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Listed'abréviation

AG :Acidegalique

ARN: acide ribonucléique

ATP: Adénosine triphosphate
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Introduction

La plupart des espéces végétales possedent des vertus thérapeutiques, en raison de leur
richesse en substances actives issues principalement de leur métabolisme secondaire. Elles
possedent, en effet, des avantages dont les médicaments d’ origine synthétique sont souvent
dépourvus. Il y’a environ 500000 plantes sur la terre dont 10000 d’ entre elles, possedent des
propriétés medicinales (Iserin, 2001). L’'Homme n’a découvert les vertus bénéfiques des
plantes que par une approche progressive, facilitée par I’ organisation des rapports sociaux, en
particulier a partir du néolithique. L’observation liée a I’ expérience et la transmission des
informations glanées au cours du temps fort que certains hommes deviennent capables de
poser un diagnostic, de retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade
(Fouché et al., 2000). D’une maniére générale, les parties concernées des plantes sont : les
sommités fleuries, les fruits charnus et secs, les écorces, les souterraines (racines, rhizomes,
bulbes, tubercules... etc.) et lesfeuilles (Ghestem et al, 2001).

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remédes pour
différentes maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de vaeur
thérapeutique. Et en raison d’'une conscience croissante des effets secondaires négatifs
infligés par les drogues modernes, beaucoup cherchent les remédes normaux sans effets
secondaires et en plus a cout moins élevé que la médecine conventionnelle. D’ou
I” acceptation, Récemment, de la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé
(Nostro et al, 2000).

Le stress oxydatif est impliqué dans de tres nombreux meécanismes pathologiques,
notamment ceux dus au vieillissement, tels que |’ athérosclérose, le cancer, les maladies auto-
immunes ou encore les maladies de Parkinson et d Alzheimer (Salvi, 1998; Salvi et al.,
2002). L’utilisation des antioxydants de synthese dans |e domaine pharmaceutique qui devait
apporter une solution a cette situation a été largement exploitée. Cependant I’ utilisation des
antioxydants synthétiques sont suspectés a long terme présente des effets secondaires
indésirables pour I’organisme. Ces antioxydants de synthese sont suspectés, entre autres,
d’ étre mutagenes et cancérigenes (Chavéron, 1999). Les plantes éant une source riche en
antioxydants naturels sont apparues comme une aternative pour palier a |’ apport
d’ antioxydants de synthese.

Dans cet axe de recherche globale sur les plantes douées de propriétés thérapeutique
sinsere I’objectif de notre théme de mémoire de master dont le but est I'évaluation du

pouvoir anti-hémolytique des feuilles de différentes variétés d’ agrume cultivées dans la

Y



Introduction

région de Beaia (commune d’ Amizour). Pour répondre a cette problématique, les extraits
organiques de feuilles de cing variétés dagrumes ont éé préparés puis analysés
guantitativement pour leurs contenus en polyphenols. Les extraits ont été ensuite testés pour
leur potentiel anti-hémolytique in vitro, en évaluant leur capacité a stabiliser I'intégrité des
érythrocytes contre I” hémolyse induite expérimental ement.

Le manuscrit ci-rédigé comporte en plus de I’ introduction et la conclusion, trois chapitres:

i- Chapitre | «revue bibliographique » synthétisant brievement les informations sur
les propriétés des constituants du sang notamment |es globules rouges, les types et
mécani smes des anémies hemolytiques et un apercus sur |es anti-hémolytiques

ii- Chapitre Il « matériel et méthodes » décrivant la méhodologie expérimentale
réalisée

iii- Chapitre Il et 1V décrivant les résultats obtenus et leur discussion générale

)
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|.1. Généralité sur le sang
Le sang est le liquide vital qui coule dans les arteres et les veines du corps. I a pour

réle de transporter |’ oxygene des poumons a destination des différents organes et de défendre
I’ organisme contre les infections. 1 possede en outre un systéme pour éviter les fuites hors
des vaisseaux : le systeme de la coagulation. Le sang est un transporteur, il circule dans les
artéres chargées de nourrir les organes (sang artériel) et repart de ceux-ci par les veines,
charger de déchets (sang veineux). |l véhicule des milliers de cellules et de substances
nécessaires au fonctionnement de I’organisme. C'est I'intermédiaire entre notre corps,
humide, et le milieu extérieur desséchant. (Bacha, 2000 ; Gautrand, 2003).

En générae, le sang qui représente 7% du poids corporel des animaux est composé
de globules rouges, globules blancs et des plaguettes mises en  suspension dans le plasma.
Lesvaeurs normales du sang sont influencées par un grand nombre de facteurs comme I'age,
le sexe, |'activité physique, le cycle nycthéméral ou l'alimentation. Au repos 10 a 15% du
volume du sang se trouve dans les arteres, 5 a 6% dans les vaisseaux capillaires, 60 a 70%
dans les veines, 10 a 12% dans la petite circulation et 8 a 10% dans le cceur. (Duncan et
Par asse, 1986).

[-1-1 Composants biochimiques du sang

Le plasma est constitué d'eau, de sels minéraux, de protéines et de molécules
organiques. Apres coagul ation, e plasma dépourvu de fibrinogene constitue le sérum.

De point de vue biochimique, on distingue deux types de protéines plasmatiques qui
peuvent étre séparées selon leurs mobilités électro phorétiques. les abumines et les
globulines qui représentent des taux de 55 et 45% respectivement.

Les albuminés sont synthétisees par le foie ; elles peuvent étre une source d’ énergie en cas de
déficit nutritionnel chronique et assurent le transport dans le milieu intérieur de différentes
molécules surtout les molécules a caractéere hydrophobe.

Les globulines dans le sang existe en 3 types de mobilité éectro phorétique
différentes ; les a globulines dont la protéine qui transportent la thyroxine ou la vitamine A ;
les B globulines dont les protéines de transport du fer, et les y globulines qui représentent
principalement les anticorps. Par conségquent le taux des gammas globulines augmente lors
des infections ou des vaccinations.

Ony trouve aussi un ensemble hétérogene de molécules organiques et des minéraux ;
Les glucides (dont principalement le glucose 1 g/l chez les monogastriques) ; les lipides

(triglycéride, cholestérol, acides gras libres) ; les pigments (bilirubine, biliverdine) ; les

i
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vitamines et hormones liposolubles et les marco- éléments (Na, K et Cl) et les oligo-
ééments (Fe, Se, Mo, Cu, Mg, Mn). Norbert | et al (1995).

[-1-2 Lescellulesdu sang
Les cdlules du sang sont de deux types, les érythrocytes et les globules blancs. Au
contraire d'autre cellules, les cellules de sang sont en perpéue renouvélement par le

processus hématopoiese. ( Geay, 1995)

[-1-2-1 Erythrocytes (hématies ou les globules rouges)

Le globule rouge est formé dans la moelle osseuse. C'est une cellule anucléée dont le
congtituant essentiel est I’hémoglobine, un pigment respiratoire qui assure le transport de
I’ oxygene et d’ une partie du gaz carbonique. Gouault-Heilmmann (1987). A la naissance, le
globule rouge possede un noyau, apres quelques jours (5 au 7), le noyau est expulsé. Le
globule rouge sans noyau passe aprés dans la circulation générale. Les globules rouges vivent
environ 120 jours, aux termes des quelles, ils sont piégés par le foie, la rate et la moelle
osseuse pour étre détruits par les macrophages, leurs composants sont alors transformés en
éléments simples, qui peuvent étre immédiatement utilisés par la molle osseuse. Une fois le
globule rouge détruit, le fer de I’hémoglobine est recyclé, et le reste del’heme est utilisé pour
la synthése des pigments hiliaires dans le foie. Chagque seconde, 3 millions de globules rouges
meurent. (Canfield, 1998 ; Bacha, 2000).

[-1-2-2 Les globules blancs
Les globules blancs également appelés leucocytes, sont des cellules du systéme
immunitaire, et jouent essentiellement un réle dans la défense de I’ organisme contre les
agents agresseurs qu’ils soient d’ origine exogene ou endogene. Ce sont de véritables cellules
meémoire dont le réle principal est d assurer la sécurité au niveau des organes. Norbert | et
al (1995). Il existe 3 classes de globules blancs :
e Lesgranulocytes ou polynucléaires: qui nous défendent contre les microbes, sont
séparés en 3 types : neutrophiles, éosinophiles et basophiles.
e Les monocytes: qui donnent naissance aux macrophages « sentinelles» de
I’ organisme.

e Leslymphocytes: garant de notre immunité. (susan et al ., 2002).
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I-1-2-3 Lesthrombocytes (ou plaquettes)

Ce sont les cellules du sang qui permettent de boucher immédiatement les breches
dans les vaisseaux en cas d hémorragie. Le sang lui-méme se modifie et prend |’ aspect dune
gelée. Les plaquettes déclenchent des réactions chimiques qui permettent la formation d’un
réseau de fibres: lafibrine. (Bendjebla , 2004). Chague jour, I’ organisme fabrique prés de
500 milliards de plaquettes. Ces dernieres sont fabriquées dans la moelle osseuse rouge et
une fois libérées dans le sang ont une durée de vie trés courte de |’ ordre d' une semaine a 10
jours. Elles sont soit utilisées pour la lutte contre les inflammations et pour la coagulation du
sang, soit elles sont détruites par la rate. Chez I'adulte, le nombre moyen de plagquettes
sanguines est compris entre 150 et 450.10°/1. Norbert | et al (1995).

[-2- Généralités sur les hématies
[-2-1 Caractéristique des hématies

L’ hématie normale est une cellule anucléée arrondie en forme de disque biconcave de
taille qui varie de 4 a 7ul selon les espéces animales. Chez les mammiféres, les globules
rouges sont de formes discoides biconcaves en milieu isotonique. Dans un milieu
hypotonique, quand la concentration de NaCl dans le plasma diminue par rapport a celle des
globules rouges (GR), I’'hémolyse se déclenche et [I’hémoglobine est libérée.
Par contre, dans un milieu hypertonique ou |a pression osmotique extérieure est supérieure a
celle des globules rouges, les cellules gonflent et prennent un aspect crénelé.

Les globulesrouges sont élastiques et déformables, ce qui leur permet de traverser les
capillaires les plus étroits. Chez les animaux, leurs nombres des globules rouges varie en
fonction I’age, sexe et I'dtitude. (Gwlter, 1992). Quand |’ ége de I’animale augmente, le
nombre des érythrocytes diminuent. (Hayrvey et al, 1984 ; Clinkenbeard et Meinkoth,
2000). Chez les nouveaux nés, dont |’organisme s est adapté pendant la vie feetale aux
échanges d’'oxygene a travers le placenta, le nombre de globules rouges tres éevé.
Clinkenbeard et Meinkoth , 2000). Les GR sont plus nombreux chez les femelles que chez
les males. Les femelles gestantes montrent des constantes érythrocytaires plus élevées que les
femelles vides. (Medaille, 1992). D’ autre part, les animaux vivants en haute atitude ont plus

d hématies que ceux des animaux qui vivent dansles plaines. (L edieu , 2003).
|-2-2 ROle des globules rouges

Les GR chargés d' oxygéne dans le sang artériel acheminent des nutriments aux

organes pour que ceux-ci fonctionnes Lorsgu’un GR aboutit au niveau du capillaire artériel
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(un vaisseau fin comme un cheveu) d’un organe, il va lui délivrer de nombreuses molécules
d’ oxygene, les quelles vont ére immédiatement utilisé par une cellule de I'organe en
guestion. En échange de tout cet oxygene, I’organe lui fournit un nombre équivaent de
molécules de gaz carbonique qui vont prendre la place de I’oxygéne sur le GR ou plus
exactement sur les atomes de fer, que contiennent les molécules d’hémoglobine.
A ce niveau, on peut dire que la cellule arespiré (elle absorbe de |’ oxygene et regjette du CO»).
Les GR vont repartir dans la circulation veineuse, et se retrouver au niveau des capillaires
veineux des poumons qui vont lui fournir de I’ oxygene en échange de CO». (Susan , 2002).
I-2-3 Biosynthése des globules rouges

La biosynthése des GR commence a partir de la 3™ semaine du stade embryonnaire,
au niveau du sac vitellin puis elle diminue vers la 5°™ semaine est disparait complétement
lors de 1a 99™ semaine. Au niveau 3°™ mois feetal, le relai est pris par le foie, puis par la
moel | e osseuse hématopoiétique a partir du 5™ mois de gestation. La moelle osseuse restera
le seul site de synthese des érythrocytes «érythropoieses » chez I’ adulte. (susan et al ., 2002).
lors de la différenciation, Les cellules souches de la moelle osseuse au cours de la premiére
mitose se différencient, et vont former les progénitures BFU-E et CFU-E. Les cellules
souches (proérythroblastes ou pronormoblastes) donnent aors les érythroblastes
(normoblaste) et basophile. La 2°™  mitose donne |'érythroblaste (normoblaste)
polychromatophile de typel, puis de type 2. (Egalement appelé orthochromatique, car la
couleur de son cytoplasme est quasi-identique a celle de I’hématie). Au fur et a mesure des
divisions cellulaires, lataille des érythrocytes diminue et se charge de I’ hémoglobine, apres
elles perdent le noyau et les organites de cellules (REG, mitochondrie, Golgi). Plus les
cellules sont avancées dans la lignée plus leur taille diminue, plus le cytoplasme basophile,
riche en ARN dévient acidophile, riche en hémoglobine et plus le noyau se condense jusqu’ a
son expulsion qui transforme I’ érythroblaste acidophile en réticulocyte, apréesil y a migration
des GR matures dans le sang Bezeaud A et al, (2001).

-3 Processusdel”hémolyse

Le processus d’ hémolyse est un phénomeéne irréversible au cours duquel les hématies
sont détruites et libérent leur contenu. Des facteurs proprement corpusculaires, comme |’ état
de la membrane, le métabolisme énergétique intracellulaire, la structure de I’hémoglobine,
reglent le degré de I’ hémolyse. Des facteurs extra-corpusculaires sont également importants
dans le processus d’ hémolyse citant, le plasma, |’ état anatomique de I’ appareil circulatoire et
I'état  fonctionnel du systeme mononuclée phagocytaire.  Aguilar  (2007).
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L’ hémolyse physiologique doit étre différenciée de I’hémolyse pathologique ou I’ hyper-
hémolyse liée a la modification les trois facteurs vitaux pour le GR. En I’occurrence, la
membrane érythrocytaire ; le métabolisme énergétique (intégrité des enzymes impliqués) et le

contenu hémoglobinique. (Dahmani et al, 2000).

[-3-1 Destinée et destruction des Erythrocytes (GR)

Chaque seconde notre corps produit entre deux et trois Millions de globules rouges,

mais |’ absence de noyau et d’ organites pose aux érythrocytes un certains nombre de limites
importantes, ils ne peuvent ni synthétiser de protéine, ni croitre, ni se diviser ¢’est pourquoi
leur durée de vie utile ne dépasse pas 100 a 120 jours, leur membrane plasmique devient
rigide et se fragilise par ailleurs incapable de se déformer quant |’hémoglobine qu'ils
contiennent perd progressivement ses propriétés chimiques, Les érythrocytes sont pris au
piege dans les petits vaisseaux ceux de la rate, parfois appelée le «cimetiere des globules
rouges », ou ils sont phagocytés et digérés par la macro phagocytes. (Elaine, Marieb ;Katja
Hoehn,2013).
Au cours de la destruction des érythrocytes I heme de " hémoglobine est séparé de la globine,
cette derniere est dégradée en acide animées, par contre I’heme est libéré dans la circulation,
son noyau de Fer est récupéré puis associée a une protéine comme la ferritine ou
I’hémosidérine et emmagasiné en vue d une réutilisation ultérieure. Le reste du groupement
hemique « proto porphyrine » est métabolisé en biliverdine puis en bilirubine un pigment
jaune libéré dans la circulation sanguine et transporté par I’abumine vers le foie ou elle subit
une Glycéro-conjugaison qui latransforme en bilirubine conjuguée. Cette derniére passe dans
labile et sera liminée majoritairement dans les selles sous forme de dérivés notamment de
stercobilinogéne. Une petite partie est réabsorbée par I'intestin et éliminée par le rein sous
forme d'urobiline. (Anne et Gererd ;2000).

Un mécanisme semblable assure I’ dimination de I’ hémoglobine déverse dans le sang
dans le cas de drépanocytose, ou le processus de |’anémie hémorragique est plus rapide afin
d’ éviter une intoxication causée par I’ accumulation de Fer dans le sang, I’ hémoglobine libérée
est captée par une protéine plasmique | haptoglobine et le complexe est phagocyté par les
macros phagocytes. (Elaine N, Marieb ;Katja Hoehn).

Au bout de 120 a 140 jours, le globule rouge meurt par sénescence; 1/120 de la
masse globulaire est détruite, ¢’ est I’hémolyse physiologique ou les hématies sont détruites
par les cellules du systeme des phagocytes mononuclées de la moelle osseuse, du foie et dela
rate. Girot R et al (1992)

.
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[-3-2 Anémies hémolytiques

L'anémie est |'abai ssement du nombre d'hématies et du taux d'hémoglobine au dessous
des valeurs normales pour |'espece, |'age et le sexe. (Blood et Henderson, 1976). D'Apres
Schlamm (1974), les anémies peuvent étre classées selon soit classification morphologique
ou la classification étiologique et pathogéne.

La classification morphologique des anémies seffectue selon la taille des hématies et
leur teneur en hémoglobine. Selon la taille, il y a les anémies normocytaires, les anémies
macrocytaires, et anémies microcytaire. En fonction de la teneur en hémoglobine, trois types
d'anémies sont mis-en évidence ; les anémies normochromes, hypochromes et hyperchromes).
(Suter, 1992).

La classification étiologique et pathogénique se fait en fonction du caractére régénératif

ou non-régéneratif du syndrome anémique. (Tvedten e Waeiss, 2000).
D’ apres cette classification, on observe :

e Les anémies régénératives. Une anémie régénérative lors dhémorragie ou d’ hyper
hémolyse pour remplacer les hématies perdues, la moelle osseuse produit de facon
accélérée de nouvelles jeunes hématies ou réticulocytes (réticulocytose), en court-
circuitant certaines étapes de la maturation (Zeitoun et al, 1988). Les anémies
régénératives sont généralement des anémies macrocytaires poly-chromatiques.
(Cotter, 2003).

e Les Anémie hémolytique : Les anémies hémolytiques se caractérisent par un
raccourcissement de |'éventail de vie des érythrocytes. ils résultent d'une destruction
anormale excessive des hématies avec libération dans le sang ou dans le tissu de
I'hémoglobine .I'hémolyse se produit al'intérieur ou al'extérieur des vaisseaux, dansle
systeme réticulo-endothélial. (Gautrand,2003).

[-3-3 Types et mécanismes d’hémolyse pathologique

Si la destruction des érythrocytes est un phénomene normal qui a lieu dans la rate
lorsgue les globules rouges sont en fin de vie, I'hémolyse anormale du sang peut avoir
différentes causes. Il peut sagir d'une pathologie qui aboutit a la destruction des globules
rouges dans les vaisseaux sanguins, cas de certaines anémies, des accidents transfusionnels,
du paludisme, etc..... Des parasites sanguins, des infections bactériennes et viraes, des agents
chimiques, des plantes toxiques peuvent entrainer une hémolyse. De plus, l'anémie

hémolytique peut étre due a des phénomenes auto-immuns. En outre, les anémies

-
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hémolytiques sont généralement plus régénératives que celes qui relévent d'hémorragie
(Reber, 1991).
L’ hémolyse pathologique peut étre due a deux principaux mecanismes ;
» Une anomalie des globules rouges conduisant a une hémolyse corpusculaires c'est-a-
dire la destruction des hématies provenant de safragilité et qui correspond a:

o Une anomalie congtitutionnelle de I'hémoglobine comme les anomalies de
structure (hémoglobinopathies), anomalies quantitative de la synthese des
chaines de globine (thalassémies), drépanocytose (en faucille) caractérisée par
laprésence d' Hb.

0 Une anomalie constitutionnelle de la membrane du GR. C'est le cas des
micro-sphérocytose causes par une augmentation de la perméabilité au Na+ et
al'eau.

o Un déficit enzymatique du GR comme le déficit en G6P, déficit en pyruvate
Kinase ou un défaut de régénération de I'ATP.

» Une agression extrinseque des hématies  correspondant a une hémolyse
extracorpusculaires (Aguilar, 2007) qui est caractérise par:

0 Une agression directe de I'hématie par une toxine bactérienne, animale,
chimique ou par un parasite.

o Une rigidité anormale acquise de la membrane du globule rouge: anémies
hémolytiques auto-immunes.

0 Rupture des hématies normales sur un obstacle: prothéses valvulaires,

(microangiopathie thrombotique). (mar ¢, 2013).

[-3-4 Sieges des hyper-hémolyses
[-3-4-1 Hémolyse intra-vasculaire

Une faible partie de I'hnémolyse physiologique se déroule au sein méme de la
circulation sanguine (Aguilar et Martinez, 2007), elle résulte de I'activation du complément
a la surface des hématies ce qui aboutit a la formation d'un complexe d'attaque membranaire
d'ou une hémolyse intravasculaire aigue (Barker, 2000). Et la libération des divers
constituant de I'nématie notamment I'hémoglobine dans la circulation sanguine (Festus et al
,2006) Ou €lle forme un complexe avec |'haptoglobine synthétisée par le foie, ce complexe est
capté par I'népatocyte au niveau duquel I'hémoglobine est dégradée (Aguilar et Martinez,
2007).
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[-3-4-2 Hémolyse extravasculaire

Chez le sujet normal, la magjorité des globules rouges sont détruits par les macrophages
de la moelle osseuse (minimum 50%) . Le reste de I'hémolyse se repartit dans I'organisme, en
particulier dans larate et le foie (Aguilar et Martinez, 2007). L’ hémolyse extravasculaire est
induite par la fixation de I'anticorps sur I’hématie sans activation (ou activation limitée) du
complément, les immunoglobulines G, fixée sur les antigenes des groupes sanguins, présents
sur la membrane des hématies, interagissent avec les récepteurs de leur fragment présent sur
les cellules du systéme des phagocytes, entrainant ainsi la phagocytose des hématies et leur
lyse (Festus et al, 2006). La phagocytose  porte sur des globules rouges dont le
vieillissement est traduit par une diminution du contenu enzymatique, ralentissement
métabolique, perte des lipides membranaire, phénomene oxydatifs; des modifications
morphologique ou la cellule a tendance a la sphéricité par réduction de la surface
membranaire et /ou hyperhydratation ; des modifications de la plasticité et diminution de la
déformabilité des globules rouges entrainant une stagnation dans les capillaires. (Aguilar et
Martinez, 2007).

[-3-5 Lesanti-hémolytiques

En raison des causes diverses héréditaires ou acquises (par exemple auto-immunes,
toxiques ou traumatiques), |'anémie hémolytique est un sujet relativement complexe qui
demande obligatoirement une investigation spécialisée pour déterminer les traitements
appropriés. Le traitement des anémies hémol ytiques passe inexorablement par le traitement
des causes de cette anémie. Il y a donc 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 corticoides et des suppléments de vitamine B peuvent étre utilises
pour traiter les anémies hémolytiques. Les derniéres années, le domaine de la recherche de
nouvelles substances anti-hémolytiques d'origine végétale est en plein essor. Des
investigations dans ce sens sont entrepris par de nombreux laboratoires de recherches de part
le monde. Le tableau ci-dessous (tableau N°1) repréente quelques exemples de plantes testés
acet effet.

|
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Tableau N°1 : Quelques exemples de plantes médicinales douées d’ activité anti-hémolytique.

Matrice végétale
(source)

Tests utilisés

Effets

Références

feuilles de piber betel

Hémolyseinduite par H20;

activité antihémol

Devjani chakraborty

(Inde) 40.6% pour une et barkha shah 2011
concentration de 5mg/ml

Feuilles et tiges de | Hémolyse provoquée par I'eau | effet anti hémolytique Mémoire haoulia

Ammoides verticillata | distillée (1C50=0,0422 mg/mL, | amina2015

(Algerie) 35%)

Partie aérienne de Mentha

Hémolyseinduite par H20;

Effet anti hémolytique

Ebrahimzadeh M.A

longifolia (Iran) IC50=951.4 + 36 pug/ml. ET al ,2010
thymus Partie aérienne de | Hémolyse induite par un |anti effet hémolytique et | Mhamed ramchoun
satureioides (Maroc) puissant oxydant I'AAPH anti  oxydant 144.44% | et al 2015
10mg/ml
grain bran Hémolyseinduite par H20; Anti hémolytique et anti- | Nabavi et al
(Iran) oxydant activité 1C50 | 2010
est.1.32 + 0.07 mg/ml de
I'extrait.
partie aeriennede | Hémolyse induite par le triton | effet anti hémolytique mohammedi zohra et
scanescen morettia x -100 14.80% a500mg/ml atik fawzia 2014
(Algerie)
Les feuilles Hibixus | Hémolyseinduite par H,O: antioxydant et | Ebrahim zadeh et al
exulentus antihémolytique  activité | 2009
(Iran) IC50:274.3 £ 11 Jg ml-1

Partie aérienne Mentha
piperita (Iran)

Hémolyse induite par H,0:

Anti  hémolytique et
antioxydant activité 1C50=
836.4+ 29.2).

Ebrahim zadeh et al
2010

crucianella Hémolyse induite par H,0: Activité anti hémolytique | Ebrahim zadehet al
Sintenisii (Iran) et antioxydant (IC50= | 2009

1.108 + 0.048
da Fruits de dactilifera du | Hémolyse induite par un | Antioxydant et anti | Eimad dine tariq
phénix (Maroc) puissant oxydant I'AAPH hémolytique et anti | bouhali et al 2016

bactériale activité

feuilles et fleurs de
Gymnema sylvestre
(Nigeria)

Hémolyseinduite par H20;

Activité anti hémolytique
IC50=29.83.

omalejames et idris
mordecai alewo 2014

Partie aériennepo rtulaca
oleracea
(L) (Algerie)

Hémolyse provoquée par |'eau
ditillée

Effet  hémolytique et
activité antioxydant Taux
d'hémolyse qui ne dépasse
pas 6%

Ameziane amina

2016

Feuvilles de psidiums

Hémolyse induite par I'ion

activite anti ehémolytiqu

Chonthida thephinlap

guajava ferreux 91.5 + 0.99% maximum et al 2013

(thailand)

L'écorce Hémolyse provoquée par I'eau | Activité anti hémolytique | Mémoire  elalaoui
Des racines Berberis | ditillée et toxique rachida 2015

vulgaris (L) (Algerie)
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[I-Matériel et méthodes
[1-1 Préparation dela poudre végétale

Les feuilles de cinq variétés d’ agrume du genre citrus ont été récoltées dans la localité
d Amizour (Bejaid), lavées a I’eau courante, ensuite séchées a I'éuve a 40° pendant une
semaine. Les feuilles ont été ensuite broyées a I’aide d’un broyeur électrique. La poudre
obtenue a été tamisée puis conserveées dans des récipients en verre, hermétiquement fermés
a I’abri de la lumiére et de I’humidité jusgu'a utilisation afin de préserver I’intégrité des
mol écul es.
[1-2 Extraction par macération

Dans le but d’ extraire les substances bioactives, la poudre végétale a été soumise a une
extraction solide/ liquide a I’éhanol par macération a température ambiante suivant le
protocole décrit par Benhammou et a, 2008. Vingt gramme de poudre a été macérée dans
100ml d'éthanol absolue a température ambiante pendant 5jours. Ensuite le macérédt a été
filtré sur papier wattman, puis évaporé. L’ éthanol est éliminé du filtra par évaporation sous
pression réduite a40°C par un rotavapeur.
Expression du rendement d’ extraction

Le rendement de I’ extraction correspondant au rapport entre la masse de |’ extrait sec
obtenu apres évaporation du solvant et la masse de la poudre végétal utilisée est calculé par

I’ expression suivante :

[ Rd(%)= (Me/Mp) x 100 }

Avec:
Rd(%):Rendement en%, Me: Masse de |’ extrait sec (en g), Mp: Masse de la poudre
végétale utilisée pour |’ extraction (en g).

I1-3 Dosage des polyphénols

I1-3-1 Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, métabolites secondaires bioactifs, dans les extraits
éthanoliques des feuilles des différents variétés de citrus a été réalisées par méthodes
colorimétriques en utilisant le réactif colorimétrique Folin-ciocalteu selon la méthode Ryan
(2013). Le reéactif Folin-ciocalteu est constitué d’'un mélange d acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM0O12040). L’oxydation en milieu
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alcalin du réactif Folin-cioalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques,
conduit ala formation d’ un mélange d’ oxyde bleu. L’intensité de la coloration produite, qui a
une absorbance maximale a 760nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents
(Ribéreau-Gayon, 1972).

1,5 me du réactif Folin-ciocalteu (0.1N) sont gjoutes a 200ul de I’ extrait des feuilles de
citrus solubilisé dans |’ éthanol a raison de Img/ml, le mélange est ensuite incubé pendant
5min, puis 1.5ml de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 6% sont additionnées au
mélange réactionnel. Apres agitation et incubation pendant 2h a température ambiante,
I” absorbance est lue a 765nm, contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais ne

contenant pas d’ extrait végétale.

Expression desrésultats

Les concentrations des polyphénols totaux est calculé a partir de I'équation de
régression de la gamme d'étalon réalisee dans les mémes s avec I’acide gallique puis
exprimée en milligramme équivalent d'acide galligue par gramme de matiere seche
(mgEAG/gMYS)

[1-3-2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) citée par Djeridane et al., (2006). Le principe du dosage est basé sur la capacité des
flavonoides & chélater via leurs groupements hydroxyles (OH) libre I’ion Al*® et former un
complexe jaunétre- (Quettier et al., 2000). 1ml de la solution d’ extrait végétale a Img/ml est
mélangé avec 1 ml d'une solution de chlorure d auminium AICI3 a2%. Apres 10min
d’incubation a température ambiante , I’ absorbance est mesurée a448nm (Figure 1)
Expression desrésultats

La concentration des flavonoides dans les différents extraits de citrus ce fait al’aide
des gammes d'étalonnage établies avec la quercétine par gramme de matiére Séche
(mgEQ/gMS).

NB : un blanc d’ extrait a é&é préparé en mélangeant 2ml de solution d’ extrait avec 1ml
d’ eau ditillée.
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Mode opératoire

1ml del’ extrait
Img/mi

l

Iml d’AlClz a2%

|

Incubation pendant 10min
atempérature ambiante

!

Mesure de |’ absorbance a 448nm.

Figurel : Protocole de dosage des flavonoides Djeridane et al , (2006).

I1-4 Mise au point destests d’hémolyseinduite in vitro

I1-4-1 Préparation de la suspension des érythrocytes

Le sang utilisé pour préparer les suspensions sanguines a été obtenu du centre de
transfusion sanguine d’ Akbou (CWTS). La suspension érythrocytaire a été préparée comme
décrit par ( Hebbani et al, 2014).

Du sang fraichement prélevé al’aide d’ une seringue graduée a été mis dans des tubes
héparinés puis centrifugé a 3000rpm pendant 5 minutes pour separer les globules rouges des
autres éléments congtitutifs du sang. Apres élimination du surnageant, le culot a été récupéré
et lavé 3 fois avec une solution d’ eau physiologique a 0,9% a température ambiante. Chaque
lavage consiste en une centrifugation a 3000 rpm (5min) et une suspension du culot dans |’ eau

physiologique a 0,9%. Apres la derniere centrifugation le culot est resuspendu a nouveau dans
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une solution constituée de tampon phosphate salé (PBS) a 0,2M, pH=7,4. A raison d'un
volume du culot et 9Volumes du de PBS), permettant ainsi d’ obtenir une hématocrite a 10%.

[1-4-2 Induction del’hémolysein vitro
[1-4-2-1 Principe

L’ effet anti hémolytique d’ extraits de plantes est évalué in vitro par I’ utilisation de
modele érythrocytaire. Ce dernier est facile aisoler du sang et sa membrane a similitudes avec
d'autres membranes cellulaire (Shobana etVidhya, 2016).

L’ exposition des globules rouges (RBC) a certains parametres physicochimiques telles
gue le milieu hypotonique, I’ utilisation d’un perturbateur membranaire comme les détergents
ou les especes réactifs oxygenées, les températures élevée provoque une rupture de sa
membrane cytoplasmique provoquant ainsi lalibération de I'némoglobine qui sera alors doser

par spectrophotometrie d’ absorbance visible.

Pour tester I’ effet anti hémolytique de nos extraits organiques des feuilles de citrus,
des tests sur modéle érythrocytaire a hémolyse induite par une salinité réduite du milieu de
suspension des GR (milieu hypotonique), par le triton X-100, I’'H20. ou la température
€élevée ont été mis au points.

[1-4-2-2 Test de I’Hémolyse hypotonique

L'effet  hémolytique de la solution hypotonique est lié a une
accumulation excessive de liquide dans la cellule (Habibur Rahmanet al., 2015;L abuet al.,
2015).

» Effet dela Concentration du NaCl

Un volume de 1,8 ml de NaCl a différentes concentrations (1,8%, 1,2%, 0,9%, 0,75%,
0,5%, 0,2%) a été mélangé et homogénéisé avec 200ul du culot d'une suspension de GR a
10% d’hématocrite, le mélange a été ensuite incubé a température ambiante pendant 10min,
puis centrifugé a 3000rpm pendant 5min, la densité optique du surnageant a été mesurée a 541
nm.

> Effet delaconcentration del’éthanol

Un volume de 1,8 ml de NaCl a différentes concentrations (0,9%, 0,75%, 0,5%) a été
mélangé avec de I’éthanol a des concentrations de 2,5%, 5% et 10%, puis ils ont été
homogénéisés avec 200pl de I"hématocrite a 10%. Le mélange a été incubé a température
ambiante pendant 10min, puis centrifugé & 3000 rpm pendant 5min.
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[1-4-2-3 Test d’hémolyse par letriton X100

Le protocole utilisé est celui décrit par Muthu et durais (2015).Un volume de 800ul
du triton X100 a différentes concentrations (1%, 0,1%, 0,05%, 0,04%, 0,025%, 0,001%) a été
mélangé et homogénéisé avec 2,2 ml du tampon phosphate (0,2M, PH=7,4 contenant 0,9% de
NaCl) et 500ul de la suspension érythrocytaire (10%). Le mélange a été incubé a 37°C
pendant 1 heure, 2h ou 3h, puis centrifugé a 3000rpm pendant 5min. La densité optique du
surnageant a été mesurée par spectrophotomeétrie a 541nm, Le contrble a été préparé dans les

mémes conditions expérimental es précédentes en absence du triton X100.

[1-4-2-4 Test de la ther mohémolyse

Dans des tubes a hémolyse, 500ul du la suspension érythrocytaire a 10% ont été
mélangés avec 4,5ml de NaCl a 9% puis incubés pendant 10 et 20 mn a différentes
températures (25°C, 30°C, 45°C, 50°C, 60°C), ensuite ils ont été centrifugés a 3000 rpm
pendant 5min, |es absorbances sont mesurées a 541nm.

[1-4-2-5 Test d’hémolyse par le H20-

L’hémolyse par le H2O; a été évaluée par le protocole décrit par james et Alewo
(2014). 2ml de suspension érythrocytaire (4%) ont éé mélangés a 2,5 ml de tampon
phosphate (0,2M, PH=7,4 contenant du NaCl 9% et contenant ou non de I’ é&hanol puis 500ul
de H20. (10V) ont été gouté. Le mélange a éé incubé pendant 4 heures a 37°C, puis
centrifugé a 3000rpm pendant 10min, I’ absorbance du surnageant récupéré a été mesurée par
spectrophotométrie a 541nm.

[1-4-3 Evaluation de |’ Effet anti-hémolytique des extraits de citrus

[1-4-3-1 Effet sur I’'hémolyse induite par letriton X-100

Dans des tubes a hémolyse, un volume de 800 pl de triton X-100 a 0.05% a été ajouté
a 500pl de la suspension érythrocytaire (10 %) pré incubée pendant 1min avec de 1’extrait de
citrus a différentes concentrations. Apres incubations a température ambiante pendant 10 min
et centrifugation a 3000 rpm pendant 5 min. L’ absorbance du surnageant a été mesurée a
541nm. Les contrbles négatif et positif ont été préparés dans les mémes conditions
expérimentales en absence de la suspension érythrocytaire pour le premier et absence de
I’ extrait végétale pour le deuxiéme.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est cal culé en pourcentage (%) par rapport a
I”hémolyse totale, aprés 10 min d’incubation.
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[1-4-3-2 Effet sur I"hémolyse induite par pression hypotonique

Un volume de 1,8 ml de NaCl a 5% a été ajouté a 200ul de la suspension
érythrocytaire dans des tubes contenant I’ extrait solubilisé préalablement dans I’ éhanol a
différentes concentrations 250, 500, et 100ug/ml. La concentration final de I’ éthanol est de
2,5%
[1-4-3-3 Effet sur I'hémolyse induit par le H20>

Dans des tubes a hémolyse contenant 500ul de I’ extrait a différentes concentrations,
2ml de la suspension érythrocytaire (4%), 2 ml de la solution tampon PBS (pH 7,4, NaCl 9%)
et 500ul de H20-(10V) ont été gjoutés.




Discussion



Résultats



Résultats

[11- RESULTATS

[11-1 Teneur en polyphénolstotaux et en flavonoides

La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides dans les extraits éthanoliques des
cing variétés de citrus a été déterminée par méthodes colorimétriques (Ribéreau-Gayon,
1972, Quettier et al, 2000). Les résultats obtenus et exprimés en mgeqAG/gMS pour les
polyphenols totaux et en mgEqQ/gMS pour les flavonoides (Tableau 11) montrent que les
feuilles des variétés étudiées contiennent des teneurs appréciables en métabolites secondaire

de type polyphénoliques.

N° Variétédecitrus Phénolstotaux Flavonoides

d’ extrait (mgEgAG/gMS) (mgEgqQ/gM S)
Extrait 1 Variété thompson 08,84 + 0,09 04,52 + 0,19
Extrait 2 Variété Tardive 10,75+ 0,07 03,22 + 0,06
Extrait 3 Variété sanguinelle 2,24+ 0,12 1,88+ 0,48
Extrait 4 Variété Double fine 08,97 £ 0,44 03,53 + 0,07
Extrait 5 Variété limon 13,05 + 0,09 03,01+ 0,01

Tableau I1: Teneur en polyphenols et en flavonoides des feuilles de différentes variétés de
Citrus.

Lateneur en polyphénols totaux et les flavonoides varient |égerement d’' une variété a une
autre. Les feuilles du limon présentent une teneur |égerement plus élevé en polyphénols
totaux (13.05 £ 0.09 mg EqQ/gM) par rapport a d autres plante a activité antihémolytique,
tandis que les feuilles de la variété Thomson qui montre le taux le plus éevé en flavonoides
(04.52 £ 0.19 mg EQQ/gMYS). La variéte sanguinelle est le mois riche en flavonoides (01.88 +
0.48mg EqQ/gMS).

[11-2 Effet du NaCl sur |I"’hémolyse hypotonique

D'apres les résultats obtenus (figure 2), on observe gu’ a concentrations finale de NaCl
dans le milieu de suspension des GR entre 7,5% a 12% (milieu pratiquement isotonique), il
n'y a pratiqguement d’hémolyse. Par contre, pour des concentrations finales de NaCl
inferieurs a 7,5% (milieu hypotonique), |I’hémolyse tend a étre compléte pour des faibles
concentrations de NaCl (DO a 2% et 5% de 18.28 et 10,89 respectivement). En effet,

I’hémolyse totale du taux de suspensions érythrocytaires libére un taux d hémoglobine
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correspondant a une DO d’environ de 20 Unité d' absorbance. On observe aussi une libération

d’hémoglobine aconcentration de NaCl élevée (15%). (milieu hypertonique)
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Figure 2: Effet de latonicité sur les érythrocytes a différentes concentrations de NaCl

[11-3-Effet del’ethanol sur I’hémolyse hypotonique

La figure 3, illustre I'évolution de I'activité hémolytique a différentes
concentration de NaCl de 5% et 7.5% ,9% en présence de I'éhanol a des concentrations qui
varient de 2,5 a 10%. Le taux d hémolyse des GR dépend de la concentration du NaCl et de
la concentration de I’ é&hanol présent dans le milieu réactionnel. Quelque soit la concentration
de NaCl, on observe que la libération de |"hémoglobine est d’ autant plus élevée que la
concentration de I'éhanol est élevée. Ce qui signifie que I’éhanol augmente I’ effet
hémolytique induit hypotoniquement.

L’ activité hémolytique la plus prononcé est observée pour une concentration de
NaCl de 5% et un taux d'etanol de 10% . D’autre part, on observe que I’'éthanol présente,

méme en milieu isotonique, un effet inducteur d’hémolyse.
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Figure 3: Effet de la tonicité sur les érythrocytes a différentes concentrations de
NaCl (5%,7.5%,9%) en présence de |’ éthanol.

[11-4 Effet dela concentration du triton x-100 sur letaux I"hémolyse

D’apres le graphe de lafigure 4 représentant |’ effet de la concentration du triton X-
100 sur le taux d"hémoglobine libérée, on observe gu’ades concentrations 0.01%, et 0.03%
du triton x-100, il n'ya pas d'hémolyse par rapport au témoin négatif, mais au dela de 0.03%
on a une hémolyse qui augmente proportionnellement avec les concentrations du triton x-
100. En plus on a constaté gu'ala concentration 0.05% du triton x-100 provogue une presgue

50% d'hémolyse (hémolyse compléete donne environ 3 unité de DO).
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Figure4 : Effet du triton (x-100) a différentes concentration sur les érythrocytes.

[11-5 Variation destaux d’ Hémolyse induite par latempérature

Le taux d’hémolyse induite par la température a été mesuré pour différentes
températures : ambiante (20+ 2°C), 30°C, 45°C et 60°C. Les résultats sont présentés dans la
figure5.

A température ambiante on a observé une DO de I'ordre de 0.176 apres 10 min, et
de 0.205 apres 20 min alors qu’a 30°C on a observé une DO de I'ordre de 0.150 apres 10 min
et 0.200 apres 20 min. Les D O sont de l'ordre de 0.144 & température ambiante apres 10 min
d'incubation et une DO de 0.691 a température 45° C, alors qu'apres 20 min, on a 0.202 a
température ambiante et 0.725 a 45°C. La méme chose pratiquement pour la température
60°C, une DO de 0.2 atempérature ambiante aprés 10 min et 0.285 aprés 20 min, par contre a
température 60°C apres 10 min on a 3.348 et une DO de 3.670 aprés 20 min dincubation.
L’ effet de latempérature sur I’'hémolyse est probablement di a la dénaturation des protéines
membranaires de GR par la chaleur (45°C et 60°C), mais la DO ne change pas beaucoup par
rapport au temps, méme cas pour la température ambiante une petite augmentation aprés 20

min d'incubation peu négligeable.
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Figure5: Effet delavariation de latempérature sur les érythrocytes

[11-6 Variation du taux d’Hémolyse induit par H20>

D'aprés le résultat obtenu (figure 6), on observe un taux tres faible d'hémolyse en
absence de H20O; et de I'éhanol, Mais en absence de H2O, et présence de éhanol un taux
faible de I'némolyse par, contre dans le cas ou il n'ya pas de éthanol et le H>O> est présent on
observe un taux éleve de I'némolyse mais dans le cas ou |’ éthanol et le H2O- présents on aun
taux d'hémolyse tres élevé.

Donc on peu déduire que I'éhanol et le H>O. ont un effet hémolytique soit chacun

seul soit en combinaison, sachant que |'effet del’ H2O- est plus fort que ce lui de I'éthanal.
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Figure 6: L’ effet de H2O- sur les érythrocytes avec et sans |'éthanol

[11-7 Effet des extraits de citrus sur |I’hémolyse hypotonique

Les taux dinhibition d hémolyse (%) induite par |I' hypotonicité a température
ambiante durant 10 min en fonction des différentes concentrations des différentes extraits
bruts des feuilles de citrus sont représentés dans la figure 7. D’ aprés les résultats obtenus On
constate que les différents extraits de Citrus ont montré une activité anti hémolytique
significative contre I’hémolyse induite par le NaCl notamment & des concentrations de 500
Ho/ul.

L’ extrait (5) variété limon a montré I’ activité anti hémolytique maximale avec un
pourcentage de 69.73 % suivi par I’ extrait (4) de la variété double fine avec un pourcentage de

64.20%, cependant I’ extrait (3) de la variété sanguinelle présente un effet inhibiteur faible.

E
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Figure 7 : Taux d'inhibition d hémolyse hypotonique en présence des différents extraits de

citrus a différentes concentrations

On remargue également un rapport proportionnel entre la concentration de I’ extrait et
le taux d'inhibition, par exemple I'extrait (1) variété thomson a une concentration de 500
pg/ul, présente un taux d'inhibition qui dépasse les 59% alors qu’ a une concentration de 100

po/ul il présente un taux de 22.22%.

[11-8 Effet desextraitsde citrus sur I’hémolyse induit par letriton x-100

Dans la présente étude, on a évalué le pouvoir anti héomlytique de différents extraits
de citrus ala méme concentration ( 100 mg/ml) pour I'némolyse induite par le détergent triton
(X-100).

Les résultats obtenus (figure 8a) montre que les dinhibition d'hémolyse pour les
différentes extraits sont significativement faibles a non significatif. IlIs sont de 1’ordre de =
7,3 £0,4 pour les extraits des variétés thompson, tardive, double fine et limon alors que pour
I’extrait de la variété sanguinelle le pouvoir anti hémolytique s éléve de 13.12%. Pour ce
dernier extrait, I’augmentation de la concentration a 500mg/ml, provogue une augmentation

du taux d'inhibition de " hémolyse qui passe a 42.27% (figure 8b)
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Figure 8 : Effet des extrait de citrus sur |I” hémolyse induite par le triton X-100

L’ activité anti hémolytique de |’ extrait 3 qui a présenté le pourcentage d’ inhibition
le plus élevé a éte éva uée a différentes concentrations de ce dernier. Les résultats sont
présentés dans lafigure ci-dessous :
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Figure9: I'évaluation de I'effet anti hémolytique de I'extrait 3 sur I'némolyse induite par
détergent

D'apres les résultats révél és, on constate que |e degré d'inhibition dhémolyse est
proportionnel  a la concentration des |'extraits du moins pour |’ extrait de sanguinelle.
[11-9 Effet desextraits sur I’hémolyse induit par le H202
Le but de ce test est d' évaluer I’effet anti hémolytique des extraits éhanoliques de
feuilles de différentes variétés de citrus contre une hémolyse induite par le H2Ox.
Les variations des taux d’hémolyse induite par le H2O. des différents extraits et du

témoin sont présentées dans lafigure 9.

25



Résultats

1,8 -
1,6 -
1,4 -

1,2

0,8 -

% taux d'activation
[
1

0,6 -

0,4 -

HT Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4 Extrait 5

concentrations en pg/ml

Figure 10: Effets des différents extraits éthanoliques de feuilles de citrus sur I'hémolyse
induite par le H20O2

D’aprés ces résultats, on constate que les extraits testés ont montré une activité
hémolytique hautement significative avec des pourcentages supérieurs a 100% notamment
I’extrait 2 qui amontré I’ activité hémolytique la plus éevée avec un pourcentage de 174.83%

nettement supérieur a celui du témoin (hémolyse totale).
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Discussion Générale

'V Discussion

L'extraction est une étape tres importante avant I’ analyse quantitative et qualitative des
Extraits de plantes. les conditions optimales ont été respectées concernant plusieurs
parametres tels que le diamétre de la poudre et e type du solvant : |e broyage et le tamisage
ont été réalisés de fagon a pouvoir récupérer le maximum de poudre fine et I’ éhanol a éé
utilisé dans le but d’ extraire le maximum de composés phénoliques.

La macération de la poudre dans I’ éhanol a été réalisée pour augmenter le contact

entre le solvant et les particules de la poudre et cela a température ambiante, en effet selon
(Spigno et al ,2007), a des températures élevées, les composés peuvent étre volatilisés et
dénaturés. L’étude quantitative des extraits de citrus, par dosages spectrophotométriques,
avait pour objectif la détermination de la teneur en phénols totaux et en flavonoides. Le choix
du dosage de ces substances réside dans le fait que la magjorité des activités biologiques des
plantes leur sont attribuées et que ces métabolites sont doués d’ activité antioxydante.
Les résultats de dosage des phénols totaux montrent que la variété limon est la plus riche
avec 13.45% mgEgAG/gMS aors que la variété Thomson présente le plus faible taux. La
détermination quantitative des flavonoides a montré que la varié&té Thomson représente
I’ extrait le plus riche en flavonoide.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont relativement identiques a celles
trouvées dans d’ autres études sur des plantes du méme genre. |’ étude menée par Dahmoune
et al., (2013) sur citrus limon a montré que I’ extrait éhanolique présente une concentration de
12.11 mgeAG/gMS de méme pour Li et ses collaborateurs (2006) en rédisant |’ étude
analytique sur plusieurs variété de Citrus, ils ont trouve des teneurs de 11.89 mg Eq AG/ g
d’ écorce sec de Clémentine et 17.36 mg Eq AG/ g d'écorce sec de limon. Les teneurs en
polyphenols varient en fonction de lavariéte, de |’ espéce et de la partie de la plante utilisée.

L’ action anti hémolytique in vitro de notre extraits a été évaluée par I’ utilisation de
modeél e érythrocytaire, ce dernier est facile disoler du sang et sa membrane & similitudes avec
d'autres membranes cellulaire (Shobana etVidhya, 2016). Les globules rouges sont aussi
choisis comme modéle en biologie cellulaire et moléculaire pour |’ étude de la cytotoxicité in
vitro a cause de leur facilité d’'isolement et leurs simplicité. Ils sont un outil précieux pour
I’ étude des transports ioniques transmembranaires via la membrane érythrocytaire (Wajeman
et al, 1992).

Si les globules rouges (RBC) sont exposés a des substances nuisibles telles que le

milieu hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de

Yy
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I'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant. L'effet hémolytique
d’une solution hypotonique est lié a une accumulation excessive de liquide dans la cellule
(Habibur Rahmanet al, 2015;L abuet al ,2015). Les propriétés hémolytiques d un agent
hypotonique sont attribuées a son interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire
ce qui induit a une augmentation de la perméabilité membranaire et un mouvement des ions:
entrée de Nat+ et H20, sortie de K+, la membrane éclate, permettant ains la sortie de
I”hémoglobine (M aj ester -Savor nin, 1991).

Cette étude a affirmeé que les extraits des feuilles de Citrus possédent une activité anti
hémolytique. Ce résultat coincide avec d autres travaux, en effet Calefio et al. (2016) ont
montré que les HEs de Citrus aurantium présentaient une activité anti hémolytique avec une
ICso (86.69+4.98 pg/ml), selon ce méme auteur, cette activité est associée a la forte présence
d’ un terpéne: Limonene qui est de 94.4%. Cet effet anti-hémolytique peut étre attribué a
I’extrait qui équilibre la pression osmotique entre les deux milieux, ou se fixé sur
I" aguaphorine et empéche I’ eau d’ entré al’ hématie.

Le tritonX 100 est un détergent non ionique qui possede une partie polaire hydrophile
et une queue hydrophobe , Ces molécules entrent en interaction avec les parties hydrophobes
des lipides et des protéines de la membrane érythrocytaire , certains extraits de citrus
empéchent cette interaction ce qui fait que I'némolyse n'aura pas lieu donc ont un réle de
stabilisation membranaire, d'autres, ne jouent aucun role inhibiteur sur cette interaction
puisque Le détergeant posséde une structure chimique qui le rend plus accessible a la
membrane des érythrocytes que les extraits éthanoliques, ce qui implique une dégradation des
globules rouges. Donc chague extrait a ces propres composants qui lui permet d'inhibé
I'hémolyse sil possédent c'est molécule bioactives ou ne pas inhibé sil possédent pas.

Les érythrocytes sont considérés comme la cible majeure des radicaux libres en raison
de la présence d' une concentration éevée d'acides gras polyinsaturés (AGPI), telsquel’acide
linoléique et I'acide arachidonique. Le taux d'hémolyse a été montré beaucoup plus élevé
lorsgue les globules rouges sont traités par le peroxyde d'hydrogene. Cela pourrait étre
attribué a la nature oxydante du peroxyde d’hydrogene et sa capacité a détruire la membrane
cellulaire et en conséquence la libération de I'hnémoglobine des cellules. Le peroxyde
d hydrogene peut également causer une toxicité par le radical hydroxyle: selon Kose et
Dogan (1995), le H20. peut causer la dégradation de I’heme de |I” hémoglobine libérant ainsi
les ions Fe?* ce qui génére par la réaction de fenton le radical hydroxyle OH, plus puissant

contribuant ainsi a la peroxydation lipidique.L’ activité hémolytique des extraits de plantes

",
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peut ére due a l'activité scavenger du radical par les composés bioactifs de |’ extrait qui
libérent des électrons & H20O- neutralisant ainsi une molécule d’ eau.

Dans notre étude, les différents extraits de feuilles de citrus ont montré une
augmentation du taux d’ hémolyse par rapport acelle ou il n'ya pas d extrait. Donc ces extraits
ne présentent pas un effet anti-hémolytique et ne protegent pas les hématites contre le H20,
ces résultats ne concordent pas avec les différentes éudes réalisées sur |'effet anti-
hémolytique des extraits de plantes, en effet I’ é&tude menée par Omale James et al, 2014 a
révélé une activité anti hémolytique importante des extraits de Gymnema sylvestre notamment
I’extrait de feuille qui a montré une 1IC50 = 29,83 mg/ml et la quercetine utilisée comme
standard amontré une |C50 de 386,72 mg/ml.

&



Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L’ objectif de cette étude était I’ estimation de I’ activité anti-hémolytique des extraits
éthanoliques des feuilles de différentes espéces de Citrus.

La présente éude a montré que Les différents extraits de feuilles de citrus ont une
activité anti-hémolytique s I’'hémolyse est induite par le milieu hypotonique. Par contre, si
I’hémolyse est induite par le peroxyde d'hydrogéne, les extraits présenteraient au contraire
une amplification de I’hémolyse. si I’inducteur de I’hémolyse est le triton x-100, les extraits
testés n'ont révélé aucune une activité hémolytique ou anti-hémolytique.

Dans le cas anti-hémol ytique des variétés utilisés, les résultats obtenus suggerent que
les composants des extraits de ces variétés représentés par une fraction majoritaire des
polyphénoles pourraient étre le principal constituant anti-hémolytique. En effet, le dosage
composés polyphénoliques a montrée que les feuilles de Citrus contiennent des teneurs
importantes en ces métabolites bioactifs.

s+ présence de polyphénols dans les feuilles des 5 variétés de citrus :
O Variéte de polyphénol de type polyphénols totaux majoritaire :(tardive,
double fine et limon).
O Vaiéé polyphénol de type flavonoides majoritaire:(thompson et
sanguinelle).
% Lesdifférents extraits des feuilles des variétés de citrus ont montreé:
O Une activité anti hémolytique importante en Milieu hypotonique .
O Uneactivité hémolytique en présence de H202.
O Seul lavariété 3 qui présente une activité antihémolytique en présence du triton (x-

100)

En perspectives, des analyses phytochimique et biologiques plus détaillée seront
nécessaire pour isoler et caractériser les composés actifs responsables des effets de
stabilisation de la membrane pour mieux comprendre les mécanismes d'action exacts de

ces activités.
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Résumé:

L’ activité anti-hémolytique in vitro des extraits éthanolique des feuilles des différentes
variétés de Citrus a été mesurée pour différents types d inducteur d’ hémolyse. En fonction
du type d'inducteur, les extraits de feuilles de citrus ont démontré soit un effet anti-
hémolytique dans le cas ou I’hémolyse est induite hypotoniquement et un effet hémolytique
amplificateur s I’hémolyse est induite par le triton-X-100. Par contre, si |I"’hémolyse est

induite par H202, les extraits de citrus ne démontrent aucun effet.

Mots clés: Citrus, polyphenols, hémolyse, activité anti-hémolytique.

Abstract:

The aim of this study is to evauate in vitro the anti-haemolytic activity of the ethanolic
extracts from the leaves of different species of Citrus by the evaluation of different
haemolytic factors. The leaves of citrus induced an anti-haemolytic effect in the case of
haemolysis produced by hypotonic medium. However, they produced an amplificatory effect
when the haemolysis was produced by triton-x-100. In fact they haven’'t any effect when we
use the H202 to produce the haemolysis.

Key words: Citrus, polyphenols, hemolysis, anti-hemolytic activity.
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