U.Urnes L et de U.dioica L. Les résultats
montrent des activités anti- oxydantes est important avec des valeurs de CI50 égale a

(16,62mg/ml) pour I’U. dioica L et égale a (16,07mg/ml) pour U. Urens L.

Pour étudie I’activité anti thrombotique nous avons adopté un nouveau systeme
modele pour étudier la lyse des caillots de maniere simple et simplifiée a l'aide d'un
médicament thrombolytique, la streptokinase. Le résultat donne un pourcentage significatif de
lyse de caillots a été observé lorsque la streptokinase été utilisée.D'autre part, avec l'extrait
(volume de 100ul) de I’U. dioica L, une lyse maximal (94 %) du caillot a été observée. La Il y
avait une différence significative entre la lyse du caillot effectuée par la streptokinase et

I'extrait.

L’activité anti-hémolytique in vitro des deux extraits a été mesurée par différents types
d’inducteurs d’hémolyse. Les extrait ont démontré une effet anti-hémolytique dans les trois

cas ou I’hémolyse est induite hypotoniquement par la températeure et par H,O, .

D’autre part on a étudié 1’activité anticoagulante en faisant les test de coagulations
suivantes TP, TCK de pool plasmatique traités précédemment par les deux extrais des plantes
utilisées , les résultats de TP de plasma traités avec U. dioica L, U.urens L ont un taux élevé
par rapport au témoin, alors que les résultats de TCK révélent que U. dioica L possedent une

activité anticoagulante a la cocentration et ils ont capable d’allongé le TCK .

Mots clés : Urtica dioica L,Urtica urens L , Urticacées, Flavonoides, Activité biologique,

Anticoagulant.



Abstract

The purpose of this work is to enhance two plants of the genus Urtica
often despised and considered as weeds by the local population. In this context, our study
consists in evaluating the anti-aggregation and anti-coagulant activity of the extracts of
the two medicinal plants of the same genus Urtica dioica L and Urtica urens L .

The qualitative and quantitative analysis revealed the richness of the aqueous and
ethanolic extracts in active ingredients, in particular polyphenols and flavonoids in
the extracts of U .dioica and U .urens L and the absence of saponins and alkaloids in U.urens
L . Quantitative estimation by the colorimetric method of total polyphenols attributed to
various biological activities; showed that our extracts (ethanolic, methanolic and aqueous)

of two Urtica are rich in these compounds, but in different amounts.

The evaluation of the antioxidant activity is highlighted by the DPPH test on the
hydro-methanolic extracts of U.urnes L and U.dioica L. The results show
significant antioxidant activities with IC50 values equal to (16.62mg/ml) for U. dioica
L and equal to (16.07mg/ml) for U .urens L.

To study the anti-thrombotic activity we have adopted a new model system to study
clot lysis in a simple and simplified way using a thrombolytic drug, streptokinase. The result
gives a significant percentage of clot lysis was observed when streptokinase was used.
observed. There was a significant difference between the clot lysis performed by streptokinase

and the extract.

The in vitro anti-hemolytic activity of the two extracts was measured by different
types of hemolysis inducers. The extracts demonstrated an anti-hemolytic effect in the three

cases where hemolysis is induced hypotonically by temperature and by H202.

On the other hand, the anticoagulant activity was studied by performing the
following coagulation tests TP, TCK of plasma pool previously treated with the two extracts
of the plants used, the results of TP of plasma treated with Urtica dioica L, Urtica urens L
have a rate high compared to the control, while the TCK results reveal that Urtica dioica L

possess anticoagulant activity at cocentration and they were able to elongate the TCK.

Keywords : Urtica dioica L ,Urtica urens L, Urticaceae , Flavonoids, Biological study,

Anticoagulant, Antiagregating.
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Introduction générale

La médecine traditionnelle ou les traitements a base de plantes médicinales étaient
développés au monde, elle a fait appel a tous les traitements que la nature pouvait lui offrir.
Les formes galéniques les plus diverses ont été employées dans les préparations a base de
plantes : cataplasme, extraits aqueux, extraits alcooliques, extraits et macérats huileux, extraits

vineux et vinaigrés, tisanes...... etc (Babuca., 2007).

Parmi eux L’ortie est également considérée comme une plante magique dans de
nombreuses cultures. En effet d’aprés Leonard Buhner « L’ortie est associée aux sortileges

VOueés a la guérison, a la protection et a la purification » (Buhner., 2006).

L'ortie a le grand potentiel de fournir de nouvelles pistes médicamenteuses avec de
nouveaux mécanismes d'action (Singh et al., 2012). Différents effets thérapeutiques de cette
plante ont été rapportés dans de nombreuses études dont anti-inflammatoire et
antirhumatismal (Obertreis et al., 1996, Riehemann et al., 1999), antioxydant,
antimicrobien, antiulcéreux, analgésique (Gulcin et al., 2004), effets antiprolifératifs
(Konrad et al., 2000) et cardiovasculaires (Testai et al., 2002). Les extraits d'ortie peuvent
agir comme un stimulant de la prolifération des lymphocytes humains (Wagner et al., 1989).
L'effet thérapeutique et inhibiteur de l'extrait d'ortie sur I'hyperplasie prostatique a été
démontré dans différentes études (Krzeski et al. 1993, Lichius et Muth, 1997).

Le précurseur de la phytothérapie, Henri Leclerc, s’intéressa entre 1925 et 1931 aux
vertus hémostatiques de 1’ortie, dont il relate les observations dans son Précis de
phytothérapie: « J’ai pu constater personnellement les bons effets du suc de grande ortie
comme vasoconstricteur chez trois malades atteints de métrorragie. ». Il reconnaissait
également a l’ortie des propriétés anti-diarrhéiques (Fleurentin 2008; Bertrand 2010;
Lerbet 2011; Tissier 2011).

Les maladies cardiovasculaires sont responsables de nombreux problemes de santé dans
le monde. En effet, ces maladies constituent un ensemble de troubles qui touchent le coeur et
la circulation sanguine. Ces maladies constituent la conséquence de la complication

pathologique des maladies thrombotiques artérielles et veineuses,

C’est la raison pour laquelle plusieurs recherches sont focalisées sur la médecine
traditionnelle ou le traitement a base de plantes médicinales dans le traitement de ces
maladies. (Alexandre et al., 2018).
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L’objective de notre étude consiste a étudier 1’activité antiagrégant et anticoagulant d’un

extrait plantes médicinales U .dioica L. Notre travail sera réparti en deux parties :

- Une partie relative a 1’étude bibliographique de plante, de 1’activité anticoagulante et
I’activité antiagrégent.

- Une autre partie réseervée a I’étude expérimentale subdivisée en deux chapitres : 1’'un
Présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et

L’autre consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.
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1. Origine et aire de répartition

L’ortie est une plante herbacée vivacée originaire des régions tempérées de 1’Eurasie,
Parmi les espéces du genre Urtica, U .dioica L. est la plus grande et la plus répandue
(dhouibi et al., 2019). Elle se trouve dans le monde entier : I’Europe et 1’ Afrique du nord a

I’ Asie, ainsi qu’Amérique du nord et du sud (kargozar et al.,2019).

Madagascar et I'Afrique du Sud ou l'ortie est quasiment absente (henning et al.,2014)
.En Algérie, elle est relativement commune dans les ravins des montagnes de Kabylie et dans
les régions de Skikda et Annaba. Elle est moins fréquente dans 1’Atlas Blidéen (Baba Aissa,
2000).

2. Dénomination de I’Urtica dioica L

Le nom latin (universel) de 1’ortie est U .dioica L. L’ortie se disait Urtica en latinmot
venant lui -méme du verbe Urere signifier briler par extension urticaire, se disent de toutes
especes démangeaisons similaires a celles provoquées par les piquantes d’orties. Le nom
d’espece dioica se disait dioique en francais, concerne un végétale dont les fleurs males et
femelles sont portées par des pieds différents. ( Valnet, 1992;Bertrand, 2008) .1l appartient a
la famille des Urticacées de I'ordre de Rosales qui contient environ 60 genres et plus de 700
espéces (Asgarpanah et Mohajeranial.,2012).

D’aprés Luna, T. (2001) Urtica dioica est appelé :
» Frangais : ortie,grande ortie
» Anglais: common nettle, stinging nettle,
> Espagnol : ortiga
> Arabe: el & ia
3. Classification botanique
Selon (Quézel et Santa, 1963). U.dioica L. appartient au :
Reégne : plantae (plantes).
Sous-régne : Tracheobionta (plantes vasculaires).
Embranchement : Magnoliophyta (phanérogames).
Sous-embranchement : Magnoliophytina (angiospermes).

Classe : Rosideae.
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Sous-classe : Rosideae dialycarpellées.
Ordre : Rosales.

Famille : Urticaceae.

Genre : Urtica L

Ce sont les espéces U. dioica L et U.urens L qui sont connues pour posséder des propriété
médicinales U.dioica L étant le sujet de cette étude, nous n’accorderons qu’une description

sommaire U.urens L .
4. Description de I’ortie dioique

Elle a été décrite pour la premiére fois en 1753 par le naturaliste suédois Carl Von
Linné. La plante d’ortie dioique est couverte de poils urticants, ¢’est une herbacée vivace
grace a un rhizome jaune rampant, elle peut atteindre 1.50 métre de haut. C’est une plante

ayant des fleurs males et femelles portées par deux plants différents (Chavoutier et al.,2000).
4.1. Feuille

Les feuilles fraiches sont vert vif mesurent 3 a 15 cm de long (Asgarpanah et
Mohajerani, 2012) avec des bords dentelés et sont clairement visibles sur la face inférieure
des feuilles. (Upton, 2013). lls sont verts foncé dessus et plus pales dessous, oblongues ou
ovales, opposées, cordées a la base, finement dentées (figure 1) (deveco et al., 2018) .

Figure 01 : les feuilles de I’Urtica dioica L . (Asgarpanah et Mohajerani,2012)
4.2. Tiges

Les tiges sont dressées, robustes, non ramifiées, et a section quadrangulaires et
recouverte de poils urticants. Elles sont d’une couleur verte lorsque la plante est jeune, et

rouge violet lorsqu’elle est plus agée (figure 2)(Bertrand, 2010).
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Figure 02 : tige de I’Urtica dioica L . (Moutsie, 2008).
4.3. Fleurs

L’ortie a de nombreuses petites fleurs vertes ou brunes avec des inflorescences axillaires
denses. Les fleurs méles n'ont que des étamines, les fleurs femelles n'ont que des pistils ou des
organes producteurs de graines. Généralement, les plantes ont des fleurs males ou femelles
partout (Asgarpanah et Mohajerani,2012)

4.4. Fruits et graines

Le fruit d’ortie est constitué¢ d’un akéne ovale de couleur jaune-brun. Il est entouré d’un
calice persistant et reste enveloppé dans deux gros sépales accrescents, larges et ovales. Il est
formé d’une graine, albuminée, a embryon droit (figure 3) (Wichtl et Anton, 2003 et
Ghedira et al., 2009).

Akeéncs

Figure 03 : Fruites et graines de 1’Urtica dioica L. (Reaume , 2010).
4.5. Racine et rhizomes

Ce sont des rhizomes — tiges souterraines, jaunatres, tracants et abondement ramifiés qui
développent chaque année de nouvelles pousses, d’ou le caractére par fois envahissant de

I’ortie ils fixent I’azote de 1’aire grace a I’action de microorganismes (Rhizobium frankia) qui
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vivent en symbiose avec I’ortie (moutsie., 2008). (Figure Moutsie, (2008)., L’ortie, une amie

qui vous veut du bien, I’encyclopedie d’utovie, Edition d’utovie.

Figure 04 : partie racinaire de 1’Urtica dioica L . (Asgarpanah & Mohajerani,2012)
5. Composition nutritionnelle et chimique

Diverses especes du genre Urtica seraient de riches sources de composants nutritionnels,
tels que des acides aminés, des fibres, des composés phénoliques, des vitamines et des
minéraux (Kregiel, D et al.,2018). Les feuilles d'U. dioica L sont riches en chlorophylles,
glucides, caroténoides, graisses, vitamines et minéraux ( Paulauskiené, A et al.,2012;aheri,
Yet al.,2020;Bhusal. K.Ket al.,2022). Paulauskiene et al. ont analysé I'influence du moment
de la récolte sur la composition chimique des feuilles d'U.dioica L en collectant les feuilles
tous les mois d'avril a septembre. Les résultats ont montré une variation de la teneur en
chlorophylles, caroténoides, composés phénoliques et capacité antioxydante parmi les
échantillons . (Adhikari, B.M et al.,2016;Kregiel, D et al.,2018) Adhikari et al ont comparé
les propriétés nutritionnelles de la poudre de feuilles séchées d'U .dioica L a celles des farines
d'orge et de blé. lls ont rapporté que la poudre de feuilles d'U. dioica L avait un niveau plus
élevé de protéines brutes (33,8%), de fibres brutes (9,1%), de matiéres grasses brutes (3,6%)
et de glucides (37,4%).

Divers composés phytochimiques, y compris les flavonoides, les acides phénoliques
(dérivés de l'acide hydroxybenzoique et de l'acide cinnamique), les acides aminés, les
carotenoides, les acides organiques et les acides gras (tableau 1) sont signalés dans les
differentes parties de la plante d'U.dioica L, bien que la plupart des études se soient
concentrées sur feuilles. Les structures de certains flavonoides et acides phénoliques sont
données a la (figure 5). Plusieurs composés d'autres groupes, tels que les sucres (inositol,

glucose, rhamnose et saccharose) (Grauso, L et al.,2016), les composés volatils (par
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exemple, I'hexanal, le linalol, la carvone, I'aldéhyde de cumin, carvacrol et phytol) (Gll, S et
al.,2012), la choline et I'indole-3-carboxaldéhyde (Grauso, L et al.,2016) ont également été
signalés. Otles et Yalcin ont rendu compte des composés phénoliques des feuilles, des tiges et
des racines de I'U .dioica L collectés dans différentes parties de la Turquie, ou ils ont montré
une variation de la teneur en ces composés en fonction de la partie de la plante et de la localité
d'ou ils ont été collectés. (Otles, S., Yalcin, B et al.,2012)
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Figure 05 : Structures des principaux flavonoides et acides phénoliques rapportés des feuilles
d'Urticadioica. (Grauso, L et al.,2016).
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Tableau 01 : Constituants chimiques bioactifs des feuilles d' Urticadioica.(Hari Prasad
Devkota et al.,2022) .

Groupe chimique Composés

Amentoflavone, apiine, apigénine, apigenine 7- O - B - d -glucoside,
baicaline, baicaléine, catéchine, épicatéchine, épigallocatéchine

gallate, chrysoeriol, genestein, isorhamnétine, kaempférol,

Flavonoides . . . i
keampférol 3- O - B - d - glucoside , lutéoline, lutéoline 7- O - - d -
glucoside, myrécétine, naringénine, quercétine, quercétine 3- O - B -
d -glucoside, quercétine 3- O - B - d -galactoside, rutine, vitexine
Dérivés de I'acide hydroxybenzoique
Acide gallique, acide vanilliqgue, acide syringique, acide

Acides protocatéchuique, acide gentisique
phénoliques Dérivés de l'acide cinnamique Acide

cinnamique, acide caféique, acide p -coumarique, acide férulique,

acide chlorogénique, acide sinapique

Alanine, acide y -aminobutyrique (GABA), acide glutamique,

Acides aminés : . . ) : : : :
isoleucine, leucine, phénylalanine, proline, tyrosine, valine

Caroténoides B -carotene, isomeres de lutéine, néoxanthine, violaxanthine

Acide acétique, acide citrique, acide formique, acide malique, acide

Acides organiques ..
succinique

Acide arachidique, acide arachidonique, acide béhénique, acide
Les acides gras | dodécendoique, acide eurique, acide palmitique, acide palmitolique,

acide stéarique, acide tricosanoique, acide laurique, etc.

11
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6. Utilisation d'Urtica dioica L

L’ortie représente une source inépuisable de composés chimiques et grice a ces
derniers, son utilisation est multiple et ne se limite pas qu’au domaine médical mais aussi

dans autres (Boyrie, 2016), dont on cite :
6.1. En alimentation

Depuis 1’Antiquité, les romains et les grecs consommaient de ['ortie. Elle était

géneralement cuisinée comme les épinards ou sous forme de soupe, de thé (Boyrie, 2016).

Les feuilles d'ortie se mangent comme des épinards préparés en feuilles cuites, bouillies
ou ajoutées aux feuilles Les soupes et les sauces sont consommées comme aliments de famine
dans de nombreuses régions du monde (Davidson et Jaine,2006 ; Khatiwada et al., 2011).
Les feuilles d'ortie ont été utilisées, en particulier dans les zones rurales L'Afrique, comme
herbe potagere, soupe et infusions (Kavalali, 2003 ; Moskovitz, 2009 ; Roberts, 2011). Au
Népal, les feuilles d'ortie sont ajoutées aux soupes ou cuites comme herbe potagere (Adhikari
et al., 2016). En Ethiopie, une sauce est préparée a partir de jeunes feuilles d'ortie et de
poudre d'orge et servie avec injera (Shonte et WoldeTsadik, 2013). Les orties piquantes sont
utilisées comme source sauvage de légumes en Afrique du Sud (Bhat et al., 2002 ; Jimoh et
al., 2010 ; Maanda et Bhat, 2010). Infusion et Décoction a base de plantes médicinales (ex.
lavande, camomille, thym, sauge, fenouil, feuilles d’ortie , etc.) les feuilles et la poudre de
feuilles sont la forme de boisson la plus traditionnellement utilisée au Portugal (Gido et al.,
2007).

6.2. En agriculture

Le dérivé agricole d’Urtica dioica est le purin qui est utilisé comme fertilisant ou bien
en traitement préventif de certaines maladies ou invasions de parasites. Il sert de fongicide,

d’insecticide (contre les acariens) (Draghi , 2005).
6.3. En industrie

Les tiges de ’ortie sont intégrées en industrie pour la fabrication du papier et de tissu,

teinture, colorants grace a leurs richesses en chlorophylles (Draghi, 2005).
6.4. Usages medicinaux

Bref historique des utilisations médicinales de 1’ortie en occident, depuis I’antiquité,
I’ortie est considérée comme un hémostatique puissant. En Grece, Discosrde (ler siecle)

prescrivait 1’utilisation de feuilles fraiches pour les métrorragies, les blessures infectées et

12
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I’application de son jus pour les saignements de nez. Au XVIlle siécle, Chonel la considérait
comme « I'un des plus assurés des remedes pour le crachement de sang, et pour les
hémorragies». Elle était reconnue pour ses propriétés astringentes, anti-diarrhéiques, et
dépuratives. Elle fut inscrite au Codex de la Pharmacopée frangaise en 1818. Jusqu’au XIXe
siecle, on considérait que les flagellations du corps avec une botte d’ortie étaient un moyen

efficace de lutter contre les douleurs rhumatismales (Mekhibi, et al.,2013).

6.5. En pharmacia

Selon la partie utilisée da la plante (partie aérienne et racine), il existe plusieurs formes

pharmaceutiques qui ont été fabriquées dans différents laboratoires :

Dans (figure 6) un exemple d’une produit ORTIE, Teinture biologique plantes fraiches,
(U .dioica L) utilisé en phytothérapie comme tonique nutritif, comme thérapie de soutien pour
aider a soulager les douleurs rhumatismales et pour aider a solager les symptémes d'allergies
saisonnieres. Utilisé traditionnellement en phytothérapie comme diurétique. (1)

Figure 06 : médicaments a base d'Urtica dioica. (1)

Le Figure 7 représente tisane fabriquée dans laboratoire Iphym, des Feuilles d’orties

séchées et découpées en vrac pour faire des infusions (Boyrie, 2016).

arm
PTHERN AT RO

Figure 07 : tisane a base d’Urtica dioica (Boyrie, 2016).

13
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7. Activités biologiques d’Urtica dioica L.

Diverses activités fonctionnelles des extraits et des composés bioactifs d' Urticadioica ,

telles que rapportées par une littérature considérable, ont été résumees dans (figure 8) .
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Figure 08 : Diverses activités fonctionnelles alimentaires d'extraits et de composés bioactifs
d'Urticadioica.(2)

7.1. Activité anti-inflammtoire

Quelques études ont démontré les effets des feuilles d’U.dioica L. dans le processus

inflammatoire parmi-eux :

- Inhibition des cyclo-oxygénases COX-1 et COX-2 dans la voie de I’inflammation par
blocage de la formation de prostaglandines pro-inflammatoires. (Roschek, B et
al.,2009).

- Diminution de I'inflammation dans la polyarthrite rhumatoide en inhibant le TNF
alpha (TNF-a) et l'interleukine-1. ( Yang CLH,2013).

- Inhibition du PAF (Platelet activating factor) des neutrophiles et diminution de
I’activation des voies de signalisation aboutissant a la production de cytokines pro-

inflammatoires. (Antonopoulou ,S., 1996).

14
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7.2. Activité antimécrobiene

Sur la base de ces résultats de (Razzagh, M et al., 2014) , on peut suggérer qu'U.dioica
L et ses extraits d'eau et d'éthanol ont des effets antimicrobiens notables contre les
champignons gram négatif, positif et Candida albicans et qu'il s'agit d'une source intéressante
de composés biologiquement actifs et qu'il a le potentiel d'étre utilisé dans le contréle et le
traitement des infections causées par certaines especes bactériennes qui peuvent étre

appliquées pour la prophylaxie et la thérapie, a la fois chez les humains et les animaux.

7.3. Activité anti-diabétique

Etude de (Mohammad Jafar, 2010) a montré que l'administration des feuilles d'U.
dioica avant l'induction du diabéte chez les animaux peut augmenter la prolifération des

lymphocytes b et diminuer la concentration de glucose dans le sang chez 60 % des rats.
7.4. Autres activités

Les racines d’U .dioica L. présentent des propriétés intéressantes pour améliorer les
symptomes de 1’hypertrophie bénigne de la prostate. Ce sont les extraits méthanoliques de
racine d’ortie qui jouent principalement un réle dans ’amélioration des symptomes de
I’hypertrophie bénigne de la prostate. Cette plante agit sur différentes cibles et permet de

diminuer la taille de la prostate et ainsi d’améliorer les troubles urinaires. (Boyrie, 2016).

15
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1. Généralité

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantites par les plantes, ces produits sont en trés grand nombre, plus

de 200.000 structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire.

Ces molécules marquent de maniere originale, une espece, un genre ou une famille de
plante, ils sont classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence, les terpénes, les

alcaloides, et les composés phénoliques (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).
2. Molécules issues du métabolisme secondaire

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires qui ne sont pas
produits directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques
ultérieures. Les métabolites secondaires a structures chimiques souvent complexes, sont tres

dispersés et tres différents selon les espéces ( Cheriti A et al., 1995;Thomas M, 2011).
3. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont synthétisés par les plantes et
appartiennent a leur métabolisme secondaire (Gee et Johnson, 2001). Ces corps jouent un
role important dans la qualité sensorielle tel que : couleur des fruits, couleur des fleurs et des
feuilles (El Gharras, 2009).

Cette appellation désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées qu’il
est difficile de définir simplement. Cette structure (Figure 09) est caractérisée par la présence
d’un ou plusieurs cycles aromatiques portant un ou plusieurs groupes hydroxyles, que ce soit

libres ou liés avec une autre fonction chimique : ester, éther, ou hétéroside (Bruneton, 1993).

OH

Groupe
hydroxyle

éé&ﬁi&iauel

PR B 1

Figure 09 : La Structure de base des composé phenoliques (Bruneton. 1993 ;Macheix et al.,
2005).
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3.1. Les acides phénoliques

Acide-phénol est un composé organique qui dispose d’une ou plusieurs fonctions
carboxyliques et un hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011). lls sont subdivisés en deux

groupes :
3.1.1. Acides hydroxybenzoique

Sont des dérivés de l'acide benzoique qui ont une structure générale de base de type(C6-

C1).1Is existent sous forme d’esters ou de glucosides (Macheix et al., 2005).

3.1.2. Acides hydroxycinnamique

Sont des dérives de l'acide cinnamique ayant une structure générale de base de type
(C6-C3).Sont des produits sous forme d’esters simples glucose ou acides hydroxy

carboxyliques (Harborne,1999).

COOH

Ra

Figure 10 : Structures chimiques des acides phénoliques (Lopez-Giraldo, 2007).

3.2. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux tels que
lesécorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formeée
d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d’oxydation(Hemingway, 1992). Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres
lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des

lipides(Cavin, 1999).
3.2.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de D-glucose et d’acide gallique, ces substances sont facilement

hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. Une partie phénolique qui peut étre de
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I’acide gallique et un autre non phénolique (souvent du glucose) ont été libérées de ces

composés (Dupont et Guignard, 2007).
3.2.2. Tannins condensés

Connus aussi sous le nom de tannins catéchiques ou proanthocyanidines.
Contrairementaux tannins hydrolysables, ils ne contiennent pas de sucre dans leur molécule et

de structurechimique trés voisine a celle des flavonoides (Bruneton, 1999).

e .
-

Figure 11 : Structures générales des tanins condensés (A) et des tanins hydrolysables (B)
(Cowan, 1999).

3.3. Les Coumarines

Les coumarines de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces
végétales,ilsont fréquemment un réle écologique ou biologique, ils sont capables de prévenir
la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes
etperoxyles(Anderson C.M et al., 1996 ; Igor Passi L.B, 2002).

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
tranquillisantes,vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur), hypotensives ; elles
sont égalementbénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez A, Estevez-Braun A,
1997).

5

Figure 12 : Structure chimique des coumarines (Cowan, 1999)
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3.4. Les flavonoides

Les flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) constituent des pigments responsables des
différentes colorations des constituants de plantes (fleurs, fruits, graines) qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques. Le terme générique désigne des composés a
base d’un squelette de quinze atomes de carbone (Ralston et al., 2005). D’aprés Hernandez,

les flavonoides représentent le principal groupe de polyphénols (Hernandez, 2012)

Plus de 4000 flavonoides distincts ont été identifiés. Ils ont généralement une structure
(Figure 07) composée de deux cycles aromatiques (anneaux A et B) liés avec un cycle

hétérocycle oxygéné, ou cycle C (Liu, 2004).

Figure 13 : Structure de base des flavonoides (Liu, 2004).
4. Les alcaloides

Le mot alcaloide dérive du mot alcalin qui était utilisé pour décrire les bases de Lewis
contenant les hétérocycles azotés. Le terme alcaloides a été introduit par W.Meisner au début
du XIXe siecle pour désigner des substances réagissant comme des bases (figure 9). Il
n’existe pas de définition précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer les frontieres
qui séparent les alcaloides des autres métabolites azotés naturels (Bruneton, 1999), Bien que
beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou [l'aconitine), certains
sontemployés dans la médecine pour leurs propriétés analgéesiques (comme la morphine, la
codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent accompagnés
des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou agents

anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) (Muanda, 2010)
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Figure 14 : Structure d’alcaloides (Maldonado, 2012)

5. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont

sécretees par les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont I’entrainement a

la vapeur d’eau et I’hydro distillation, par pressage ou incision des végétaux qui les

contiennent (Oakes et al., 2001). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme

sous-produits du métabolisme secondaire (Angus et al., 1976). Elles sont tres utilisées dans

Iindustrie de produits cosmétiques, pharmaceutiques et agro-alimentaire.

Les huiles

essentielles se retrouvent dans des glandes minuscules situées dans différentes parties de la

plante aromatique : les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines, I'écorce et pour certaines

plantes dans les racines (Eckert et Knutson, 1994)
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Chapitre 111 Activité anticoagulante

1. L’hémostase

L'hémostase est comprise comme un ensemble de mécanismes biochimiques et
cellulaires qui assurent a la fois la prévention des hémorragies spontanées et la formation de
thrombus pour arréter les hémorragies qui surviennent lors de la rupture de la continuité de la
paroi vasculaire. (Geurbaz, 2017 ; Wahbi, 2014).

2. Physiologie de I’hémostase
Classiquement, I'hnémostase se déroule en trois étapes distinctes hémostase primaire,

Coagulation, fibrinolyse (Machri, 2008). La connaissance de la physiologie de
I'némostase est essentielle pour comprendre la pathogenése de I'némostase et les mécanismes
d'action des anticoagulants, des anticoagulants, des procoagulants et des thrombolytiques.
(Raphaél M, 2015).

fo

-
eéche vasculaire
»

AN, 1) Hémostase primaire

Thrombus plagquettaire

2) Coagulation

Thrombus fibrino-plaguettaire

@ Arrét du saignement

3) Fibrinolyse

Dissolution du caillot
Reperméabilisation du vaisseau

Figure 15 : Breche vasculaire et différentes étapes de 1’hémostase (Bréche vasculaire). (3)

2.1. L’hémostase Primaire

Cela correspond a I'ensemble des interactions entre la paroi vasculaire, les plaquettes et
les protéines d'adhésion conduisant a la fermeture de la rupture vasculaire par la formation
d'un thrombus blanc composé essentiellement de plaquettes (Meyer et al., 2008 ; Walabane,

2015; Boutgrine, 2019). Il se compose essentiellement de deux phases :
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2.1.1. Le temps vasculaire

Il s'agit d'une réaction immédiate a toute lésion vasculaire. Lorsqu'un vaisseau se rompt,
une contraction musculaire locale du vaisseau (vasoconstriction) se produit pour arréter le
saignement ou réduire le flux sanguin, entrainant un changement de forme (élargissement,

expulsion des pseudopodes) (Meyer et al., 2008 ; Bensalah, 2014; Nizamaldin et al., 2012).
2.1.2. Le temps plaquettaire

Il comporte trois étapes :

» L’adhésion plaquettaire

L'adhésion plaquettaire est un phénomene passif qui se produit par des interactions
spécifiques entre les récepteurs plaquettaires et leurs ligands au niveau sous-endothélial
(Pench, 2015). La liaison se produit principalement par FvW, formant des liaisons croisées
entre la glycoprotéine plaquettaire 1b et le sous-endothélium (Boujaada, 2019).

» L’activation plaquettaire

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium incitent leur activation exprimée par le
relargage des facteurs de coagulation contenus dans les granules des plaquettes. Cette étape
entraine le recrutement des plaquettes circulantes qui vont grossir le clou plaquettaire (Meyer
etal ., 2008 ; Bensalah, 2014 ; Martin, 2016).

» L'agrégation plaquettaire

L'agrégation plaquettaire consiste en la premiére couche de plaquettes et la liaison

d'autres plaquettes aprés activation de récepteurs d'agrégation spécifiques.

Complexe glycoprotéique GPIIb/Illa. Ce complexe lie le fibrinogéne soluble et forme
des réticulations irréversibles entre les plaquettes (Perin, 2016 ; Wahbi, 2016 ; Boujaada,
2019). Ces agrégats, responsables de la fermeture des ruptures vasculaires, sont appelés «
thrombus blancs » ou « bouchons plaquettaires » (Geurbaz, 2017).

2.2. La coagulation

La coagulation plasmatique est la deuxiéme étape de I'némostase. Ceci est le résultat
d'une activation en cascade de protéines synthétisées par le foie, circulant sous leur forme
zymogene, mais a activité enzymatique (Facteur I1, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII (Meyer et al.,
2008) ). Boujada, 2019). Parmi ces facteurs figure la présence de vitamine K qui doit étre

synthétisée pour étre active (facteurs vitamine K-dépendants : 11, VII, IX, X) (Perrin, 2016).
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2.2.1. Voie extrinseque

La coagulation extrinséque est initiée par le contact entre le facteur tissulaire (TF) libéré
des cellules endothéliales et le facteur VII, qui est activé par le facteur Vlla (Contant et al.,
2015). Le complexe FT-FVIla peut activer FX directement en FXa ou via l'activation de FIX
en FIXa et ensuite activer X (Meyer et al., 2008 ; Wahbi, 2014).

2.2.2. Voie intrinseque

La voie intrinséque exprime des voies d'activation distinctes pour FIX et FX. Ce sont les
coefficients de phase de contact. H. FXII et FXI sont déclenchés par le contact entre le sang et
les structures endothéliales en présence de prékallikréine (PK) et de kininogene de haut poids
moléculaire (HPM) (De Moerloose et Boehlen, 2006 ; Meyer et al., 2008 ; Boutgourin,
2019)

2.2.3. Voie commune

La voie normale de coagulation passe par une série de réactions enzymatiques visant a
convertir le fibrinogene en fibrine (Boutgourine, 2019). Le FXa lie les phospholipides, le
FVa et le calcium pour former un complexe prothrombinase qui active la prothrombine (FII)
en thrombine Flla. La thrombine clive les liaisons peptidiques dans chacune des deux chaines
de fibrinogéne, les convertissant en monomeéres de fibrine. La nouvelle extrémité amino-
terminale de la chaine se lie aux structures complémentaires des monomeres de fibrine

adjacents, entrainant une polymeérisation instable de la fibrine (Meyer et al., 2008).

Dans une derniére étape, le polymere de fibrine est stabilisé par le FXIlla (FXIII activé
par la thrombine), en établissant des liaisons covalentes entre deux monomeres de fibrine

adjacents ; le caillot est alors formé (Meyer et al., 2008 ; Nizamaldin et al., 2012).
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Les protéines plasmatiques de la coagulation.
Dénomination Lieu de synthése Demi-vie
| (en heures) ‘

Facteurs ‘
1 Fibrinogéne Fole 100-150
] Prothrombine Foie + vitamine K 50-120
Y Proaccélérine Foie . 1236
Vil Proconvertine Fole + vitamine K |46
vl Facteur anti-hémophilique A Foie 1 1016
X Facteur anti-hémophilique B Foie + vitamine K | 24
X Facteur Stuart Foie + vitamine K 36-48
Xl Facteur Rosenthal ou PTA Foie 40-80
Xl Foie 50-70

Foie 150-300

35
| 150

Fole 50-70

Foie + vitamine K 6-8

Foie + vitamine K ND
ND = non déterminé

Figure 16 : facteurs de coagulation et leurs demi-vies (4).

Veose srdogine
/oim arcghne
red

| VYl + Facteur tissulaire
/ s

Prothrombinase

» lla (thrombine)
XHia

Caidiot insoluble «—— Polyméres « Monoméres «—— Fibrinogéno
de fibrine de fibrine soluble do fibtine

Figure 17 : Etapes de la coagulation (5)
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2.3. La fibrinolyse

La fibrinolyse correspond a la dissolution des thrombus fibreux par la plasmine générée
a partir du plasminogéne lié et adsorbé a la fibrine. Le plasminogene synthétisé par le foie a
une forte affinité pour la fibrine (Meyer et al., 2008). La plasmine est produite par I'action
d'activateurs du plasminogene dont le plus important est le t-PA (activateur tissulaire du
plasminogeéne), le second étant I'u-PA ou Urokinase (activateur urinaire du plasminogene)
(Meyer et al., 2008 ; Schaff, 2012 ; Penche, 2015).

3. La thrombose et sa physiopathologie

Boukilt (2008) a défini la thrombose comme le processus pathologique conduisant a la

coagulation du sang dans le systeme cardiovasculaire (veines, arteres, cceur, capillaires).

Elle est définie par des Iésions de la paroi vasculaire, une circulation sanguine altérée et
des conditions thrombotiques excessives (Janas, 2015). Selon Plewa (2016), trois facteurs

sont impliqués dans la formation de thrombus :

- Congestion veineuse : Le repos au lit, le platre, les varices et la compression externe.

(cancer) et la lymphadénopathie sont préférés.
- Changements dans les parois des vaisseaux sanguins.
- Hypercoagulabilité : Défaut d’hémostase acquis héréditaire, néoplasme.

Il existe deux types de caillots sanguins ou de caillots sanguins. Les thrombus blancs ou
les thrombus fibrinoplaquettaires sont composeés principalement d'agrégats plaguettaires liés a
la fibrine et caractérisent les vaisseaux a taux de cisaillement élevé tels que les artérioles, les
artérioles et les artéres sténosées (Schaff, 2012). Deuxiéme type. Les thrombus d'érythrombi
ou de fibrine sont composés de fibrine qui piége les globules rouges et d'autres cellules
sanguines. Il se développe en cas de congestion veineuse, de blocage artériel et de cavités

cardiaques souffrant d'arythmies cardiaques (Schaff, 2012).
3.1. Les types de thrombose

La thrombose a des causes variées et peut toucher tout I’arbre circulatoire. On distingue:
3.1.1. La thrombose veineuse ou phlebite

Elle consiste a former un blocage partiel ou total par un thrombus endoluminal, qui
commence souvent aux niveaux de I’extrémité inferieur suite a la stagnation du sang (stase)

au fond des pochettes valvulaire du réseau veineux profond (Schaff, 2012 ; Bensaid, 2019).
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3.1.2. La thrombose artérielle

Le thrombus formé peut arréter la circulation sanguine en se déposant dans une artere.
Le blocage d'une artére du cceur ou du cerveau conduit a un infarctus du myocarde ou un
accident vasculaire cérébral (AVC) comme conséquences essentielles de ce type de thrombose
(Bensaid, 2019).

3.1.3. Lathrombose intracardiaque

La thrombose intracardiaque, définie par la formation d’un caillot sanguin au niveau
d’une ou de plusieurs cavités cardiaques. Elle est couramment associée a des affections
différentes telles que les arythmies, les cardiomyopathies et les valvulopathies (Schaff, 2012;
Nasser et al., 2017).

3.1.4. Lathrombose des surfaces artificielles

Les surfaces artificielles comme les protheses valvulaires et les circuits de circulation
extracorporelles, peuvent engendrer des interactions sang-matériau responsables pour partie
de phénomenes thrombotique secondaires a 1’activation de la coagulation et des plaquettes

(Schaff, 2012 ; Legrand et Journois, 2015)
3.2. Traitement des maladies thrombotiques

L’objectif du traitement pharmacologique des thromboses est la récanalisation du
vaisseau occlus et I'évitement de son réocclusion précoce, afin de limiter les dommages
qu'elles peuvent engendrer (Aubry et al ., 2010). Les trois classes d’agents pharmacologiques

anti thrombotiques utilisables sont :
3.2.1. Les antiagrégants

Ils représentent a 1I’heure actuelle le traitement de référence des thromboses artérielles
(aspirine, clopidogrel, ticagrelor...) (Aubry et al., 2010). Ils agissent principalement par

inhibition de ’activation et 1’agrégation plaquettaire (Neu, 2011).
3.2.2. Les fibrinolytiques

Ils ont pour but de lyser le thrombus artériel ou veineux (streptokinase, urokinase,

activateur tissulaire de plasminogéne...) (Aubry et al., 2010).
3.2.3. Les anticoagulants

Ils représentent le traitement principal de la maladie veineuse thrombo-embolique, ou ils

interviennent a différents niveaux de la cascade de la coagulation. On peut les répertorier en
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deux classes d'anticoagulants classiques (les héparines, et I’anti vitamines k), et une classe de

nouveaux anticoagulants (Helft et al., 2009 ; Batty et al., 2010).
4. Exploration de I’hémostase
4.1. Taux de prothrombine TP

Le taux de prothrombine (TP) explore la voie tissulaire (extrinseque) et commune de la
coagulation. Ce parametre est basé sur la mesure du temps nécessaire au plasma pour coaguler
lorsqu'il est exposé au facteur tissulaire (temps de Quick). Le résultat est exprimé en
pourcentage et est considéré comme diminué en dessous de 70 %. L'interprétation du TP

nécessite de prendre en compte le contexte clinique(Saultierc P ,2021).
4.2. Temps de céphaline-Kaolin (TCK)

FLe TCA et le TCK est le temps de coagulation d'un plasma traité dans des conditions
particulieres. Il permet d'explorer globalement I'ensemble des facteurs de la coagulation dits
de la voie intrinséque. Un allongement du TCA peut révéler un déficit en un facteur de la
coagulation (en particulier les facteurs anti-hémophiliques A et B, respectivement les facteurs

VIII et 1X), potentiellement responsable d'un risque hémorragique (ODOU, 2002).
4.3. Fibrinogéne

Le fibrinogéne est une protéine fabriquée par le foie qui est transformée en fibrine lors
de la coagulation pour aboutir a la formation d'un caillot. La production de fibrinogéne est
augmentée dans les états inflammatoires. Il existe des défauts de production du fibrinogéne
(rares) ; son taux peut également étre diminué en cas de défibrination (ODOU, 2002).
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

1. Description de la zone d’étude

Notre étude a été réalisée sur les feuilles d’Urtica dioica L. dont la cueillette a eu lieu en

mois d’avril 2023 dans la région de Amira Arrés et Bouhatem (wilaya de Mila).

Figure 18: La localisation géographique du lieu de récolte. (Google Earth, 2023).
2. Méthodes
2.1. Préparation du matériel végétal
» Lavage

Les deux types de plantes (U. dioica L et U .urens L.) a été lavée par I’eau de robinet
pour éliminer les grosses particules (la poussiere) présent dans cette plante récoltée, puis

rincée a ’aide de I’eau distillée pour éviter la présence des impuretés.
» Séchage

Le matériel végétal fraichement collecté a été séché sur du papier a l'ombre, a
température ambiante et dans un endroit sec a l'abri de I'humidité pendant quelques jours

jusqu’ au moment de préparation des extraits.
» Broyage

Le broyage a été fait a 1’aide d’un mixeur pour diminuer la taille de la matiere végétale

a pour objectif d’élever la surface du contact avec le solvant utilisé (figurel9).
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Figure 19 : Broyage et tamisage de 1’Urtica dioica L.

2.2. Préparation des extraits végetaux
» Préparation de I’extrait éthanolique

20g de chaque poudre végétale (broya) a été macéré dans 210ml d’éthanol et 90 ml eau
sous agitation mécanique a une température ambiante pendant 24 heures. Aprés 1 jour ; le
produit obtenu est filtré a I’aide d’un papier filtre de type Whatman, apres ¢a ; le filtrat obtenu
est conservé dans un flacon en verre fermé hermétiquement et stocké a 1’abri de la lumicre
jusqu’a utilisation. Le filtrat obtenu est soumis a une évaporation par rotavapeur. Enfin, le
produit final est stocké dans une boite de Pétri en verre fermée hermétiquement a 1’abri de la

lumiére jusqu’a utilisation (figure 20).
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Figure 20 : Etapes de la macération hydro-éthanolique .
» Préparation de I’extrait aqueux

Pour préparer un extrait aqueux, une quantité de 10g de broya (U. urens L. et U .dioica
L). A été macéré dans 500 ml d’eau distillé sous agitation mécanique pendant une demi-heure
et a une température ambiante. La solution obtenue est filtrée a L’aide d’un papier filtre de
type wattman.Le filtrat est ensuite évaporé dans une étuve a une température de 40°C pour
¢liminer de I’eau. Le résidu sec obtenu est conservé dans un flacon opaque a basse

températures jusqu’a leur utilisation. (Figure 22).
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Figure 21 : Etapes de la macération aqueux .

3. Analyse qualitative
3.1. Screening phytochimique

Les tests du screening phytochimiques sont réalisés sur deux différents types des plantes
: U .dioica L et U .urens L, ces tests consistent a détecter les différents composés chimiques
existants dans une partie quelconque de la plante par des réactions soit de précipitation ou de

coloration.
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» Recherche de composes réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai puis
2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutesO. Ensuite, I’ensemble est porte au bain marie
bouillant durant 8min. L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des

composes réducteurs. (Bentabet Lasga N. 2015).
» Recherche des glycosides cardiaque

2ml de chloroforme est ajoute a 1ml de I’extrait, I’apparition d’une coloration brun-
rougeatre apres I’ajoute de H2SO4 indique la présence des glycosides cardiaque. (Yam MF et
al, 2009)

> Recherche de tannins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1ml de caque extrait, 1ml

d’eau etl a 2 gouttes de solution de Fecl3 dilue a 1%.
e L apparition d’une coloration verte fonce ou bleu vert indique la présence des tannins.
e L ’apparition d’une coloration verte fonce indique la présence des tannins catechique.

e L’apparition d’une coloration bleu vert indique la présence des tannins galliques.
(Bentabet Lasga ,N. 2015).

» Recherche de Mucilages
Introduire 1 ml de décocté dans un tube a essai, puis 5ml d’alcool absolu est ajouté.

L’obtention d’un précipité floconneux apres agitation indique la présence de

mucilages. (Awore et Samseny R-R 2003)
» Recherche des substancephénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction effectuée entre les
substances phénolique et le réactif de chlorure ferrique (Fecl3).a2ml de I’extrait végétale, une
goutte de solution de chlorure ferrique a 2% est ajoute. L apparition d’une coloration bleu
noiratre ou vert plus ou moins foncée fut le signe de la présence des polyphénols (Berko et al,
2007).

» Recherche des Quinones libres
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Un volume de 2 ml de I’extrait est mis dans un tube a essai, puis y sont ajoutés quelques
gouttes de NaOH a 1%, I’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violette indique la

présence des quinones libres (Dohou, 2004 ; oloyede, 2005).
» Recherche des protéines

Les protéines ont été mises en évidence par la réaction du biuret.2ml de I’extrait ont été
mis dans un tube & essai, puis 1ml de NaOH a 2%y a été ajoute. Apres homogénéisation, 2a
3gouttes d’une solution aqueuse de cuSO4 ont été ajoutées au mélange. L’apparition d’une
coloration violette, quelque fois avec une teinte rougeétre, indique une réaction positive
(Janat et al, 2007).

» Recherche des Anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, a 10ml d’extrait ont été ajoutes Sml de NH40OH a
10%. apres agitation, 1’apparition d’un anneau rouge indique la présence des anthraquinones

(Oloyede, 2005).
» Recherche des Coumarines

Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction du cycle lactonique.2ml de
I’extrait végétale ont été mise dans un tube a essai. Ensuite 3ml NaOH (10%) sont ajoutes.
Apres 1’agitation du mélange, 1’apparition d’une couleur jaune indique la présence de

coumarine (Diallo, 2000 ; Daira et al, 2016).
» Recherche des Saponosides

Leur présence est déterminée par la présence ou non de mousse persistante. Deux ml de
I’extrait sont mis dans un tube a essai ferme, ensuite bien agiter verticalement pendant 30

Second laisser reposer 15min. (Siddique A et,al., 2014).
» Recherche de I’Amidon

Quelque goutte de I’iode (I2) sont rajoutées a la décoction contenue dans un tube a
essai, et on observe le changement de la couleur vert le bleu, ce qui indique la présence

d’amidon. (Benzeggouta. N.2014).
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> Recherche des flavonoides

Quelques gouttes d HCL concentré en presence de trois ou quatre tournures de
magneésium .le changement de coloration est observé : virage au rouge (flavones), virage au

rouge pourpre (flavonols), rouge violacée (flavanols et flavanals).
» Recherche des Alcaloides

On met 3ml d’extrait meéthanolique dans tubes a essai on ajoute Iml HCL concentre,

puis 2gouttes de réactif de Bouchardat.

La présence des alcaloides est révélée par I’apparition de précipite brun rougeatre.
(Diaby, 2019).

» Recherche des anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en placant Sml d’extrait dans un tube auxquels on ajoute
15ml d’H2S04 (10%) (Milieu acide).Apres agitation, le mélange est additionne de 5ml de
NH4O0H (10%) (Milieu basique). La présence des anthocyanes est affirmée par une coloration

bleu-violacée en milieu basique (Bruneton, 1999).
4. Rendement en extrait sec (Résidu sec)

Selon ( Harbone ,1998) . Le rendement en extrait sec est défini comme étant le rapport
entre la masse de ’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité¢. Ce rendement est

exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :
R%=(Me/Mv) x 100
R% : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant.
Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
5. Analyse quantitative
5.1. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de FolinCiocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Siangn et al, 2019).
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» Principe

Le reactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). I
est réduit lors de lI'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de
molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximum & 765nm
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006 ; Ghazi et Sahraoui, 2005).

» Mode opératoire

Le dosage a été déterminé en prélevant 200 pl d'extrait contenant 1 ml de Folin-
Ciocalteu, en ajoutant 800 pl de carbonate de sodium (7,5 %) a la solution aprés 4 minutes,
puis en ajustant le volume a 3 ml avec de I'eau distillée. Placer le tube dans un endroit sombre
a une mtempérature de 37°C pendant 2 heures et mesurer I'absorbance a une longueur d'onde
de 765 nm. (Siangn et al., 2019).

5.2. Dosage des flavonoides totaux par la méthode de trichlorure d’ Aluminium

Les flavonoides totaux ont été mesurés a l'aide de la méthode du trichlorure Aluminium
(AICI3), dose consistant a ingérer 1 ml d'extrait méthanolique. Avec l'ajout de 1
ml d'AICI3 (2 %), I'absorbance apres 10 min d'incubation a 37 °C dans I'obscurité est: Mesuré
a une longueur d'onde de 430nm. Mesurer la concentration de flavonoides Déterminé a partir

des gammes d'étalonnage établies pour la quercétine (Gueboudj, 2021).

» La teneur totale en flavonoides de chaque extrait est calculée en référence a :
Equation de régression pour la plage d'étalonnage déterminée a l'aide d'étalons de
référence Quercétine a différentes concentrations (5,15, 25, 35, 40,60 pg/ml) et a la
méme concentration Les conditions et les procédures de dosage sont les mémes. Les
résultats sont exprimés en microgrammes Equivalents de quercétine par

milligramme d'extrait (ug EQ / mg d'extrait).
6. Evaluation de I’activité biologique in vitro
6.1. Activité antioxydant
6.1.1. Test de P’activité anti-radicalaire (DPPH)

Le DPPH est un radical stable a température ambiante et de couleur bleue
caractéristique. Il est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour étudier la relation

structure/activité antioxydant des composés phénoliques. Il possede dans sa structure un
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électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. L’efficacité d’un antioxydant peut étre
mesurée par sa capacité a réduire le radical. Ceci s’observait par le changement de couleur

allant de la bleu-violet forme oxydée au jaune forme réduite (Desmier, 2016).
» Mode opératoire

L’activité du radical DPPH est mesurée selon le protocole décrit par Mansouri et al,
2005 La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100ml de
méthanol. 50 pL de la solution d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1950
uL de solution methanolique de DPPH, le mélange est laisse a 1’obscurité pendant 30 min et
la décoloration par rapport au controle contenant la solution de DPPH et d’éthanol est

mesurée a 517 nm.

Le Controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard le BHT et

acide ascorbique.

L’activité antioxydant de nos extraits est exprimée en IC50, ce paramétre est défini
comme étant la concentration de I’antioxydant qui cause la perte de 50% du radical libre
DPPH. Les valeurs d’IC50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois
essais séparés ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et
I'ordonnée par le pourcentage de réduction (PR) du radical DPPH, qui est calculé par la

formule suivant :
| % = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon) /Abs Control négatif] X 100 Ou :
> 1% : pourcentage de I’activité anti-radicalaire.
> Abs Echantillon : absorbance de 1’échantillon.
» Abs Control négatif : absorbance du Control négatif.
6.2. L activité thrombolytique
» Préparation des caillots

Du sang veineux prélevé sur des volontaires sains (n = 20) a été transferé dans plusieurs
tubes de micro centrifugeuse stériles pré-pesés (500 plL/tube) et incubé a 37°C pendant 45

minutes.

Aprés la formation du caillot, le sérum a été completement éliminé (aspiré sans

perturber le caillot formé) et chaque tube contenant un caillot a été pesé a nouveau pour
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déterminer le poids du caillot (poids du caillot = poids du sang du tube - poids du tube

uniguement)
» Lamise en évidence de I’activité thrombolytique

Chaque tube de micro centrifugeuse contenant des caillots a été étiqueté de maniére
appropriée et rempli de 100 puL de streptokinase et de diverses dilutions de I'extrait aqueux
dans les trois micros centrifugeuse reste. De l'eau a également été ajoutée a l'un des tubes

contenant le thrombus et utilisée comme témoin négatif pour la thrombolyse.

Tous les tubes ont ensuite été incubées a 37°C pendant 90 minutes et examinés pour la
lyse des caillots. Apres incubation, le liquide résultant a été retiré et les tubes ont été pesés a
nouveau pour observer les différences de poids apres la rupture du caillot. La différence de
poids obtenue avant et aprés la lyse du caillot a été exprimée en pourcentage de lyse du

caillot.

Avant incubation Apres incubation

6.3. L’activité anti hémolytique

L'hémolyse des globules rouges a été réalisée en utilisant H202 comme initiateur de
radicaux libres. Selon EBRAHIMZADE Het al., le protocole décrit. (2010). Ajouter 1 ml de
suspension d'érythrocytes a 4 % et pré-incuber avec différentes concentrations (20, 40, 80,
100 pg/ml) d'extrait pendant 5 min a température ambiante, puis réduire complétement le
volume a 2,5 ml avec augmentation de NaCl 0,9%, Ensuite ajoutées 250 ul de H202 10%.
Le mélange placé dans un bain-marie a 37 °C pendant 2 heures.

Un contrdle positif (hémolyse totale) est préparé en mélangeant 2 ml de suspension de

globules rouges avec 2 ml de H202.

La lecture des densités optiques se fait au spectrophotometre a 540nm contre un

contréle
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Négatif (pas d'hémolyse). Le taux d’hémolyse est calculé en pourcentage de I'hémolyse
totale a I'aide de la formule suivante :
% Hémolyse= (DOe/Doc) 100
DOe : densité optique en présence de I’extrait.

Doc : densité optique du contréle positif (absence de I’extrait).

Urtica dioica L Urtica urense L

6.4. L’activité antiagrégant
» Préparation de plasma riche en plaquette

Un homme adulte en bonne santé qui n'avait pris aucun médicament ou traitement au
cours des deux derniéres semaines, n'avait pas fumé ni bu d'alcool et était éligible a la
chirurgie a été sélectionné. Le prélevement sanguin a été réalisé par ponction veineuse sous
vide. Les tubes utilisés pour le prélevement sanguin contiennent 3,8 % de citrate de sodium

(bouchon bleu).

Plasma pauvre en plaquettes (PPP) du sang frais a été prélevé dans des tubes contenant
du citrate de sodium. Le sang a ensuite été lavé puis Centrifuger 15 min a 1000 rpm. La

couche supérieure du tube est ensuite retirée.

Le plasma riche en plaquettes (PRP) a été centrifugé a 3000 rpm pendant 15 minutes. Le

surnageant (PPP) a été utilisé comme blanc. (Erfani 1A et al., 2016).
» Dosage de I’activité antiagrégant

Préparé selon une méthode développée par Born en 1963. Ajouter différentes
concentrations d'extraits aqueux UD et UU aux tubes secs, ajouter 100 uL de PRP,

mesurer l'absorbance a 600 nm, ajouter également différentes concentrations de collagene Et
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incuber & 37 °C ou 20 min. L'échantillon a ensuite été mesuré a nouveau en utilisant le

Spectro-1 V a une longueur d'onde de 600 mm.2zs
6.5. L’activité anticoagulante

L'activité anticoagulante des deux extraits végétaux étudies et de leurs principaux
constituants son été réalisée aux Laboratoires d'Analyses Médicales de Mirouh a Ferdjioua.
Cette activité a été évaluée in vitro en utilisant deux voies de coagulation (la voie endogéne et
la voie exogene). Dans un pool de plasma normal, Deux tests chronométriques globaux, le
test de temps Céphalin Kaolin (TCK) et Temps de prothrombine (TP).

» Préparation du pool plasmatique

Plasma pauvre en plaguettes est généré a partir du sang de 10 volontaires sains Non
traité, entre 24 et 26 ans avec TCK et TQ normaux et comparables (Athukorala et al.,
2007).(figure 22).

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en
plastique contenant une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3.2%. Le sang est
ensuite centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm pour obtenir le plasma pauvre en plaquettes
(Athukorala et al, 2007).
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Figure 19 : Etapes de préparation d’un pool de plasma
» Activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene (TP)

Ce test, également appelé temps de Quick (TQ), estime I'influence des métabolites du
nopal sur les facteurs de la voie extrinséque de la coagulation. Elle a été déterminée selon le

protocole décrit par Gueboudji 2021.

100 pl de plasma pauvre en plaquettes préchauffé durant 2 min a 37C° est mélangé avec
différents volumes des extraits et de certains de leurs composés (10, 20, 30 ul) par
modification, préparées a une concentration donnée. Apres 15 min d’incubation a 37°C, 200
ul de thromboplastine calcique (préchauffée au moins 15 minutes a 37°C) est additionné au
mélange et le temps de la coagulation est alors enregistré a ’aide d’un coagulometre

(Gueboudji ,2021).

44



Chapitre 1 Matériel et méthodes

Figure 20 : Matériel préparé pour 1’évaluation de TP (Photo personnelle, 2023)

» Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene

Evaluation de I'activité anticoagulante par rapport & la voie intrinséque de la coagulation
Elle a été realisée a l'aide du test du temps céphaline-kaolin (TCK), , test qui le permet.
Exploration de l'activité des facteurs plasmatiques de la voie de signalisation intrinseque
(intrinseque) Coagulation (Caquet, 2004 ; Caen J et al., 1975) . Appelée aussi le temps de
thromboplastine partielle activé (APTT : Activated partial thromboplastine time)

e Modes opératoires
L’activité des extraits et de certains de leurs composés est établie sur 100 pul de ce
plasma qui est mélangé avec différents volumes de ces solutions (10, 20, 30 ul) préparées a

une concentration donnée. Aprés 15 min. d’incubation a 37°C, 100 pl de céphaline-kaolin est
additionné au mélange qui est réincubé durant exactement 3 min sous agitation a 37°C. Le
temps de coagulation est alors déterminé a 1’aide d’un coagulometre par ajout de 100 ul de

chlorure de calcium (0,025M) préchauffé . (Wang et al ., 2010).
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1. Résultats et discussion
1.1. Screening phytochimiques

Les tests de screening phytochimique ont été réalisés sur deux différents extraits
préparés a partir des U.dioica L. Et U.urens L. lIs sont réalisés dans le but
de déterminer les différents groupes chimiques présents dans les deux espéces étudiées.

Les tests de caractérisation sont basés sur des essais de solubilités des constituants, des

réactions de précipitation et de turbidité ou encore un changement de couleur spécifique.
» L’espéce Urtica dioica L :

Les résultats des tests de screening photochimique de cette espece sont représentés

Dans le tableau suivant :

Tableau 02 : Résultats d’analyse phytochimique des métabolites primaires et secondaires

d’espece Urtica dioica L

) Description des
Tests Resultats ) Photo
resultats

La présence des lipides a été A—
mise en évidence par
Lipides +++ I'apparition de taches

translucides au niveau des

gouttelettes. — .

La coloration jaune
) confirme la présence des
Flavonoides )
F++ flavonoides dans

le Urtica dioica L.
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Alcaloides

++

La formation d’un
précipité brun
rougeétre, confirme la

présence des alcaloides.

Coumarines

+++

Les coumarines sont
présent dans le Urtica
dioicaL, leur présences est
confirmé par 1’apparition

d’une couleur jaune.

Glucosides

cardiagques

+++

L’apparition d’une
coloration brun rougeétre
confirmé la présence des

glucosides cardiaque

Saponosides

+++

La présence d’une
mousse persistante
confirme la présence des
saponines dans I’extrait de

cette espece

Tanins

++

’apparition d’une coloration
vert foncée ce qui prouve la
présence des tanins

catéchique.
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Anthraquinones

IInyapasde
formation d’un
anneau rouge dans I’extrait
de cette espece ce qui
confirme le résultat de ce

test.

Quinons libre

Il ny apas de formation
d’un coloration jaune dans
I’extrait de cette espece ce
qui confirme le résultat de

ce test.

Substance

phénolique

+++

L’apparition de la
coloration bleu noirétre ou
vert plus ou moins foncée

prouve la présence

des polyphénols

Amidon

IInyapasde
formation d’un
coloration bleu dans I’extrait
de cette espéce ce qui
confirme le résultat de ce

test.
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L’obtention d’un précipité
_ + floconneux apres agitation
Mucilage o ]
indique la présence de
mucilages.
La présence de la couleur
Triterpéne ++ rouge confirme le résultat de
ce test.
L’obtention d’un précipité
Composes rouge brique indique la
+
réducteurs présence des composés

réducteurs.
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» L’espece Urtica urens L.

Les résultats des tests de screening photochimique de cette espéce sont illustrés

dans le tableau suivant :

Tableau 03: Résultats d’analyse phytochimique des métabolites primaires et

secondaires I’espece U .urens L.

] Description des
Tests Resultats ) Photo
resultats

La présence des lipides a été A—
mise en évidence par
Lipides + I'apparition de taches . /

translucides au niveau des 4

gouttelettes. -,

) Description des
Tests Résultats ) Photo
résultats
La coloration jaune
Flavonoides confirme la présence
+++ des flavonoides dans
I’Urtica
urense L
- et \
Il n ya pas La formation ;
y d’
Alcaloides ul .' .
- précipité brun
rougeatre,qui confirme | s
absence des alcaloides. p & '
\ ,
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\
Les coumarines sont
absent dans le Urtica ‘
Coumarines urensL,
A\
\
e
L’apparition d’une
Glucosides coloration brun rougeatre
bt | ’ -
cardiaques confirmé la présence des
glucosides cardiaque
\ ’ )
L absence d’une } \
mousse persistante
confirme | absence
Saponosides des saponines dans -
I’extrait de cette
espéce A\ /
_ N
’apparition F R
d’une coloration vert
+ foncée ce qui -

Tanins

prouve la présence

des tanins catéchique.
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Anthraquinones

Il nyapasde
formation d’un
anneau rouge dans I’extrait
de cette espéce ce qui
confirme le résultat de ce

test.

Quinons libre

IInyapasde
formation d’un
coloration jaune dans
I’extrait de cette espece ce
qui confirme le résultat de

ce test.

Substance

phénolique

++

L’apparition de la
coloration bleu noirétre ou
vert plus ou moins foncée

prouve la présence

des polyphénols

Amidon

Il ny apas de formation
d’un coloration bleu dans
I’extrait de cette espece ce
qui confirme le résultat de

ce test.

53




Chapitre | Résultats et discussion

\

L’obtention d’un précipité

floconneux apres agitation

W

++ o )
indique la présence de
Mucilage mucilages.
\
La présence de la couleur
+ rouge confirme le résultat

Triterpene de ce test.

Les résultats sont interprétés comme suit :

¢ (-) : test négatif.

* (+) : test faiblement positif.

o (++):Test positif.

o (+++) : Test fortement positif.

> Discussion

Ce tableau montre que I'extrait aqueux de la partie aérienne d'U .dioica L contient : des
flavonoides, des tanins catéchiques, des alcaloides, des composés réducteurs, des saponosides,

des mucilages aussi des triterpens et des substances phénolique.

Cette plante est toutefois dépourvue des anthraquinones, des tanins condensés, des

tanins vrais, des amidons et des quinones libres

Les résultats des tests phytochimique montrent que 1’U.urens L est trés
riche en : flavonoides, tanins catéchiques, composés réducteurs, et mucilages aussi des
triterpens et des substances phénolique. Elle est toutefois dépourvue des anthraquinones, des
tanins condensés, des tanins vrais, des amidons et des quinones libres des coumarines et des
saponosides. Nos résultats de tous les tests de I’espece urtica urens L s’accordent avec ceux

obtenus par amine (Daoudi et al ., 2015).
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2. Rendement en Extrait brut

> Résultat

Les rendements d’extraction de «U.dioica L. » « U.urens L. » ont

été déterminés par rapport au matériel vegétal sec, et les résultats obtenus sont représentés

dans le tableau suivant :

> Urticaurens L

Tableau 04 : Rendement des extraits bruts Urtica urens L

Extrait Rendement %
Extrait aqueux 7,5%
Extrait éthanolique 8,9%
» Urtica dioica L
Tableau 05 : Rendement des extraits bruts Urtica dioica L
Extrait Rendement %
Extrait aqueux 11,5%
Extrait éthanolique 15%

» Les rendements d’extraction de U.dioica L et U .urens L ont été déterminés par rapport

au matériel végétal sec, et les résultats obtenus sont représentés dans la (figure 24 et

25 ).

9,50%
9,00%
8,50%
8,00%
7,50%
7,00%

6,50%

Urtica urens L

ext agueux

Figure 21 : Rendement des extraits bruts d’Urtica urens L.
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Urtica dioica L

16
14 ——-
12—
10 — ———— —

I I— I Ethanolique

— ] —— Aqueux

o N b OO X

Ethanolique Aqueux

Figure 22 : Rendement des extraits bruts d’Urtica dioica L.
» Discussion

Au vu des résultats rapportés dans la (Figure 21) et (Figure 22). Il apparait qu’il y a un
grand écart entre le rendement des extraits hydro-éthanoliques d’U. dioica L. et U .urens L.

Ces rendements sont estimeés de 15% et de 8,9% respectivement.

Alors que les rendements des extraits aqueux des espéces d’U .dioica L. et U .urens L.
apparient relativement moins faibles que ceux des extraits hydro- éthanoliques. Ils sont

estimes de 11,5% et de 7,5% respectivement.

En comparaison avec d’autres études d’Urtica dioica L, le rendement d’extraction pour
I’extrait aqueux est supérieur a (9.62 %). celui mentionné par (Cheyma et Zeyneb, 2019)
Pour I’extrait hydro-éthanolique, affirment que le rendement est de 16%, ce pourcentage est
supérieur au pourcentage enregistré dans notre étude pour le méme extrait (15 %). Cette
différence dans le rendement d’extraction peut étre expliqué par I’origine géographique de la
plante, le choix du solvant d’extraction, la période de récolte, le stade de croissance et les

conditions de séchage (Daudi et al., 2015).
3. Dosage des polyphénols totaux et flavonoide totaux

Dosage des composes phénoliques et des flavonoides : On constate d’apres les figures
23 et 24 que les taux en composes phénoliques et en flavonoides sont variables.les extraits
éthanoliques avaient une teneur en polyphénols totaux significativement plus élevée que
I’extraits aqueux et extraits méthanoliques chez les deux espéces U .dioica L et U .urens L ;le
taux le plus ¢élevé de composés phénoliques se rencontrent dans 1’extrait hydroéthanolique
d’U.dioica L (216,28 mgEAG/g ) que dans U .urens L (181,18 mgEAG/g ), pour 1’extrait
méthanolique U.urens L présente un taux faible (36 mgEAG/g) par rapport a U.dioica L
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(52mg EAG/g), I’extraits aqueux donne des trés faible taux chez les deux espéces U. dioica L
(42mg EAG/g) et U.urens L (31 ,92mg EAG/g) . De leur c6té, les flavonoides se concentrent
aussi principalement au niveau de 1’extrait hydroéthanolique d’U.dioica L (56mg EQ/q) suivi
par ’extrait d’ U.urens L (40mg EQ/g), tandis que 1’extrait méthanolique d 'U.dioica L un
taux significable  (32mg EQ/g) par rapport & U.urens L (29mg EQ/g) .I’extraits
aqueux donne des tres faible taux des flavonoides chez les deux especes Urtica dioica L
(20mg EQ/g) et U .urens L (19mg EQ/q).

Principalement les résultats du dosage montrent que I’essentiel des métabolites
secondaire sont trouvés chez U.dioica L, avec un taux élevé dans extrait hydro-éthanolique
bien pour les composés phénoliques que pour les flavonoides. Ces résultats sont presque
similaires a ceux trouvés par( Zoran Z , K et al. 2012) qui a montrer que la teneur totale en
composés phénoliques de I'extrait hydro-éthanolique de feuilles d'ortie est élevée (208,37 mg
GAE/qg), tandis que la teneur en flavonoides totaux est relativement faible (20,29mg QE/qg).

De nombreuses études sur les composants phénoliques ont rapporté que les facteurs
environnementaux, climatiques ou géographiques ainsi que les techniques d'extraction
peuvent influencer de maniére significative la qualité et la quantité des composants
phénoliques présents dans l'ortie (Ozkan, A et al., 2011 ; Pourmorad, F et al., 2006 ;
Semih, O et al.,2012.).

Concentration des polyphenols totaux en mg EAG/g

250
200
150
100

- ool so

0
EAUD EMUD EEUD EAUU EMUU EEUU

Figure 23 : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits d’Urtica dioica (UD) et
Urtica urens (UU).
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Concentration des flavonoides en mg EQ/g
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Figure 24 : Teneurs en flavonoides des différents extraits d’Urtica dioica (UD) et Urtica urens
(UD).

4. Activités biologiques
4.1. Résultats de P’activité antioxydante

La mesure de ’absorbance a été effectuée par spectrophotométrie a 517 nm, a partir des
valeurs obtenues, nous avons calcul¢ les pourcentages d’inhibition en utilisant la
formuledonnée. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer les courbe qui représentes les
variations de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait méthanolique

et des valeurs obtenues pour le BHT et I'acide ascorbique comme antioxydants de référence.

La determination graphique d’IC50 se fait a partir de la courbe, qui constitue

’activité anti-oxydante de 1’extrait méthanolique d’U.dioica L et U .urens L.
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Figure 25 : Variation du pourcentage d’inhibition de DPPH de I’extrait

méthanoliques des deux plantes (Urtica dioica L et Urtica urens L).

Le test de DPPH établie pour les antioxydants de référence (figure 28) a montré que le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH est trés élevé pour les deux produits: BHT
86 ,12% et acide ascorbique 81% a la concentration de 100 pg/ml. La concentration
inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (IC50) a été trouvée de 13,38+ 5,58 pg/ml pour
BHT et de 10,14+2,02 pg/ml pour 1’acide ascorbique.

Les résultats obtenus de ce test (Figure 28) montre que les deux extraits ont une forte
capacité pour piéger le radical hydroxyle, car les deux courbes sont proportionnelles a la
concentration. L’extrait d’'U.dioica L a un pouvoir d’inhibition égale 40% par une dose de
100pg/ml, tandis que, 1’extrait d 'U.urens L a un pouvoir d’inhibition égale 45 % par une dose

100pg/ml. Mais le pouvoir réducteur des deux extraits est inférieur a celle de Vit C et BHT.
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Figure 26 : Valeurs d'IC50 des extraits Met d Urtica dioica L et urtica urens L avec les
standards vit C et BHT

L'extrait méthanolique d'U.dioica L et U.urens L est doté d'une activité antioxydant
important, leur IC50 16,62 et 16,07 mg/ml mais relativement faible que celle d'acide

ascorbique et BHT.
» Discussion

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre intracellulaire entre la génération et
I'élimination des especes réactives de I'oxygene (ROS). Elle pourrait étre causée par une
production intracellulaire accrue de ROS et / ou une diminution des défenses antioxydants
cellulaires (vajic et al., 2018). Les ROS agissent principalement en attaquant les acides gras
insaturés de la membrane biologique qui s'étendent a la peroxydation lipidique
membranaire et enfin a l'inactivation ou a la mort cellulaire. Le mécanisme antioxydant
consiste principalement a éliminer les radicaux libres. L’activité antioxydant est due a la

présence de composés phénoliques et I’acide ascorbique. (loana et al., 2013)

L’étude réalisée par (Guler., 2013) sur deux types de macérations (aqueuse et
acide) d’U.dioica de Turquie a révelé des IC50 plus importants que les notre avec 0,30 et

0,37mg/ml respectivement pour la macération aqueuse et acide de cette plante.

Selon (Monfared et al., 2011) la différence d’efficacité d’U. dioica L dépends

essentiellement de la région de cueillette et du stade physiologique de la plante.
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4.2. Activité antithrombotique

Dans le contexte de la recherche de médicaments cardioprotecteurs a partir de
ressources naturelles, les extraits d’U.dioica et U.urens ont été testés contre la thrombose. Les
résultats sont présentés dans le tableaux 3 et les figures 1 et 2. L'ajout de 100 pl de
streptokinase en tant que controle positif au caillot et une incubation ultérieure de 90 minutes
a 37°C ont montré une lyse de caillot de 72.54% dans les extraits UU et les extrait UD.D'autre
part, I'eau distillée a eté utilisée comme contrdle négatif, montrant un pourcentage de lyse de
caillot (3.05%), ce qui a clairement confirmé que la dissolution de caillot ne se produit pas
lorsque de l'eau est ajoutée au caillot. Lorsque les caillots ont été traités avec différentes
concentrations d'extrait (10,25,50,100) I'extrait concentré (contenant 100 ul) auquel on n'a pas
ajouté d'eau a présenté I'activité thrombolytique la plus élevée avec 94% de extraits urens et
88.57% dans extraits dioica, qui est supérieur a niveau de lyse de caillot avec le
streptokinase.

=T
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Figure 27 : Coagulation d'échantillons sanguins de sujets normaux (contrble positif et

négatif).

Tableau 06 : Activité thrombolytique d’extrait de urtica .

Extrait/Médicament % de lyse du caillot
H20O ( Controle négatif ) 3.48+0.84 %
Streptokinase (Controle positif) 72.54+ 6.03%

EUD 100 pl 88.57%
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Figure 28 : Effet thrombolytique in vitro exprimé en pourcentage de I’extrait urtica, de

streptokinase et de I’eau (controle négatifs).
» Disscusion

En conclusion, sur la base des résultats ci-dessus, il est clair que les extrait urtica
pourrait avoir des effets anticoagulants ou antiplaquettaires, il est nécessaire de mener
davantage de recherches pour confirmer ces effets et d'obtenir des recommandations

spécifiques aupres d'un professionnel de la santé.
4.3. Activité anti-hémolytique sur des cellules sanguines humaines

L’exposition des érythrocytes a un agent oxydant, en I’occurrence I’H202 provoque la
peroxydation lipidique, la dégradation des protéines et la perte progressive de la déformabilité
liée a I’oxydation des protéines du cytosquelette (SUBOH et al., 2004), ce qui termine par la
destruction de la membrane plasmique avec libération du contenu Cellulaire
(hémoglobine).Les résultats de I’effet de les extraits a différentes concentrations sur les
érythrocytes en suspension traités par ’H202 sont représentés dans la figure 35 exprimés en

pourcentage d’hémolyse.

L’activité anti-hémolytique a été évaluée en utilisant des concentrations différentes
de I’extrait des extraits  hydro-éthanolique 4 U. dioica L. (EUD) etd’U urens L. (EUU). Les
Pourcentage du potentiel anti hémolytique sont présentés dans le(figure 30) suivants :
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Figure 29 : Taux d’hémolyse (%) des érythrocytes traités par le H202 en présence de

différentes concentrations d’extrait aqueux des U.dioica L et U.urens L.

La gamme de la variation du pourcentage de I’inhibition de I’hémolyse en fonction
de la concentration de 1’extrait était de 41% a 57% pour U.dioica L et de 43% a 55%

pour U. urens L.

Pour les faibles concentrations en extrait (20 et 40 ug /ml), le pourcentage
d’inhibition de I’hémolyse le plus élevé est enregistré pour U.dioica L avec 57%
et 45%; suivi par avec U .urens L. 55%- 49% respectivement, en comparaison avec le

controle.
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Figure 30 : valeur EC50 d’Urtica dioica L
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Figure 31 : valeur EC50 d’Urtica urens L
» Discussion

L’action de H2 O2 sur les érythrocytes provoque 1’épuisement des protéines
membranaires, la déformation des membranes et la perturbation des micro-constituants ce

qui conduit a leurs lyse et la libération de I'hnémoglobine (Yasmeen et Hassnain, 2016).

Nous remarquons que I’extrait a révélé une activité anti hémolytique remarquable

contre ’hémolyse induite par le H202.

Les résultats obtenus montrent que les extraits hydro-éthaoliques présente une activité
anti hémolytique a les concentrations ¢leve [80 et 100ug/ml] contre 1’hémolyse induite par

I’H202 avec une concentration inhibitrice médiane CI50 de 30ug/ml avec UD et 40ug avec
Uu.

L’effet anti-hémolytique peut étre attribué aux métabolites secondaires présents dans
ces extraits tel que les flavonoides et les polyphénols, En effet, plusieurs études ont prouvé
que certains des composés phénoliques, notamment les flavonoides possedent des propriétés
anti-radicalaires, en neutralisant ou en piégeant les radicaux libres (Hatia et al., 2014). De
plus, les polyphénols sont connus comme chélateurs de metaux de transition tels que le Fe2+,
réduisant ainsi la vitesse de réaction de Fenton. Ils peuvent aussi empécher les oxydations
causées par le radical hydroxyle (Tsao, 2010) et empécher le passage de H202 a travers la

membrane érythrocytaire et la génération des radicaux libres (Hapner et al., 2010).
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4.4. Activité anti coagulante

L'activité anticoagulante d'extraits aqueux d'U.dioica L. et d'U .urense L. a été évaluee
in vitro en utilisant deux voies de coagulation : voies intrinseque et extrinseque non

specifique, TCK et TQ, respectivement.

4.4.1. Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene

18
16 L
14 —
12 —
10 —
8 -
6 -
4 |
2 -
0
Sul 10ul 15ul
Témoin 13,2 14,5 14,8
ub 14,2 15,1 15,9
uu 13,9 14,3 16,6
B Témoin B UD uu

Figure 32 : Capacité anticoagulante de extrait aqueux d’Urtica dioica et urens vis-a-vis de la

voie exogene.

Le volume 5 pl d’extrait aqueux de deux espéces U .dioica L et U.urens L est capable
d’allonger le taux de prothrombine avec des valeurs 14,2 S et de 13,9 S respectivement par

rapport au témoin 13,2 S.

Le volume 10 pl est capable d’exercer une activité anticoagulante sur la voie exogene
de la coagulation, estimée par TP de 15,1 S pour I’extrait aqueux d’U.dioica L et un TP de
14.9 pour D’extrait aqueux d’U.urens L. Alors que le volume 15 pl de extrait aqueux
d’U.Urens L présente un TP de 16,6 S plus que le taux qui donne par 1’extrait d’Urica dioica
L 15,9 S (Figure 33).

Cela nous a permis de déduire qui il n y a pas de différence significative entre le temps

de coagulation de témoin et celui des deux extrait aqueux d’U .dioica L et U.urens L .

Malgré qu’il existe plusieurs projets de recherche axés sur I’activité anticoagulante de
divers extraits végétaux, cette activité n’a pas été étudiée pour les extraits phénoliques
d’Urtica dioica L , de ce fait le sujet de cette étude est considéré comme étant le premier étant

le premier de son genre qui s’inscrit dans le cadre des études intéressées a la prévention et la
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thérapie des maladies thrombotiques et cela par la recherche d’une éventuelle activité
anticoagulante des polyphénols d’U .dioica L. Les résultats d’U.urens L s’accordent avec
d’autres travaux parmi eux 1’étude de Ghadeer, O et al., (2017) qui a montrer que 1’U.urens

L présente une bonne activité anticoagulante.

4.3.2. Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene
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Figure 33 : Capacité anticoagulante de extrait aqueux d’Urtica dioica et urens vis-a-vis de la

voie endogene.

A la lumiere des résultats obtenus, il ressort que ’extrait aqueux exerce une activité
anticoagulante positivement corrélée avec le volume de 1’extrait vis-a-vis de la voie endogéne
(figure2).

Le temps de TCK noter pour les déférentes concentrations du I’extrait testé sont de 39,5
S (5ul), 39,8 S (10ul), 40,7 S (15ul). D’apres les résultats obtenus (figure 36).
4.5. Activité antiagrégant

Nous avons d'examiner I'effet anti-agrégant in vitro de deux plantes médicinales.

Le test d'activité antiplaquettaire est un test pour quantifier la capacité d'une substance a
inhiber I'agrégation plaquettaire qui pourrait provoquer une thrombose ou une occlusion des
vaisseaux sanguins. Nous avons utilisé la méthode développée par Born (Platelet Aggregation
and Deaggregation in Platelet-Rich Plasma). Le test a été réalisé avec un contrble positif
(aspirine), un extrait aqueux d'U.dioica L’un extrait aqueux d'U.Urens L et un agoniste

puissant: le collagene en I'absence et en présence d'extrait végétal.
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Figure 34 : Pourcentage de I’agrégation plaquettaire des extrait EUD, EUU et I’aspirine.

U.dioica L et U.urens L pourraient inhiber l'agrégation plaquettaire. L'effet de
I'agrégation plaquettaire est de maniere dose-dépendante. U.dioica L a une activité

antiagregant plus élevée que Urens L.

On note que le pourcentage d’inibition plaqutaire pour les deux plantes etudiees est

proche a I’aspirine.
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Tableau 07 : absorbance des deux extraits d’Urtica dioica L et urtica urens L avant et aprés

ajoute le collagene a 600nm.

Extrait DO Sans Collagene | DO Avec collagéne
UD 25uL 0,735 0,571
50pL 0,286 0,200
100pL 0,275 0,175
Uu 25l 0,365 0,253
50ul 0,259 0,233
100pl 0,194 0,183

Lorsque la concentration dés les extraits est augmenté, il y a une diminution de

[’absorbance.
> Discussion

La diminution de I'agrégation plaquettaire dépend du type d'inducteur de l'agrégation
plaquettaire car elle est associée a des dommages spécifiques a la fonction plaquettaire.
L'inducteur de l'agrégation plaquettaire est classé en deux types, inducteur faible (ADP et
épinéphrine) et fort (acide arachidonique, collagéne et trombine). Le mécanisme d'inhibition
plaquettaire pourrait également prédire a partir du type d'inducteur utilisé dans le test. L'ADP
stimule l'agrégation par la voie des récepteurs spécifiques purigéniques (c'est-a-dire P2Y12).
Le collagene stimule I'agrégation par la voie des récepteurs GPVI y qui induisent la libération
de Ca? et augmentent l'agrégation plaquettaire®. Dans notre étude, nous avons utilisé le
collagene comme inducteur de I'agrégation plaquettaire. Nous avons observé dans notre étude

que le collagene pouvait induire I'agrégation plaquettaire a une concentration de 100 mg/mL.

Danc nous avons montre dans la présente étude que les plantes médicinales suivantes :
U.dioica L, U.urens L provoquaient une inhibition de l'agrégation des plaquettes . Cette
propriété anti-agrégante pourrait étre attribuée a un certain nombre de composés
phytochimiques présents dans les extraits aqueux tels que les polyphénols. Cette propriété
renforce la suggestion de leur implication dans le traitement préventif et/ou thérapeutique du

trouble ultérieur de l'agrégation plaquettaire lié aux maladies cardiovasculaires. un etude
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montré que U .dioica L va un activite antiagregant (Hassane et al., 2004).danc elle confirmé
notre résultas.
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Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét
dans la recherche biomédicale et est devenu aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source

inépuisable de substances et de composes naturels bioactifs.

Deux Plante communément répandue, /’Urtica dioica L et Urtica Urens | sont en fait
une plantes dotée de nombreuses qualités dont découlent plusieurs utilisations qui méritent

d’étre soulignées et vulgarisées aupres du grand public.

Dans un premier volet de ce travail, nous avons procédé a I’extraction des tests pour
détecter les différents composés chimiques existants dans I'Urtica dioica L et Urtica Urens L

par des réactions qualitatives de caractérisation.

Le screening phytochimique réalisé, a révéle la richesse de nos plantes en métabolites
secondaires, nous avons constaté la richesse de I'Urtica dioica L et Urtica Urens L

en : flavonoides, mucilage, glucosides cardiaques, tanins, polyphénols.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin —Ciocalteu a
révele la présence des quantités importantes en polyphénols dans les extraits méthanoliques
et aqueux des deux plantes étudiées. La teneur en polyphénols totaux est variable selon la

méthode et les solvants utilisée pour I’extraction.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante est mise en évidence par le test de DPPH sur les
I’extraits hydro-méthanoliques d’Urtica Urnes L et de Urtica dioica L. Les resultats
montrent des activités anti- oxydantes est important avec des valeurs de CI50 égale a

(16,62/ml) pour I’Urtica dioica L et égale a (16,07mg /ml) pour Urtica Urens L.

Le traitement de I’hémolyse induite par peroxyde d’hydrogéne H202
en appliquant les extrait de Urtica dioica L et Urtica Urens L a donné des résultats positifs

cela confirme le pouvoir anti-hémolytique de cette espece végétale.

L’activité anticoagulante de nos extraits a été évaluée in vitro en utilisant les tests du
temps de céphaline-kaolin (TCK) et du temps de Quick (TQ). L’étude de I’effet des extraits
sur I’allongement du temps de coagulation des deux voies a permis d’asseoir que ces extraits

exercent une activité anticoagulante vis-a-vis les deux voies de la coagulation.
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L'extrait aqueux brut inhibe l'agrégation plaquettaire induite par la thrombine d'une
maniere dépendante de la dose, ce qui signifie que 1’ortie a une action antiplaquettaire dans

laguelle les flavonoides sont principalement impliqués.
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Annexes
Annexe 01:Materiel de laboratoire
» Appariellage:
Nom Photo

Balance

Etuve

Rotavapeur
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Plaque chauffante agitatrice

Agitateur mécanique

Spectrophotometre

Bain mari
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Coagulometre

Vortex

Balance de précision

Centrifugeuse
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> Matériel et Verreries :

Flacons ; béchers ; erlenemyers ; entonnoirs ; tubes a essai ; Papier filtre ; barreau

Magnétique; spatules ; pipettes ; Portoirs ; verres de montre, micros pipettes, boites de Pétri

en verre,

» Produits chimique et réactifs :

Méthanol ; Ethanol ; Acide gallique ; Folin Ciocalteu ; lodure de potassium ;

lode ; Acide chlorhydrique (HCL) ; Alcool chlorhydrique ; Copeaux de magnésium ;
Chlorure ferrique (FECL3) ; Liqueur de Fehling ; KOH ; NAOH ; H2S0O4 ; NH40H ;
Anhydride acétique ; Chloroforme ; Carbonate de sodium ; DPPH, Céphaline kaolin, Chlorure

de calcium, Thromboplastine calcique,acide ascorbique

Annexes 02 : pourcentage

Pourcentage du potential antihémolytique des extraitshydroéthanolique
d’Urtica dioicaL. (EUD) et d’Urticaurens L. (EUU).

Physiologique Nacl

92

Concentration mg/ml Extrait UD Extrait UU
20 57% 55%
40 45% 49%
80 44% 44%
100 41% 43%
Control positive H202 100
A %
Controle négative H20
19%



Annexes 03:

Annexes 04:

Absorbance a 765 nm

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
01

Absorbance a 340 nm

y:

0.0027x - 0.0192
R2=0.9994

Courbe d’étalonnage de 1’acide galique

18
1,6
14
1.2

0,8
0,6
0,4
0,2

50 100 150 200
Concentration (pg/ml)

y =0.0261x + 0.1004
R2 = 0.9983

0 20 40

Concentration (ug/ml)

Courbe d’étalonnage de quercétine
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60

250

80
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