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Introduction

Introduction

L’environnement marin est un écosystéme unique en raison de la diversité des
organismes qu’il abrite (Radmer et Parker, 1994), ces organismes marins representent plus
de 80% des regnes animal et végétal (Rahaelivao et al., 2015) et sont une source de produit
naturel, de structure unique ayant des activités pharmacologique et biologique (Kosanié et al.,
2014).

Parmi ces organismes marins, les algues sont une des sources les plus riches et

prometteuses en métabolites primaires et secondaires bioactifs (Rahaelivao et al., 2015).

Les populations du littoral de tous les pays maritimes du monde ont eu recours aux
algues a un moment ou a un autre de leur histoire, soit a des fins thérapeutique, alimentaire ou
encore comme fertilisant. En Asie, la consommation directe des algues se pratiquait depuis

I’aube de I’humanité alors qu’en occident cette consommation est plus récente et marginale

(EImtili et al., 2013).

Ces derniéres décennies, l'usage principal des algues a travers le monde s’est orienté
vers la source de production de phycocolloides (alginates, carraghénane et agar) et de
composés ayant des intéréts nutritionnels, en raison de la présence de nombreux constituants
tels que les fibres, protéines et minéraux. Ces macrophytes renferment également des
métabolites secondaires d’intéréts thérapeutiques importants pour le domaine de la
pharmacologie, aux propriétés antioxydante, antibactérienne, antidiabétique, antifongique,
anti-inflammatoire, antipaludique, anti-protozoaire, antituberculeuse et antivirale (Chouikhi,
2013). Récemment, Les industries nutraceutique et pharmaceutique ont porté un grand intérét
a I’extraction de composés anticoagulants naturels a partir d’algues marines (Chen et al.,
2015), parmi ces composés, les phlorotanins et les polysaccharides sulfatés (Kim et
Wijesekara, 2011).

L’héparine, un polysaccharide hautement sulfaté présent dans les tissus des
mammiferes, est utilise comme anticoagulant en laboratoire et en thérapeutique (Shanmugam
et al., 2001), mais celui-ci a quelques inconvénients liés a son extraction, sa purification ainsi
que ses effets secondaires a long terme; c’est pour cela que récemment des médicaments
alternatifs a 1’héparine sont fortement demandés (Athukorala et al., 2006). En Algérie, il

n’existe pas de données et d’études évaluant le potentiel anticoagulant des algues marines.



Introduction

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence, in vitro, les propriétés

anticoagulantes de quelques especes d’algues marines de la cte de Béjaia.
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I. Généralités sur les algues marines
1.1. Définition

Les algues regroupent un ensemble de végétaux photosynthétiques trés divers et tres
abondants, elles contiennent 3 groupes de pigments photoprotecteurs que sont les
chlorophylles, les caroténoides et les phycobilliproteines (Vimala et Poonghuzhali, 2014).
Leur appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle », elles ont des formes et des
dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et d’autres mesurent plusieurs
métres de long, mais elles ont toutes des caractéres communs (Ainane, 2011). Elles sont
essentiellement aquatiques dans les eaux douces ou marines (De Riviers, 2002), certaines

peuvent survivre a des températures extrémes (Ainane, 2011).

1.2. Classification

Les macroalgues sont des organismes multicellulaires, possédant une structure
complexe (Muhammad et al., 2017). Elles appartiennent a trois grands groupes, reconnus
depuis le milieu du XIXe siécle sur la base de la couleur du thalle : les Rhodophyta (algue
rouge), Chlorophyta (algues vertes) et les Phaeophyta (algues brunes) (Kalasariya et al.,
2016).

- Les algues rouges doivent leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un
pigment rouge, la phycoérythrine, est associé a plusieurs autres pigments dont la
chlorophylle (Carlucci et al., 2012).

- Les algues vertes doivent leur couleur a la présence de plastes colorés en vert par les
chlorophylles a et b, auxquels sont associés des carotenes et des xanthophylles (Lewis
et Mc Court, 2004).

- Les algues brunes dont la couleur résulte de la dominance des pigments xanthophylle,
la fucoxanthine (Wehr, 2003), qui masquent les autres pigments (chlorophylle a et c,

ainsi que le béta-caroténe) (Garon Lagardiere, 2004).

Suite a de nouvelles recherches, on sait que la différence entre ces trois groupes est bien plus
profonde que la différence de couleur suggérée par leur nomination (Guiry, 2012 ;
Manivanna et al., 2011). Le Tableau | représente le nombre d’espéces répertorié¢es par

groupe d’algues.
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Tableau I : Nombre d’espéces répertoriées par groupe d’algues (Gervasoni et Rather, 2012).

Nom Nombre d’espéces répertoriées dans le
monde
Chlorophycées (algues vertes) 1200
Rhodophycées (algues rouges) 6000
Pheophycées (algues brunes) 1800

1. Utilisations

I1.1. Utilisation agricole

Les algues sont utilisées depuis I’antiquité comme amendement de sol, soit
directement ou sous forme de compost pour améliorer la productivité des cultures dans les
régions cotieres (Craigie, 2010) et comme fertilisant, de bons résultats ont été obtenus suite a
leur utilisation. Il y a eu de nombreuses allégations concernant les extraits d’algues,
notamment une meilleure germination des graines, un développement plus profond des
racines, une augmentation de la résistance au froid ainsi que 1’absorption des nutriments, un
changement dans la composition des tissus des plantes, une augmentation de la résistance aux

maladies fongiques (Zodape, 2001).

11.2. Utilisation Alimentaire

L’utilisation des algues comme aliment remonte au 14°™ siécle au japon et au 16°™
siécle en chine. Aujourd’hui la chine, le japon ainsi que la république de Corée sont les plus
grands consommateurs d’algues en tant que nourriture. Cependant, comme beaucoup de
ressortissants ont émigré dans d’autres régions du monde, la demande en algues marines
alimentaires les a suivis (Kilinc et al., 2013). Divers algues marines rouges et brune sont
utilisées afin de produire trois hydrocolloides ; agar, alginate et carraghénanes. Ce sont des
substances non cristallines avec des molécules tres larges et qui se dissolvent dans 1’eau afin
de donner une solution épaissie et permettent de stabiliser quelques produits comme la créme
glacée (Abowei et Ezekiel, 2013). Certaines espéces d’algues peuvent étre consommees
comme des légumes (Mesnildrey al., 2013), elles montrent une richesse extraordinaire en

élément minéraux qui peuvent représenté jusqu'a 36% de leur masse séche tel que le sodium,

4
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calcium, magneésium, potassium, iode, fer et zinc (Kandale et al., 2010).
11.3. Utilisations médicale et pharmaceutique

Les algues fournissent de nombreuses molécules ayant un grand  potentiel,
malheureusement leurs applications restent encore faibles. A ce jour, ce sont essentiellement
les polysaccharides (alginate, carraghénanes et agar) qui sont utilisés dans le domaine de la
santé (Faller, 2011).

L’alginate est utilis¢ en pharmacie comme agent désintégrant et dispersant (Faller,
2011; Garneau et Collins, 1995). Il est aussi utilisé dans la fabrication de compresse et
comme principe actif de médicament tel que Gaviscon (Vincent, 2010). Les agars sont
utilisés en bactériologie (Kendale et al., 2011), Il joue le réle d’agent gélifiant intervenant

dans I’¢laboration des milieux de culture (Faller, 2011).

L'industrie pharmaceutique fait entrer les carraghénanes dans la composition d'un
certain nombre de produits : sirops, lotions, pommades, laxatifs, agents délitant des
comprimés. lls sont surtout utilises dans la thérapeutique des ulceres, en agissant comme

antiacide et protecteur des parois stomacale et intestinale (Garneau et Collins, 1995).

I11. Composés actifs des algues marines
I11.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment une grande famille de composés chimique trés
divers depuis les simples acides phénoliques jusqu’aux grands polymeéres complexes (les
tannins et la lignine) (Hopkins, 2006). L’¢élément structural fondamental qui les caractérisent
est la présence d’un noyau benzenique auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton,

1999). La structure du noyau phénol est représentée dans la figure 1.
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OH

Figure 1 : Structure du noyau phénol (Creis, 2016).
111.1.1. Polyphénols halogénés

Les composés halogenés dérivés d'algues marines sont les bromophénols (BP) (Figure
2), ces derniers partagent un ou plusieurs cycles benzéniques, un degré variable de brome et
de substituant hydroxyle. Certaines especes d'algues rouges, mais pas toutes, ont un contenu

relativement plus élevé en BP par rapport aux algues brunes et vertes (Liu et al., 2011).

Br

Br
OR

HO Br

OH

Figure 2 : Structure de base du Bromophénol (Liu et al., 2011).
111.1.2. Phlorotannins

Les phlorotannins sont retrouvés exclusivement chez les algues brunes (Suspita,
2017), lls sont formés par la polymérisation de phloruglucinol (Chojnacka et al., 2012). Les
phlorotannins sont subdivisés en six groupes en fonction de leur structure et du type de
liaison entre les unités de phloroglucinol : fucols, phlorethols, fucophlorethols, fuhalols,
isofuhalols et eckols (Martinez et Castaneda, 2013 ; Creis, 2016). Ils ont une large gamme

de poids moléculaire allant de 126Da & 650kDa (Taget et Arnold, 1998).

La figure 3 représente la structure du phloroglucinol et de quelques phlorotannins.
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Figure 3 : Structure du phloroglucinol (i) et quelques phlorotannins [tetrafucol A (ii), tetraphlorethol
B (iii), fucodiphlorethol A (iv), tetrafuhalol A (v), tetraisofuhalol (vi), phlorofucofuroeckol (vii)]
(Koivikko, 2008).

111.1.3. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments hydrosolubles jouant de nombreux réles dans les
processus vitaux des plantes : défense contre les prédateurs, attraction des pollinisateurs,
pigmentation des organes, croissance, protection contre les ultra-violets. Plus de 5000 types
de flavonoides ont été identifiés chez les plantes. Ces composés possedent tous un squelette
de base de quinze atomes de carbone constitué de deux cycles benzéniques reliés entre eux
par une chaine aliphatique de trois carbones (noyau diphénylpropane : C6-C3-C6). Les
flavonoides sont divisés en plusieurs classes : flavones, flavanols, flavonols, isoflavones,
flavanones et anthocyanes (Tabart, 2011). La littérature sur le contenu en flavonoide des
algues marines est rare (Sarojini et al., 2012). Le squelette de base des flavonoides est
représenté dans la figure 4.
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Figure 4 : Squelette de base des flavonoides (Tabart, 2011).
I11.2. Polysaccharides sulfatés

Les polysaccharides sulfatés sont des macromolécules complexes et hétérogénes
trouvées a des concentrations élevees dans les algues marines (Rodrigues et al., 2011). C’est
le groupe qui a été identifié comme le plus important économiquement parmi les autres
composants trouvé dans les algues, ils ont été excessivement utilisés en industrie a des fin
alimentaires et médicinales (Se-Kwon, 2011). Ces polysaccharides non digestibles ont la
particularité d’étre présent uniguement dans les algues, on ne les trouve pas dans les plantes
terrestres. Ce groupe de polymere comprend les alginates, les carraghénanes, les agars, pour
les plus utilisés et d’autre comme les xylanes, les fucanes, les laminaranes et les ulvanes.
Situés dans la paroi cellulaire ou bien dans le cytoplasme des cellules, ils ont un réle de
structure (constituant de la paroi) ou de stockage (Person, 2010). Les polysaccharides sont
devenus une source importante de composés naturels bioactifs responsables de plusieurs effets
physiologiques possibles. lls exhibent des activités immunomodulatrice, antitumorale,
antithrombique, anticoagulante, antimutagéne, anti-inflammatoire, antimicrobienne et
antivirales. En régle générale, I’activité biologique des polysaccharides sulfatés est liée a leur

composition et surtout a la sulfatation de leurs molécules (Chouikhi, 2013).

Les fucanes sulfatés des algues brunes appelés aussi fucoidanes ou fucanes sont une
classe de polysaccharides qui a été extrait la premiére fois en 1913 ; pour de nombreuses
années les fucans étaient seulement considérés comme source de L-fucose, bien que leur

activité anticoagulante fit connue (Berteau et Mulloy, 2003).
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Figure 5: Structure de fucoidanes extrait de Laminarales (Aet B), et des fucales (C) (Ale et

Meyer, 2013), structure des alginates (D) (Mouecoucou, 1992).

Les galactanes sulfatés peuvent constituer plus de 70% de la matiere séche de
quelques algues rouges, a l'exception de certains d'entre eux, ils sont composés de chaine
linéaire de résidus B-D-galactopyranose liés par les positions 1 et 3 (unités A) et a-D / L-
galactopyranose liés par les positions 1 et 4 (unités B) disposés dans une séquence alternée
(AB)n. lls peuvent étre ramifiés par d'autres sucres (Xyl, Glc, Ara, Man) et porter des groupes

éthers méthyliques (Delattre et al., 2011).

L = (D-galactose) B(1-4) (D-galactose) a(l....],

Figure 6 : Representation globale d’un galactane sulfaté (A) (Delattre et al., 2011) et
structures des carraghénanes (B) (Garon Lagardiere, 2004).
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Les ulvanes sont des polysaccharides structuraux hautement sulfatés présents dans la
paroi cellulaire des algues vertes (Ulva et Enteromorpha) (Kim et al., 2011) et constitués de
différents résidus de sucre, principalement de l'acide glucuronique, du rhamnose, de
I'arabinose et du galactose (Misurkova et al., 2012). lls représentent environ 8-29% du poids

sec des algues vertes (Rioux et Turgeon, 2015).
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Figure 7 : Structure des ulvanes (Marfaing et al., 2010).

V. Applications thérapeutiques des algues marines

Depuis quelques années, 1’importance des algues marines en tant que reserve de
substances bioactives a augmenté tres rapidement, en raison de leurs capacité a produire des
métabolites qui exhibent différentes activités biologiques comme antibactérienne,
anticancéreux, antidiabétique, anti-hypertensive (Silva et al., 2013), anti-inflammatoire
(Salvador et al., 2009), antivirale (Chbani et al., 2011), antioxydante ( Se-Kwon et Isuru,
2010) et anticoagulante (Chen et al., 2015).

IV.1. Activité anticoagulante des algues marines

Les propriétes anticoagulantes des algues marines ont été découvertes il y a plus de 50
ans, la plupart des composés actifs sont des variétés de polysaccharides sulfatés. Le premier
rapport sur I’effet anticoagulant des polysaccharides issus d’algues a été publié en 1936,
quand Chargaff et ses collegues ont réussi a extraire les esters des acides sulfuriques et
galactane d’lridae laminarioidespo. Des analyses conseéquentes révelent que les
carraghénanes et agar avaient des propriétés anticoagulantes similaires (Muhammad et al.,
2017). Les polysaccharides sulfatés des trois grands groupes d’algues marines ont des
propriétés anticoagulantes, certains composés actifs ont été caractérisés chimiquement,

comme le galactane sulfaté et le fucoidan sulfaté des algues rouges et brunes ainsi que
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différents sucres sulfatés comme |’arabinane et rhamnane extraits d’algues vertes. Leurs
activités sont liées a leurs poids moléculaire, aux types de sucres et aux contenus sulfatés
(Shanmugam et Mody, 2000).

Il semble que le mode d’action des polysaccharides sulfatés comme anticoagulant peut
étre attribué a 1’inhibition direct de la thrombine (Jurd et al., 1995 ;Prajapati et al., 2014)
ou a l'augmentation de l'activité de l'inhibiteur de la thrombine, comme AT-IIl et/ou
1I’héparine cofacteur Il (HC-11) (McLellan et Jurd, 1992 ; Peirera et al., 1999).

Le tableau Il résume les différents polysaccharides algaux avec une activité anticoagulante.

Tableau Il : Exemples de polysaccharides algaux avec une activité anticoagulante.

Espéces Sucre majoritaire Polysaccharide Références
Grateloupia indica Galactose PSs
Gigartina skottsberkii Galactose PSs
Nothogenia fastigiata Mannose PSs
Lomentaria catenata Galactose Galactane Muhammad et al.,
Schizymenia binderi Galactose Galactane 2017
Porphyra haitanensis Galactose PSs
Grateloupia filicina / PSs Chen et al., 2015
Codium fragile / PS Athukorala et al., 2006
Dictyota cervicornis / PS Costaetal., 2010
Codium vermilara Arabinose PSs Patel, 2012

PSs : Polysaccharides sulfatés. /: Non identifié.
V. Hémostase

L’hémostase concerne I’ensemble des phénomeénes qui contribuent a I’arrét du
saignement (lutte contre I’hémorragie) et ceux qui maintiennent le sang a I’état fluide dans les
vaisseaux (lutte contre la thrombose). Elle résulte de trois processus complémentaires :
L'hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse (Harif, 2007).

V.1. Hémostase primaire

L’hémostase primaire est I’ensemble des phénomenes qui contribuent a I’arrét du
saignement par formation d’un caillot ou clou plaquettaire. Elle fait intervenir la paroi

vasculaire, les plaquettes et deux facteurs plasmatiques, le facteur de Von Willebrand (VWF)
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et le fibrinogene (Harif, 2007). Le clou plaquettaire (thrombus blanc) ainsi constitué est

instable et doit étre consolidé par 1’activation de la coagulation (Nonne, 2007).

V.2. Coagulation

La coagulation est le processus qui aboutit & la formation de fibrine nécessaire a la
consolidation du clou plaquettaire. 1l s'agit d'une séquence de réactions enzymatiques
permettant l'activation de facteurs plasmatiques inactifs en protéases actives (Plaziat-
Decourcel, 2009). Elle est divisée en deux voies, la voie extrinséque et la voie intrinseque,
suivie d’une voie commune apres l'activation du Facteur X (FX) (De Caterina et al., 2012 ;
Pierce et al., 1999). Elle nécessite I’intervention de nombreux facteurs plasmatiques, nommés
de 1 a XIlIl. Ces facteurs sont présents sous forme de précurseurs inactifs dans le sang.
Lorsqu’ils sont activés par protéolyse, on leur adjoint la lettre « a ». Les facteurs sont

synthétisés par le foie (Penche, 2015).

- Voie extrinseque ou voie tissulaire

Elle utilise les facteurs tissulaires libérés lors de la Iésion vasculaire. En présence de
calcium et du facteur tissulaire lié aux phospholipides des membranes cellulaires, le facteur
VII s’active en devenant la convertine (VIla). Le VlIa li¢ au facteur tissulaire permet d’activer
le facteur X lorsque le facteur tissulaire est en excés. Mais, en présence de peu de facteur

tissulaire, le facteur VIla pourra activer le facteur 1X (Pench, 2015).
- Voie intrinseque ou voie cellulaire

Elle est ainsi dénommée car toutes les protéines nécessaires a cette voie se trouvent
dans le plasma (Harif, 2007). Cette voie nécessite 1’intervention du systéme contact. Il
comprend quatre facteurs (XII, XI, prékallikréine et kininogene de haut poids moléculaire).
L’activation du systéme contact peut étre déclenchée par le contact du facteur XII avec une
surface chargée négativement mouillable ou certains composés biochimiques. Le facteur IX
activé en présence du facteur VIII activé permet 1’activation du facteur X. La distinction de
ces deux voies reste utile pour le diagnostic des pathologies de la coagulation et de leur
exploration. Toutefois les travaux recents ont montré que la voie tissulaire est prépondérante
in vivo. La voie intrinséque venant renforcer ou suppléer cette voie dans certains cas (Pench,
2015).
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- Voie commune

Cette voie correspond aux réactions enzymatiques conduisant a la formation de fibrine
a partir du fibrinogene. Dans un premier temps il y a une activation de la prothrombine en
thrombine par le complexe formé par le facteur Xa, le facteur Va, le Calcium et les
phospholipides plaquettaires. La thrombine convertira le fibrinogéne en monoméres de
fibrines qui vont former le caillot de fibrine par des liaisons électrostatiques. Ce caillot reste
soluble. Le facteur XIII activé par la thrombine va agir sur le caillot pour le rendre insoluble
par la transformation des liaisons entre les monomeéres de fibrine en liaisons covalentes
(Harif, 2007). Le tableau Il cite les différents facteurs de coagulation et leurs fonctions, la

figure 8 est un schéma représentatif de la cascade de coagulation.

Tableau I11 : Facteurs de coagulation (Palta et al., 2014).
Numéro des facteursde Nom  des facteurs de Fonction
coagulation coagulation
| Fibrinogéne Formation du caillot
1 Prothrombine Activation de IV, VII, VIII, XlI,
X111 et palquettes
i TF Cofacteur du Vlla
v Calcium Facilite la liaison des facteurs aux
phospholipides
\Y Pro-accélérine Co facteur de la X-prothrombinase
complexe
Vil Proconvertine Activation des facteurs IX et X
Vi Facteur antihemophilique A Cofacteur du complexe IX-tenase
IX Facteur antihemophilique B Activation de X
X Facteur stuart Prothrombinase complexe avec le
facteur V qui active le facteur Il
XI Facteur Rosenthal Active le facteur 1X
Xl Facteur Hageman Activation des facteurs Xl et VII
X1 Facteur de stabilisation de la  Liaison des fibrines
fibrine
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/ Voie extrinseque \

r Voie intrinséque \ Lésion cellulaire
Contact avec une surface l
étrangére ou collagéne . ;

Facteurs tissulaires
l (FT) (11
Xl — . Xlla + VII

\§ _ l

14 Complexe FT-Vlla
Xl =—_—> Xla \ /

IX =—Xa

VI > [VIlla

PF Ca?*

X l —»> | Xa

PF Caz" | Complexe prothrombinase

l

Prothrombine (I1) =——%{ Thrombine

V = |Va

Fibrinogéne (I) === Fibrine

Thrombus fibrino-plaquettaire ou

Clou
caillot

plaquettaire

Figure 8 : Cascade de coagulation (Gibout, 2014).
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V.3. Fibrinolyse

La fibrinolyse assure la dégradation enzymatique de la masse fibrino-plaquettaire a
I’issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 a 72 heures. Elle fait intervenir le
plasminogene, synthétise par le foie, et circulant sous forme inactive dans le plasma. Il sera
activé par I’intermédiaire d’activateurs par clivage d’une liaison entre acides aminés pour

devenir la plasmine. C’est une enzyme protéolytique trés puissante capable de detruire :

- le caillot de fibrine en D-Diméres.

- le fibrinogéne dont les produits de dégradations associés a ceux de la fibrine sont
appelés PDF.

- des facteurs de la coagulation tels que les facteurs V, VIII, et X.

Ce phénomeéne doit rester localisé et la circulation de plasmine doit étre régulée pour

maintenir un équilibre physiologique. (Pench, 2015 ; Nonne, 2007).
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I. Matériel végétal

I.1. Echantillonnage

Durant le mois de Juillet 2013, cinq especes d’algues marines ont été récoltées sur la
plage Boulimate située a environ 20 Km a ’ouest du centre ville de Béjaia (36° 49°2,09 N, 4°
59’ 22,19”” E) (figure 9). Les échantillons sont transportés au laboratoire dans des sacs en

polyéthylene.

A 3 Plage Boulimat | . .
" 2 -/ . A . . ',‘ .n .3 H .
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Figure 9: Cartographie de la station de récolte des algues marines étudiées (INCT, 2000).

Les algues marines récoltées sont identifiées au niveau du laboratoire de cryptogamie
a l’'universit¢ Abderrahmane Mira de Bejaia (UAMB). Les photographies des especes
d’algues marines récoltées sont présentées dans la figure 10 avec une description de ces

especes dans le tableau 4.

I.2 Traitement des échantillons

Les échantillons sont nettoyés par lavage avec de 1’eau douce afin d’¢liminer les
épiphytes, les nématodes et toutes autres matiéres suspendues, et les crampons sont enlevés.
Un dernier lavage avec de 1’eau distillée est effectué. Apres séchage a 1’étuve a 40°C, les
algues sont coupées en petits morceaux, broyées en fine poudre par un broyeur. Les poudres

sont mises dans des flacons opaques et conservées a 4°C.
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Tableau I'V: Caractéristiques botaniques des espéces d’algues marines récoltées.

Description

Classification

(Cabioc’h et al., 1992)

Algue rouge de grande

taille (30 cm de haut),

avec un Thalle cylindrique de quelques
dixiemes de millimetres de diametre,
abondamment ramifiés.

Regne: Plantae
Division: Rhodophyta
Classe: Rhodophyceae
Ordre: Ceramiale
Famille: Rhodomelacées
Genre: Rhodomela

Algue brune de petite taille avec un thalle
cylindrique en tout ou partie et des
ramifications disposées dans tous les plans,
axes principaux non aplatie, rameaux un
peu épineux

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Fucales
Famille: Cystoseiracées
Genre: Cystosera

Algue brune avec des thalles filamenteux.
I’apparition de rameaux latéraux.

Reégne: Plantae

Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: sphacelariales
Famille: Stypocaulonacées
Genre: Halopteris

Algue brune avec un
thalle en lame ou ruban mince et souvent
membraneux.

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Dictyotale
Famille: Dictyotacées
Genre: Padina

Algue brune pouvant atteindre plusieurs
métres de longueur, avec un thalle
cylindrique en tout ou partie présence des
flotteurs latéraux portes par un court
pédoncule.

Regne: Plantae
Division: Phaeophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordre: Fucales
Famille: sargassacees
Genre: sargassum
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Padina pavonica Sargassum vulgare

Figure 10: Photographies des especes d’algues marines récoltées.

1.3. Extraction des composés phenoliques

Les composés phénoliques sont extraits par macération de 5g de poudre dans 50ml
d’acétone 70% sous agitation. Apres 24 heures, la solution est centrifugée (centrifugeuse
SIGMA) a 4000g pendant 5 minutes, le surnageant contenant les polyphénols est récupéré
puis filtré avec du papier filtre standard. Aprés évaporation dans 1’étuve a 40°C, une
reconstitution des extraits est réalisée avec de 1’eau physiologique a une concentration de 25
mg/ml. Les fractions sont conservées dans des flacons fumés a 4°C (Cho et al., 2007)

I.4. Extraction des polysaccharides

Les polysaccharides sont extraits a partir des algues marines broyées et tamisées en
utilisant le protocole de Rioux et al., (2007), réesumé dans la figure 11.
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Algues Broyees et tamisées
[ Ethanol 85% ]7

[[ Extrait éthanolique

N

‘ Fraction résiduelle \

[ CaCl, 2% a 70°C

E Fraction A B Fraction résiduelle
[ HCI 0.01M a 70°C ]‘

" Fraction B \l Fraction résiduelle
[ Na,Cos 3% a 70°C ]7
|

|
-" ‘ Acétone \l‘—l‘ Fraction C \l" Fraction résiduelle \'
Eau physiologique

Figure 11 : Extraction des polysaccharides (Rioux et al., 2007).
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I.5. Taux d’extraction des composés phénoliques

Le taux d’extraction des extraits éthanolique et acétonique des algues marines est

déterminé par la formule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P1-P,)] / E X100

Po : Poids du bécher vide.
P; : Poids du bécher et I’extrait apres évaporation du solvant.

E : Poids de la poudre.

1.6. Dosages des composés phénoliques et polysaccharides

1.6.1. Dosage des composés phénoliques

o Principe
Le principe de cette méthode repose sur 1’interaction des composés phénoliques avec
le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,04) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO1,040). 1l est réduit,
lors de I’oxydation des phénols qui entrainent la formation d’un complexe de couleur bleue,
présentant un maximum d’absorption aux environs de 720-750nm, dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité des composés phénoliques (Ribéreau-Gayon, 1968).

o Mode opératoire

La teneur des fractions en composeés phénoliques est estimée selon la méthode de
Skerget et al., (2005). 2,5ml d’une solution de Folin-Ciocalteu a 10% sont ajoutés a 0,5ml
d’extrait dilué. Apres 8mn, 2ml d’une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) a 7,5% sont
ajoutés. Ce mélange est incubé 5mn a 50°C. Des mesures d'absorbance sont enregistrées a

750nm en utilisant un spectrophotomeétre.
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Les teneurs des fractions en composés phénoliques sont déterminées en se reférant a
une courbe d’étalonnage obtenue avec la catéchine. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de poudre seche (mg Eq. Cat/g de Ps).
1.6.2. Dosage des polysaccharides

o Principe
Le dosage des sucres a été effectué par la méthode colorimétrique a 1’anthrone, ce
dernier réagit avec tous les oses, diosides et polysaccharides. L’anthrone est dissout en milieu
sulfurique concentré, il apparait de couleur jaune claire et donne avec les solutions
glucidiques une coloration allant du vert au bleu vert, selon la concentration en glucide
(Bachelier et Gavinelli, 1996).

o Mode opératoire

Les teneurs en sucres des fractions éthanoliques, acétoniques ainsi que les fractions A,
B et C sont estimées selon la méthode de Kubrak et al., (2012). 50ul des fractions sont
complétés jusqu'a un volume de 0,5ml avec de I’eau puis mélangées avec 1ml d’anthrone a
0,2% dissout dans de I’acide sulfurique pur. Les tubes sont incubés au bain marie (100°C)
durant 10mn. Apres refroidissement des mesures d'absorbance sont enregistrées a 620nm en

utilisant un spectrophotometre.

Les teneurs des fractions en sucres sont déterminées en se référant a une courbe
d’étalonnage obtenue avec le glucose. Les résultats sont exprimés en milligramme equivalent

de glucose par gramme de poudre séche (mg Eq. Glu/g de Ps).

I.7. Tests de coagulation

Il existe trois tests classiques de la coagulation qui sont le Temps de Cephanline Kaolin
(TCK), Taux de Prothrombine (TP) et le Temps de Thrombine (TT) (Rousseau, 2013). Ils
mesurent le temps écoulé depuis I’activation de la cascade de coagulation a des points
différents jusqu'a la génération de la fibrine (Raber, 1990). Seuls deux tests de coagulation

TCA et TP sont réalisés dans ce travail.
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1.7.1. Temps de Cephaline Kaolin (TCK)
o Principe

Le TCA mesure le temps nécessaire pour génerer la fibrine a partir de l'initiation de la
voie intrinséque. L'activation du facteur XII est accomplie avec un agent externe (par exemple
le kaolin) capable d'activer le facteur XII sans activer le facteur VII. Puisque les facteurs
plaquettaires sont nécessaires pour que la cascade fonctionne normalement, le test est effectué
en présence d'une émulsion de phospholipides qui prend la place de ces facteurs (Raber,
1990). Le TCA est exprimé en secondes, il est interprété par rapport a un temps de plasma
témoin normal. Sa valeur normale ne doit pas dépasser plus de 6 a 8 secondes celle du témaoin.
(Hafian et al., 2010).

o Mode opératoire
Les essais sont effectués selon la méthode de Mourao et al., (1996).

90uL d’échantillon de plasma humain normal auquel on ajoute 10uL des différentes fractions
d’algues a des concentrations allant de 100ug/ml a 10mg/ml aprées incubation a 37°C pendant
1mn, 100uL du réactif Cephaline kaolin préchauffé sont ajoutés puis incubés a 37°C pendant
2 mn.100puL de calcium chloride a 0,25mol/l sont ajoutés et le temps de formation du caillot
est enregistré grace a un coagulométre DIAGNOSTICA STAGO.

Des tests de coagulation sont aussi effectués sur I’héparine et la catéchine comme témoins

positifs a des concentrations allant de 10 a 200ug/ml.
1.7.2. Taux de prothrombine (TP)

o Principe

Le temps de prothrombine est le temps nécessaire a la génération de fibrine apres
activation du facteur VII, il mesure I’intégrité de la voie extrinséque et de la voie commune
(facteur VII, V, X, prothrombine et fibrinogéne). Un plasma citraté mélangé a un activateur
(thromboplastine) est incubé a 37°C, le temps de formation du caillot est enregistré. Sa valeur
normale est habituellement entre 11 et 15 secondes, ceci dépend du réactif utilisé (Raber,
1990).

22



Matériel et méthodes

o Mode opératoire

Les essais sont effectués selon la méthode de Qi et al., (2012). Les temps de
prothrombine sont mesurés comme suit: 90uL de plasma humain citraté normal sont
mélangés avec 10uL des différentes fractions a des concentrations allant de 100ug/ml a
10mg/ml puis incubés a 37°C pendant une minute, 200uL d’un activateur pré-incuber a 37°C
pendant 10mn sont ajoutés et le temps de coagulation est enregistré grace a un coagulométre
DIAGNOSTICA STAGO.
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1. Résultats et discussion

I1.1. Dosage des composés phénoliques des extraits éthanolique et
acétonique

Les teneurs en composés phénoliques des extraits éthanoligue et acétonique, des cing
espéces d’algues marines étudiées, exprimés en milligramme équivalent de catéchine par

gramme d’extrait (mg Eq Cat/g de Ps), sont représentés dans la Figure 12.
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Figure 12 : Teneur en composes phénoliques des extraits éthanolique et acétonique.

Les teneurs en composés phénoliques des extraits éthanoliques sont plus élevées que

celles des extraits acétoniques sauf pour I’espeéce Sargassum vulgare.

Les valeurs les plus elevées sont obtenues par les extraits éthanoliques des trois algues
brunes Cystoseira humilis (8,55 mg Eq Cat/g de Ps), Halopteris scoparia (7,84 mg Eq Cat/g
de Ps) et Padina pavanica (6,41 mg Eq Cat/g de Ps), suivi par Rhodomella confervoides avec
une teneur de (4,16 mg Eq Cat/g de Ps). La teneur la plus basse est obtenue avec 1’extrait
éthanolique de Sargassum vulgare (2,19 mg Eq Cat/g de Ps).

En ce qui concerne les extraits acétoniques, les valeurs les plus élevées sont obtenues
par Padina pavanica avec 5,63 mg Eq Cat/g de Ps, suivi par Rhodomella confervoides (3,35
mg Eq Cat/g de Ps) et Sargassum vulgare (3,04+0.071 Eq Cat/g de Ps). Cystoseira humilis et

Halopteris scoparia enregistrent les teneurs les plus faibles de 2.34 mg Eq Cat/g de Ps et 1,66
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mg Eq Cat/g de Ps, respectivement, alors qu’elles ont exprimé les valeurs les plus élevées

avec |’extrait éthanolique.

Bougeau et al. (2016), ont réalisé une comparaison de la teneur en composés
phénoliques des algues brunes, extrait avec différents solvants et ont déduit que 1’extraction
par I’éthanol 70% donnait une meilleure teneur en composés phénoliques que I’extraction par
I’acétone 70%, ce qui concorde avec les résultats obtenus avec nos espéces, Padina pavanica,
Halopteris scoparia et Cystoseira humilis. Diyana et al., (2015), en utilisant les mémes
solvants pour I’extraction des composés phénoliques de 1’algue rouge Kappaphycus alvarezii,
ont obtenu des teneurs plus élevées dans 1’extrait éthanolique que dans I’extrait acétonique, ce

qui est en accord avec les résultats obtenus avec I’algue rouge Rhodomella confervoides.

Des teneurs en composés phénoliques proches de celles obtenues avec 1’algue brune
Sargassum vulgare ont été enregistrées par Farvin et Jacobsen, (2013) pour I’extrait
éthanolique de Sargassum muticum avec une teneur de 1,149 mg/g Ps. Vizetto-Duarte et al.,
(2016) ont enregistré des résultats inferieurs aux notre avec 1’extrait méthanolique de
Cystoseira humilis (de 4.78 mgEQ.AG/g). Tenerio-Rodriguez et al., (2017) ont obtenu des
teneurs inferieures a nos résultats pour 1’algue brune Padina concrecens (0,2 mgEqg.AG/qg) et
les algues rouges Acontophora spicifera, Aphiroa volonioides, geldium robustum,
Neorhodomella larix et Rodhymenia californica, leurs résultats varient entre 0,02 et 0,078
mgEq.AG/g. Ramdani et al., (2017) ont trouvé des teneurs en composes phénoliques tres
élevées de [I’extrait éthanolique de 1’algue rouge Gracilaria bursa-pastoris (79,43
mMQgEQ.AG/g). Cette variation des teneurs en composés phénoliques s’expliquerait par la
différence des especes, des sédiments et de I'eau environnante (Sarojini et al., 2016) mais
aussi par la variation des saisons qui influe sur la composition chimique des algues (Fellah et
al., 2017).

Selon Tomsone et al., (2012), I’extraction des polyphénols est influencée par la
solubilité des composés phénoliques dans le solvant d’extraction utilisé, ce qui expliquerait
les résultats obtenus avec 1’acétone et 1’éthanol. Les solvants les plus communément utilisés
pour I’extraction des phlorotannins des algues brunes sont les mélanges aqueux de 1’éthanol et
de I’acétone (Freil-Pelegrine et Robledo, 2013), I’acétone 70% est considéré comme étant le
mélange de solvant le plus efficace pour extraire les phlorotannins (Koivikko et al., 2005;
Murti et Agrawal, 2010 ; Werner, 2013).
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11.2. Dosage des sucres totaux

Les teneurs en sucres totaux des extraits éthanolique, acétonique et des fractions A, B
et C des cing especes d’algues marines étudiées, exprimés en milligramme équivalent de
glucose par gramme de poudre seches (mg Eq. Glu/g de Ps), sont representées dans la Figure
13.
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Figure 13 : Teneurs en sucres totaux.

Les teneurs les plus élevées en sucres totaux des différents extraits de Padina
pavanica, ont été obtenu par 1’extrait acétonique (140,2+ 0,85mg Eq. Glu/g de Ps), cette
teneur baisse pour I’extrait éthanolique, la fraction A et B avec (63,64+2,32mg Eq. Glu/g de
Ps), (30,94+0,03mg Eqg. Glu/g de Ps), 12,19+£0.01 (mg Eqg. Glu/g de Ps), respectivement, on
observe une augmentation des teneurs en sucre dans la fraction C avec (41,04+0,0mg Eg.
Glu/g de Ps). L’extrait acétonique de Halopteris scoparia a enregistre les teneurs les plus
élevées avec (56,65+2,76mg Eq. Glu/g de Ps). Des teneurs plus faible pour les extraits
éthanolique, et les fractions A et B avec (35,46+ 3,48mg Eq. Glu/g de Ps), (21,67+0,26 mg
Eq. Glu/g de Ps), (8,59+0,13mg Eg. Glu/g de Ps), respectivement. La teneur en sucre augment
pour la fraction C a 60,8+3,39mg Eq. Glu/g de Ps. Les teneurs en sucres de Cystoseira

humilis sont équivalente dans les extraits acétonique et éthanolique avec (50.06+0.09mg Eq.
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Glu/g de Ps) et (51,96+0,28 mg Eq. Glu/g de Ps) ces teneurs baissent dans les fractions A et B
(14,75£0,11mg Eq. Glu/g de Ps) et (8,9£0,23mg Eq. Glu/g de Ps).le taux augmente toujours
pour cet especes dans la fraction C avec 13,8+1,87 (mg Eqg. Glu/g de Ps).

Sargassum vulgare a obtenu une teneur élevé dans les extraits Acétonique et
éthanolique avec 44,32+1,13 et 44,64+1,8mg Eq. Glu/g de Ps, respectivement. Les teneurs en
sucre dans les fractions A et B sont faibles (20£0,4 et 5,68+0,2mg Eqg. Glu/g de Ps). La
fraction C enregistre une teneur plus élevée (36,48+5,54mg Eq. Glu/g de Ps).

L’algue rouge Rhodomella confervoides a enregistré les teneurs les plus élevées en
sucre totaux, par rapport aux algues brunes étudiées. L’extrait acétonique montre la teneur la
plus élevée (157,2+4,14mg Eq. Glu/g de Ps), la plus faible teneur est obtenue par la fraction B
(49,98 + 0,2mg Eq. Glu/g de Ps)

Liu et al., (2016) ont obtenu des teneurs élevées en sucres totaux pour 1’algue brune
Sargassum pallidum 84,10% de PS tandis que Imjongjairak et al., (2015) ont obtenu un
taux en sucre totaux de 85,99% de PS pour 1’algue rouge Gracilaria fisheri. Mihoub et al.,
(2016), ont enregistré des teneurs en sucres des algues brunes Padina pavanica et Sargassum
vulgare de 27,7£1,68% de PS et 27,46+2,38% de PS, respectivement, ces teneurs sont
supérieurs a nos résultats. Les teneurs en sucre varient selon les especes, leur état

physiologique, la période de I’année et 1’age (Abdelillah, 2013).

Selon le protocole d’extraction de Rioux et al., (2007), les différentes fractions des
algues brunes (A, B et C) contiendraient majoritairement des laminaranes et fucoidanes
(FA), des fucoidane (FB) et des alginates (FC). Ce protocole a été appliqué sur des especes
d’algue brune. Parmi les algues étudiées, Rhodmomella confervoides est une algue rouge qui
produit divers galactanes sulfatés connus comme [’agar et les carraghénanes qui sont des
composés polysaccharidiques majoritaires (Imjonkgjairak et al., 2015 ; Williams et al.,
2003 ; Skrovankova et al., 2012).

Sebaaly et al. (2012), ont extrait et purifié les carraghénanes, le résultat de 1’extraction
était une solution visqueuse. Nous avons aussi observé dans notre cas une solution visqueuse
pour les extraits de Rhodomella confervoides. Nous pouvons supposer que les fractions A B et

C de cette algue contiendrait des galactanes sulfatés.
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11.3.Tests de coagulation de I’héparine et de la catéchine

Les résultats des tests TP et TCK de 1’héparine et de la catéchine sont représentés dans
les figures 14 et 15, respectivement.
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Figure 14 : Taux de prothrombine de I’héparine et de la catéchine.
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Figure 15: Temps de cephaline kaoline de I’héparine et de la catéchine.

Le temps de coagulation du test TP de I’héparine augmente au fur et a mesure que la
concentration de celui-ci augmente avec un minimum de12,83+0,06s pour une concentration

de 0.01mg/ml et un maximum de 14,1+0,17s pour une concentration de 0,2mg/ml. En ce qui
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concerne les résultats du TP obtenus pour la catéchine, on remarque une légére augmentation

du temps de coagulation a 13,13+0.42s a la concentration de 0,2mg/ml.

Les résultats du temps de coagulation obtenus par le test de coagulation TCK de
I’héparine augmentent trés rapidement en fonction de 1’augmentation de la concentration, il
atteint un temps de coagulation maximal de 180,13+45,07s a une concentration de 0,2mg/ml.

On n’observe aucune augmentation du temps de coagulation pour la catéchine.

Qi et al. (2012) ont obtenu un TCK de 200s pour 1’héparine a une concentration de
0,05mg/ml et un TP de 120s. Nous avons obtenu un temps de coagulation inferieur a ces
résultats, ceci dépend du type d’héparine utilisée. Dans notre étude, une solution injectable de
LOVENOX ; énoxaparine sodique (2000U1/0,2ml) a été utilisée.

Les études de Son et al. (2004) et Kong et al. (1999) ont montré que la catéchine était
un antiplaquettaire et non un anticoagulant et n’a donc aucun effet sur les tests de coagulation

TP et TCK, ce qui concorde avec nos résultats.

11.4. Tests de coagulation des extraits acétoniques

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK des extraits Acétoniques des cing
especes étudiées sont représentés dans les figures 16 et 17, respectivement.
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Figure 16 : Taux de prothrombine des extraits acétoniques.
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Figure 17 : Temps de cephaline kaolin des extraits acétoniques.

Selon le réactif utilisé, I’intervalle normal de référence pour le test de coagulation TP
est en géneral situe entre 11 a 15 secondes. Pour le test de coagulation TCK, le résultat ne doit
pas dépasser 6 a 8 secondes le temps du témoin.

Les résultats obtenus avec les extraits acétoniques des cing especes étudiées sont dans
I’intervalle normal. L’augmentation de la concentration des extraits n’a aucun effet sur le
temps de coagulation. La non prolongation du temps de coagulation démontre que les
différents fractions Acétoniques des espéces étudiées n’ont aucune influence sur la voie

extrinseque de la coagulation aux concentrations étudiées.

En ce qui concerne le test de coagulation TCK, une augmentation du temps de
coagulation en fonction de la concentration des extraits acétoniques est observée pour les
especes Padina pavanica, Halopteris scoparia et Cystoseira humilis. L’extrait Acétonique
d’Halopteris scoparia a obtenu le temps de coagulation le plus élevé avec 40.13+£2.96s a une
concentration de 10mg/ml suivi de Padina pavanica avec un effet anticoagulant de
38.27+£1.76s a la méme concentration. Un prolongement du temps de coagulation est observé
a la concentration de 10mg/ml avec un temps de 37.57+0.57s pour ’espece Cystoseira
humilis. Aucun effet anticoagulant n’a été observé pour les deux espéces Sargassum vulgare
et Rhodomella confervoides, ceci peut étre expliqué par la faible teneur des deux fractions
Acétoniques en composés phénoliques, en comparaison avec les autres espéces. Les espéces
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Padina pavanica, Halopteris scoparia et Cystoseira humilis possedent un effet anticoagulant
sur la voie intrinséque de la coagulation.
11.5. Tests de coagulation des extraits éthanoliques

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK des extraits éthanoliques des cing
espéeces étudiées sont représentés dans les figures 18 et 19, respectivement.
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Figure 19 : Temps de cephaline kaolin des extraits éthanoliques.
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L’effet anticoagulant des extraits éthanoliques des différentes algues brunes et rouges
étudiées est concentration dépendant pour les especes Padina pavanica, Halopteris scoparia,
Sargassum vulgare et Rhodomella confervoides. L’allongement le plus élevée du temps de
coagulation pour le test TP est obtenu par Padina pavanica avec 15,17+0,06s a une
concentration de 10mg/ml, suivi par Sargassum vulgare (14,81+0,56s) et Rhodomella
confervoides (14,7+0,25s). Malgré leur augmentation par rapport au témoin qui est de
12,5+0,5s, tous ces résultats restent toujours dans 1’intervalle normal du test de TP (11-15s),
nous pouvons déduire que I’extrait éthanolique n’a pas d’effet sur la voie extrinseque de la

coagulation aux concentrations étudiées.

Le résultat du test de coagulation TCK de I’extrait éthanolique de Rhodomella
confervoides a montré une activité anticoagulante remarquable en inhibant la voie intrinseque,
cette fraction avec une concentration de 2mg/ml a donné un prolongement du temps de
coagulation de 96,13+4,78s ce qui est de 68s supérieur au témoin, le TCK normal ne dépasse
pas 6-8s le temps du témoin. A la concentration de 5mg/ml le temps de coagulation atteint les
182,77+11,99s et a la concentration de 10mg/ml le TCK est de 279,57+47,33s, I’héparine a
donné un TCK de 155,4+19.8 a une concentration de 0,2mg/ml. Padina pavanica a eu un
effet anticoagulant a partir de la concentration de 2mg/ml un TCK de 36 ,4+0,4s et a
augmenté jusqu'a 42+0,95s a 10mg/ml, ce résultat dépasse le témoin de 14s. Un TCK de
36,87+1,12s a été obtenu par Sargassum vulgare a une concentration de 5mg/ml et augmente
jusqu'a 38,37+1,35s a 10mg/ml. A une concentration de 10mg/ml Cystoseira humilis a
obtenue un TCK de 35,23+0,42s. A noté qu’il y a une augmentation du TCK des quatre
especes Rhodomella confervoides, Padina pavanica, Sargassum vulgare et en Cystoseira
humilis en fonction de la concentration, cette augmentation n’a pas été observé chez

Halopteris scoparia.

Le test de coagulation TP et TCK des extraits éthanolique ont obtenu de meilleurs
résultats que les fractions Acétoniques surtout pour le test TCK, Ceci peut étre du a leurs

teneur plus élevées en composés phenoliques.

Athukorala et al., (2006) ont obtenu un TCK équivalent au notre avec I’extrait
phénolique de I’espece Sargassum horneri (37,1s), mais a une concentration inferieur aux

notre (0,1mg/ml).
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Le potentiel anticoagulant des phlorotannins de Sargassum thurbergii a été analysé et
suggeéré in vitro et in vivo comme ayant un effet significatif sur la prolongation du TCK et TP
a une concentration de 1mg/ml et que le phloroglucinol peut étre développé comme

anticoagulant dans les industries pharmaceutiques (Kim et Wijesekara, 2011 ; Bae, 2011).

11.6. Tests de coagulation des fractions A

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK des fractions A des cing espéces
étudiées sont représentés dans les figure 20 et 21, respectivement.
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Figure 20 : Taux de prothrombine des fractions A.
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Figure 21 : Temps de cephaline kaolin des fractions A.

Le temps de coagulation le plus élevé pour le test du TP est obtenu par Sargassum
vulgare a la concentration de 2mg/ml avec 14,57s et ce temps reste stable avec 1’augmentation
de la concentration. Pour les autres especes, aucune augmentation du temps de coagulation
n’a été constatée. Les fractions A des espéces étudiées ont une faible action sur la voie

extrinseque de la coagulation.

Rhodomella confervoides a de nouveau donné des temps de coagulation tres élevés a
partir de la concentration de 2mg/ml, un TP égale a 73,33+0,93s et les résultats augmentent
jusqu’a 236,33+7,84s a la concentration de 10mg/ml. Les résultats du TCK de 1’héparine a
0.1mg/ml sont de 79,945,75s et de 155,4+19,8s a la concentration de 0,2mg/ml. La seconde
espece a avoir donné un effet anticoagulant est Padina pavanica dont ’effet a été observé a la
concentration de 5mg/ml avec 40,6+1,56s, ce temps augmente légérement a la concentration
de 10mg/ml jusqu'a 41,2+1,05s. Chez Halopteris scoparia on a constaté une augmentation du

temps de coagulation jusqu’a atteindre les 37,8+1,41s a la concentration de 10mg/ml.

Un effet pro-coagulant a été observé lors du test de coagulation TCK chez les especes
Cystoseira humilis et Sargassum vulgare, le temps de coagulation a baissé en augmentant la

concentration des fractions, jusqu'a atteindre un temps de coagulation de 4,23+0,91s et

6,67+1,19s, respectivement. Cette capacité d’exercer un effet pro-coagulant a été observée

dans des fractions du fucoidane de I’algue brune Ficus vesiculus (Fitton et al., 2015).
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Karaki et al. (2013) ont étudié ’effet anticoagulant des extraits de 1’algue brune
Dictyopteris polypodioides 1’extrait Contenant les laminaranes et fucoidanes ont donné un
prolongement du TCK jusqu’a 42,5s a une concentration de 2,5ug/ml, ces résultats sont en
accord avec ceux obtenu par nos fractions A de Padina pavanica et Halopteris scoparia. Ces
mémes auteurs ont considéré que la fraction fucoidanes/ laminaranes pouvait constituer un

traitement alternatif a 1’héparine

I1.7. Tests de coagulation des fractions B

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK des fractions B des cing espéces

étudiées sont représentés dans les figures 22 et 23, respectivement.
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Figure 22 : Taux de prothrombine des fractions B.
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Figure 23 : Temps de cephaline kaolin des fractions B.

Seules les fractions B de Rhodomella confervoides et Padina pavanica sont
concentration dépendante pour le test de coagulation TP, avec un maximum de 15,3%0,26s
pour l’algue rouge et 13,1+0,26s pour 1’algue brune. Pour Halopteris scoparia la
concentration des extraits n’ont eu aucune influence sur le test TP, ces trois espéces ont donc

une faible action sur la voie extrinséque aux concentrations étudiées.

Un effet pro-coagulant lors du test de coagulation TP des deux algues brune
Cystoseira humilis et Sargassum vulgare a été observé avec la fraction B. L’effet pro-
coagulant a été observé a la concentration de 0,1mg/ml pour Sargassum vulgare et un temps
de coagulation de 9,9+0,15s jusqu'a atteindre un temps de 6,8+0,7s a la concentration de
10mg/ml. L’espéce Cystoseira humilis a montré une activité pro-coagulante a la concentration

de 10mg/ml et un temps coagulation de 9,2+0,26s.

La plus grande activité anticoagulante observée lors du test TCK est obtenue par la
fraction B de I’algue rouge Rhodomella confervoides, son effet anticoagulant a été observé a
la concentration de 0.2mg/ml avec un temps de 45,7+2,34s et ce temps s’allonge avec
I’augmentation de la concentration jusqu'a 1’obtention d’un temps de coagulation de
274,2+77.61s a 10mg/ml. L’héparine a donné un temps de coagulation de 155,4+19,8s a la
concentration de 0,2mg/ml. La seconde espece ayant manifesté un effet anticoagulant est
Halopteris scoparia a 2mg/ml avec TCK de 38,97+2,15s ce temps augmente jusqu'a
44,07+4,29s a 10mg/mll.
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La fraction B de Padina pavanica a révélé un effet pro-coagulant qui n’a pas était
observé jusqua présent avec les autres fractions de cet espeéces, le temps de coagulation
diminue a partir de la concentration de 2mg/ml avec un TCK de 22,1+0,46s, a 10mg/ml le
temps de coagulation n’a pas pu étre déterminé car la coagulation était trop rapide. L’effet
pro-coagulant de Sargassum vulgare a été obtenue a 5mg/ml avec une diminution du temps
de coagulation a 24,94+2,01s, a 10mg/ml le temps de coagulation n’a pas pu étre déterminé
(coagulation immédiate). La fraction B de Cystoseira humilis a aussi démontré un effet pro-

coagulant et a donné un temps de coagulation de 17,43+0,67s a 10mg/ml.

La fraction B des algues brunes contiendrait majoritairement du fucoidane. Cette
capacité d’accélérer la coagulation du fucoidane a été démontrée par Zhang et al. (2013) et
Zhang et al. (2015) en étudiant le fucoidane fractionné de Ficus vesiculus. Dans cette étude,
ce polysaccharide sulfatés d’algue brune a été sur-sulfaté et désulfaté a différents degrés et
des tests de leur activité pro-coagulant ont été réalisés, a partir de la, ces chercheurs ont
conclu que ’activité pro-coagulant était dépendante de la charge en sulfate et que celle-ci était

I’un des facteurs les plus importants de cette activités.

Jin et al. (2012) ont testé I’activité anticoagulant de 11 fucoidanes a différentes

concentrations allant de 3,6 pg/ml a 14,4ug/ml, leurs effet anticoagulant a été observé sur le

test de coagulation TCK et aucun effet n’a été observé sur le test TP, ceci concorde avec nos
résultats obtenus avec les fractions A des algues brunes Padina pavanica et Halopteris

scoparia et la fraction B d’Halopteris scoparia.

Irhimeh et al. (2009), ont extrait le fucoidane de 1’algue brune Undaria pinnatifida et
ont testé son effet anticoagulant avec les tests TP et TCK, la concentration minimale a
laquelle I’effet sur le TCK a été observé est de 7,8 mg/ml avec un temps de 40,8s et atteint les
340s a 250mg/ml. L’effet sur le test de coagulation TP n’a pu étre observé qu’a 250mg/ml.
Les tests in vivo sur des volontaires humains sains administrés par voie orale ont montré une
prolongation du TCK de 28,46s a 34,01s aprés 12 jours, ceci indiquerait que le fucoidane peut
altérer une partie spécifique de la voie intrinséque. Menshova et al. (2016) expliqueraient la
différence dans 1’action des fucoidanes par le degré de sulfatation et le type de liaison

glucidique du polysaccharide.
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11.8. Tests de coagulation des fractions C

Les résultats des tests de coagulation TP et TCK des fractions B des cing espéces

étudiées sont représentés dans les figures 24 et 25, respectivement.

(9]
o O

0,1 0,2 2 5 10
Concentration en (mg/ml)

25

20
D
c
o
= 15 | W PP
g I ‘ HHS
g 10 M CH
<5} SV
©
é 5 M RC
i @ Temoin

O T T
0 0,1 0,2 2 5 10
-5 )
Concentration en (mg/ml)
Figure 24 : Taux de prothrombine des fractions C.
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Figure 25 : Temps de cephaline kaolin des fractions C.
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Les fractions C de toutes les algues étudiées montrent effet proportionnel entre le
temps de coagulation du test TP et la concentration. L’effet le plus important a été obtenu par
Rhodomella confervoides avec un temps de coagulation de 18,17+2,71s ce qui est supérieur
au temps de coagulation du TP normal situé entre 11 et 15s. Les fractions de Cystoseira
humilis, Halopteris scoparia, Sargassum vulgare et Padina pavanica ont obtenu a 10mg/ml
des TP de 14,8+0,35s, 14,4+0,2s, 13,96+0,06s et 13,97+1,12s, respectivement. Tous ces

résultats restent dans les normes du test TP.

La fraction C de Rhodomella confervoides a prolongé le temps de coagulation du test
TCK a partir de  0,Admg/ml avec un temps de 41,27+0,65s, ce temps est prolongé avec
I’augmentation de la concentration jusqu'a 407,97+58,12s. Ce résultat dépasse le témoin
(27,00£0,64) de 380s. La seconde espece ayant donné de bons résultats est Padina pavanica a

0,1mg/ml avec 34,5+2,5s pour arriver a un temps maximal de 84,47+1,04 & 10mg/ml.

Sargassum vulgare quant a elle, son effet anticoagulant a été observé a partir de
2mg/ml avec 35,13+0.49s et augmente jusqua un temps de coagulation de 61,3+8,43s a
10mg/ml. Halopteris scoparia a aussi montre une activité anticoagulante a partir de 0.2mg/ml
avec 34.7+0.47s et a la concentration de 10mg/ml ce temps est prolongé jusqu’a 56,66+6,15s.
Un prolongement du temps de coagulation de la fraction C de Cystoseira.humilis a été
observé a 5mg/ml avec 36,43+1,89s et augmenté a 53,43+8,47s a la concentration de

10mg/ml.

La fraction C des algues brunes étudiées serait composée en majorit¢ d’alginate.
Guven et al. (1991) ont étudié I’effet anticoagulant de I’alginate et ont trouvé que ce
composes n’avait aucune activité anticoagulante, mais Pulsawat et Tongmalee (2014) ont
obtenu un TCK de 288s a 75ug/ml de I’alginate sulfaté et Ghonghua et al. (2003) ont aussi
attesté I’effet anticoagulant de ’alginate sulfaté avec un TCK de 226s a 16,7 pg/ml.

Rhodomella confervoides, la seule algue rouge des espéces étudiées elle s’est avérée
avoir un effet anticoagulant trés important en comparaison avec les quatre algues brunes
étudiées. Farias et al. (2000), ont démontré que les galactanes sulfatés purifiés de 1’algue
rouge Botryocladia occidentalis avaient une trés grande activité anticoagulante. Pushpamali
et al. (2008), ont aussi étudi¢ ’effet anticoagulant de 1’algue rouge fermenté Lomentarian

catenata et ont prouvé son activité sur la voie intrinseque et commune de la cascade de
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coagulation avec un résultat de TCK supérieur a 1000s, ce qui était supérieur aux résultats
obtenus avec 1’héparine. Sebaaly et al. (2012) ont quant a eux noté que le galactane sulfaté
exhibe un plus grand pouvoir anticoagulant que les carraghénanes. Une analyse comparative
de l’effet anticoagulant de différentes algues marines a été faite par Padmanaban et
al.,(2013),le galactane brute a donneé des résultats du TCK comparable aux ndtres, en effet, a
la concentration de 10mg/ml de galactane brute , un TCK de 451s est obtenu, ceci concorde

avec les résultats de la fraction C ( 407+58,12s).
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Conclusion

L’objectif de cette étude a été¢ d’évaluer ’activité anticoagulante des extraits de quatre
especes appartenant aux algues brunes (Cystoseira humilis, Sargassum vulgare, Halopteris

scoparia et Padina pavanica) et d’une espéce d’algue rouge (Rhodomella confervoides).

Les résultats des teneurs en composes phénoliques des extraits éthanoliques ont
montré que Cystoseira humilis et Halopteris scoparia en sont les plus riche (8,55+0,29 mg
Eq Cat/g de Ps et 7,84+0,47 mg Eq Cat/g de Ps) tandis que Sargassum vulgare en est la plus
pauvre (2.19+ 0.14 mg Eq Cat/g de Ps), alors que dans les extraits acétoniques Padina
pavanica est plus riche en composés phénoliques (5,63+0,07 mg Eq Cat/g de Ps) et
Halopteris scoparia en est la plus pauvre (1,66+0,13 mg Eq Cat/g de Ps).

Les résultats des teneurs en sucres totaux de tous les extraits ont montré que
Rhodomella confervoides est 1’espéce la plus riche dans tous les extraits testés. Toute les
espéces éetudiées montrent une faible teneur en sucre dans les extraits éthanolique, les

fractions A et B en comparaison avec |’extrait acétonique.

L’évaluation de I’activité anticoagulante montre que tous les extraits des especes testées
ont une faible action sur la voie extrinséque de la coagulation, mais une grande activité dans
I’inhibition de la voie intrinséque surtout pour les extraits éthanoliques, les fractions A, B et C
de Rhodomella confervoide qui, malgré ca teneur moyenne en composes phénoligue ,a montré
une grande activité avec les extraits éthanoliques, ceci est certainement due a la nature des
composés de cet extrait et plus particulierement au bromophénol dont la richesse a été relatée
dans plusieurs études. La grande activité des fractions A, B et C de ’algue rouge serait
probablement du a la présence de galactane sulfaté, dont 1’activité anticoagulante a été
prouvée. Cystoseira humilis et Sargassum vulgare ont démontré une grande activité pro-
coagulante avec les fractions A (laminaranes et fucoidanes) et B (fucoidanes) ainsi que
Padina pavanica avec la fraction B, ceci est en accord avec quelques études réalisées. Les
algues brunes ont montré une grande activité anticoagulante avec les fractions C contenant
majoritairement des alginates.

Suite a cette étude, nous pouvons dire que les algues marines peuvent étre une grande

source naturelle d’agents anticoagulants. Le protocole utilisé dans ce travail permet d’extraire une
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majorité de composés actifs tels que les fucoidanes, laminaranes et alginates, seulement ces extraits

restent bruts. Pour mieux compléter ce travail, il serait intéressant de :

- Faire un dosage des sulfates pour chaque extraits et fraction pour étudier la corrélation
entre le degré de sulfatation et I’effet anticoagulant.

- Isoler, caractériser et d’identifier les différents composées présents dans les extraits
d’algues étudiées, par HPLC, RMN.

- Tester d’autres activités biologiques (antioxydante et antibactérienne...etc)

- Etudiée la cytotoxicité de ces fractions et extraits.
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Annexes 1 : Courbes d’étalonnages
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Figure 1: Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques.

abs

Figure 2: Courbe d’étalonnage pour le dosage sucres.
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Annexes 2 : Preparation des réactifs

Réactif TP: Prendre un flacon de TP et ajouter 4ml du tampon de reconstitution prét a I’emploie et
bien mélange.

Réactif TCK: Prendre un flacon TCK et ajouter 3ml d’eau distillée stérile et bien mélanger.

Pool de plasma: Un mélange de différents plasmas normaux a quantité égale.



Résumé

L’objectif du présent travail est d’évaluer I’activité anticoagulante de cinq algues marines:
Halopteris scoparia, Padina pavanica, Cystoseira humilis, Sargassum vulgare et Rhodomella
confervoides de la cote de Béjaia. L’extraction des composés phénoliques par 1’éthanol donne des
teneurs plus élevées pour les espéces Cystoseira humili, Halopteris scoparia, Padina pavanica et
Rhodomella confervoides (8.55+0.29, 7.84+0.47, 6.41+0.14 et 4.16£0.04 mg Eq Cat/g de Ps,
respectivement), tout le contraire de Sargassum vulgare ou I’extraction des composés phénoliques
par l’acétone (3.04+0.071 mg Eq Cat/g de PsS) donne des teneurs plus élevées que 1’éthanol
(2.19+0.14 mg Eq Cat/g de Ps). Le dosage des sucres a montré que les extraits acétoniques des
cing algues étaient les plus riches en sucres, ce taux baisse de plus en plus dans 1’extrait
éthanolique et les fractions A et B. Une activité anticoagulante a été observée surtout avec le
test TCK qu’avec le test TP. L’algue rouge Rhodomella confervoides a montré une activité
anticoagulante remarquable dans I’extrait éthanolique et les fractions A, B et C avec des
prolongements allant jusqu'a 407.97+58.12s avec la fraction C a 10mg/ml. Une meilleure
activité anticoagulante a été observée avec les fractions C dans toutes les algues brunes. Une
activité pro coagulante a été observe dans les fractions A et B chez Cystoseira humilis et
Sargassum vulgare ainsi que ’extrait B de Padina pavanica avec un temps non déterminé a
10mg/ml.

Mots clés: Activité anticoagulante, Algues marines, TCK, TP, Polysaccharides sulfatés, Composés
phénoliques.

Abstract

The aim of this study is to evaluate the anticoagulent activity of five seaweeds from
Bejaia’s seacoast: Halopteris scoparia, Padina pavanica, Cystoseira humilis, Sargassum
vulgare et Rhodomella confervoides . Regarding Cystoseira humili, Halopteris scoparia, Padina
pavanica et Rhodomella confervoides ,the extraction of phenolic compounds using ethanol
resulted in higher contents (8.55+0.29, 7.84+0.47, 6.41+0.14 et 4.16£0.04 mg Eq Cat/g de Ps,
respectively ,) whereas for Sargassum vulgare ,the extraction of phenolic compounds using
Acetone (3.04+0.071 mg Eq Cat/g de Ps) resulted in higher contents than ethanol (2.19+0.14 mg
Eq Cat/g de P s).The determination of sugar showed that the acetonic extract of the five
seaweeds was the richest in sugar ,this rate increasingly dropped in the ethanolic extract and
the fractions A,B. An anticoagulent activity was mainly observed using TCK . The red algae
Rhodomella confervoides showed a significant anticoagulent activity in the ethanolic extract
and the fractions A, B, C, with extensions up to 407.97+58.12s in the fraction C ,at a
concentration of 10mg/ml .A better anticoagulent activity was observed in the fractions A,B,C
of all the brown seaweeds.A pro-coagulent activity was observed in the fractions A , B of
Cystoseira humilis and Sargassum vulgare as well as the fraction B of Padina pavanica
,with an indefinite period , at a concentration of 10mg/ml.

Key words: Anticoagulent activity, Seaweeds, TCK , TP, Sufated polysaccharides, Phenolic
Compounds.



