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INTRODUCTION
L'hémostase est un processus physiologique qui permet de limiter les pertes sanguines.

Ce mécanisme physiologique dépend d'un équilibre des processus pro-coagulant et

anticoagulant (Maureen, 2012). Lorsqu'un vaisseau sanguin est lésé, les plaquettes et la fibrine

jouent un rôle essentiel pour former un caillot sanguin et arrêter la perte de sang du vaisseau

endommagé (Son et al., 2017). Cependant, les saignements incontrôlés restent la principale

cause de décès dans de nombreux cas d'hémorragie. Ainsi, au cours des 15 dernières années, les

industries pharmaceutiques ont développé de nouveaux agents hémostatiques (Vyas & Saha,

2013). En outre, plusieurs études ont démontré l'activité hémostatique de nombreuses plantes

médicinales dans l'espoir de trouver de nouveaux agents plus efficaces (Pandit et al., 2012 ;

Totuk et al., 2020).

Aujourd’hui, 80 % des populations des pays en développement s’en remettent à la

médecine traditionnelle pour leurs soins de santé primaire, par tradition culturelle ou faute

d’autres alternatives. Pour des raisons différentes, on observe dans nos sociétés un intérêt

grandissant pour les thérapeutiques naturelles et en particulier la phytothérapie (Christian,

2011).

Par ailleurs, de nombreuses recherches ne cessent de démontrer que, non seulement, les

plantes médicinales renferment de nombreux principes biologiquement actifs qui exercent

différentes activités pharmacologiques (Candan et al., 2003, Lagnika et al., 2012 ; Dinzedi,

2015), mais encore qu’elles restent la source la plus importante des molécules entrant dans la

composition des médicaments pharmaceutiques (Marin & Chrestin, 2007). Parmi ces espèces

figurent petit kola, qui est largement connu sous le nom de « Petit kola » et appartenant à la

famille des plantes appelées Clusiacée.  En effet, les graines de petit kola jouent un rôle

important dans la phytothérapie traditionnelle (Dalziel, 1937). Parfois, elles sont utilisées

comme aphrodisiaque ou pour soigner la toux, la dysenterie, les angines de poitrine, les troubles

hépatiques, la diarrhée, la laryngite, la bronchite et la gonorrhée (Adesina et al., 1995).

Garcinia kola est également utilisé pour prévenir et soulager les coliques, pour traiter les maux

de tête, les maux d'estomac et les gastrites (Adaramoyé & Adeyemi, 2006 ; Mathew &

Blessing, 2007). Pour certains auteurs, les graines de Garcinia kola possèdent plusieurs

propriétés pharmacologiques telles que des activités antioxydantes, hépato-protectrices,



antidiabétiques, antimicrobiennes et antipyrétiques (Tebekeme, 2009 ; Penduka et al., 2011 ;

Nwangwa, 2012).

1

Selon Igwegbe et al. (2021), les graines avec ses polysaccharides peuvent former un gel dans

une solution de sorte à agir comme coagulant pour prétraiter les eaux usées d'aquaculture.

Cependant, les effets des graines de Garcinia kola sur la coagulation sanguine restent encore

inconnus.

Ainsi, l’objectif général de ce travail est d’étudier les effets hémostatiques in vitro et in

vivo de l’extrait aqueux de Garcinia kola en vue de confirmer la présence de composés

coagulants. De cet objectif général découlent les objectifs spécifiques suivants :

1-Tester l’extrait sur la coagulation sanguine in vivo et in vitro ;

2. Évaluer les activités anti-hémolytique et antiradicalaire de l’extrait in vitro ;

3. Déterminer l’effet de l’extrait sur le taux de plaquettes sanguines ;

4. Révéler les principaux composés chimiques présents dans les graines

fraichesde Garcinia kola par le criblage phytochimique.

Outre l’introduction et une conclusion suivie de perspectives et des références

bibliographiques, le présent travail est scindé en trois grandes parties. La première partie est

consacrée aux généralités portant sur Garcinia kola et la physiologie de l’hémostase. Dans la

deuxième partie est trouvée le matériel et les méthodes de travail utilisées et enfin la troisième

partie est consacrée aux résultats et discussion.
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PREMIERE PARTIE : GENERALITES
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I.1. Garcinia kola

Garcinia kola communément appelé « petit kola » est une plante dicotylédone

appartenant à la famille des plantes appelées Clusiaceae. Garcinia kola est rencontré dans toute

l'Afrique de l'Ouest et du Centre (Iwu, 1993). Il est également présent dans la zone forestière

de la Sierra Leone, du Ghana, du Cameroun et d'autres pays d'Afrique de l'Ouest. Au Nigeria,

il est courant dans les États du Sud-Ouest et l'État d'Edo (Otor et al., 2001). C'est un arbre à

feuilles persistantes de taille moyenne, d'environ 15 à 17 m de haut et avec une cime assez

étroite. Les feuilles sont simples, longues de 6 à 14 cm et larges de 2 à 6 cm, brillantes sur les

deux faces et tachetées de glandes à résine. Les petites fleurs sont couvertes de courts poils

rouges (Iwu, 1993). Le fruit est une drupe de 5 à 10 cm de diamètre et pèse 30 à 50 g. Il est

généralement lisse et contient une pulpe jaune-rouge. Le fruit change de couleur pendant la

maturation, du vert à l'orange, et chaque fruit contient 1 à 4 graines (Juliana et al., 2006).

I.1.1. Position systématique

La position systématique ci-dessous a été établie par Eseigwu et al. (2014).

Règne  : Végétal

  Embranchement  : Spermaphytes

    Sous-embranchement  : Angiospermes

       Classe  : Dicotylédones

          Sous-classe  : Dialypétales

Ordre  : Malpighiales

  Genre  : Garcinia

    Espèce  : Garcinia kola
I.1.2. Phytochimie

Garcinia kola est une plante médicale riche en substances naturelles. Elle contiendrait

des oléorésines, des saponines, des tanins, des alcaloïdes, des glycosides cardiaques et des

polyphénols (Farombi et al., 2005 ; Adaramoye et al., 2005 ; Houmènou et al., 2018). Les

études d’Ebana et al. (1991) ont montré que les noix de Garcinia kola comporteraient des
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saponines, des tanins, des alcaloïdes, des anthraquinones, des terpènes, des stéroïdes, des

glycosides cardiaques. Les graines contiendraient également des flavonoïdes dont le kolaviron,

un complexe chimique de biflavonoïde 1 (GB1), biflavonoïde 2 (GB2) et de kolaflavone.

I.1.3. Données toxicologiques

Les études toxicologiques réalisées avec les graines de Garcinia kola n’ont révélé

aucune toxicité (Udenze et al., 2012 ; Atsukwei D., et al., 2015). En effet, Udenze et al. (2014)

ont obtenu une DL50 s’élevant à environ 6741 mg/kg de P.C chez le rat mâle traité avec l’extrait

aqueux de graines de Garcinia kola. De même, Atsukwei., et al. (2015) ont obtenu une DL50

supérieure à 5000 mg/kg de P.C suite au traitement avec des doses comprises entre 10 et 5000

mg/kg de P.C chez le rat. Ces auteurs ont aussi montré qu’une administration quotidienne de

l’extrait éthanolique de graines de Garcinia kola aux doses respectives de 100 et de 200 mg/kg

de P.C n’entraine pas de mortalité et n’affecte pas les organes vitaux chez les rats au bout de 21

et 42 jours. Par ailleurs, ces doses entrainent une augmentation significative du sodium sérique

chez ces rats.

I.2. Hémostase

C’est un ensemble de phénomènes permettant l’arrêt de l’hémorragie. En effet, le sang

circule sous pression à l’état liquide, composé du plasma et d’éléments figurés, dans les

vaisseaux. En cas de lésion d’un vaisseau les plaquettes se mettent en place et forment un caillot

pour arrêter l’hémorragie : Hémostase primaire. La coagulation qui transforme le fibrinogène

soluble en fibrine insoluble vient consolider les caillottes formés par les plaquettes : Hémostase

secondaire. Cette masse fibrino-plaquettaire sera dissous les jours suivant après cicatrisation de

la lésion vasculaire : Fibrinolyse (De Revel & Dogmi, 2004).

I.2.1. Hémostase primaire

C’est un ensemble de mécanismes permettant la formation du clou plaquettaire. Qui se

déroule en deux temps. Temps vasculaire ou pariétal, qui intervient dès la blessure d’un vaisseau

et la modification de la paroi du vaisseau et des plaquettes afin de réduire le flux sanguin. Le

temps plaquettaire, qui se traduit par une agrégation plaquettaire au niveau des tissus conjonctifs

due à la libération de l’ADP (Adésine DiPhosphate) par les cellules lésées et s’en suit la

libération de la sérotonine par l’amas plaquettaire : la vasoconstriction (De Revel & Dogmi,

2004).



5

I.2.2. Hémostase secondaire ou coagulation

C’est l’étape de la coagulation proprement dite aboutissant à la formation d’un réseau

de fibrine qui consolide le clou plaquettaire ou thrombus. Elle fait intervenir de nombreux

facteurs de coagulation (des protéines) numérotées de I à XIII (Tableau I). La coagulation est

due à la transformation de la fibrine (protéine), transformé par le fibrinogène lui-même

transformé par la thrombine (enzyme) activée par la prothrombine (foie) activée par la

thromboplastine (dans le foie) : c’est une réaction en chaîne. C’est la cascade de la coagulation.

(De Revel & Dogmi, 2004). Elle est aussi composée de deux voies qui sont : intrinsèques et

extrinsèques. Le terme intrinsèque fait référence à une série de réactions séquentielles

impliquant les protéines plasmatiques et les facteurs VIII, IX, XI tandis que la voie extrinsèque

consiste en le facteur tissulaire du récepteur transmembranaire (TF) et le facteur plasmatique

VII/VIIa (FVII/FVIIa). (Nigel et al., 2007 ; Wheeler et al., 2016).

I.2.3. Fibrinolyse

La fibrinolyse est l'ensemble des mécanismes cellulaires et plasmatiques permettant la

destruction du thrombus ou du caillot 72 heures après la coagulation sous l’action d’une

enzyme, la plasmine (la fibrinolysine). Elle participe aussi au développement des tissus. La

fibrinolyse est un phénomène en équilibre constant avec la circulation, la coagulation. Elle

dissout donc les caillots sans provoquer d’hémorragie. La plasmine est une protéase hydrolysant

la fibrine et d’autres facteurs de la coagulation, tel que le fibrinogène. Son dérèglement

provoque des pathologies thrombotiques et hémorragiques (De Revel & Dogmi, 2004 ; Michel,

2012).

I.2.4. Hémolyse

L’hémolyse physiologique est un phénomène irréversible de destruction des globules

rouges (GR) vieillis (âgés de 120 jours). Les hématies âgées subissent des modifications

importantes avec plusieurs conséquences, la baisse de nombreuses activités enzymatiques (apo

et coenzymes), le déficit de la glycolyse anaérobie privant l’organisme d’énergie. Cette

dégradation des hématies âgées à deux sièges, à l’intérieur des tissus (hémolyse en

intratissulaire) à 85 % ou des vaisseaux (hémolyse en intravasculaire) à 15 %. Elle a des

conséquences au niveau du macrophage, au niveau des hépatocytes et l’élimination de la

Bilirubine conjuguée (Figure 1).
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En générale l’hémolyse est d’origine normale, mais elle devient pathologique par deux

mécanismes principaux : hémolyse corpusculaire et extra corpusculaire. Ces mécanismes

provoquent un déséquilibre entre la production et les pertes physiologiques d’hématies

entrainant une hyperhémolyse.

L’hyperhémolyse corpusculaire est due à une anomalie touchant soit la membrane du

GR (Sphérocytose héréditaire Stomatocytose héréditaire…), l’hémoglobine (Hb)

(Drépanocytose) ou un déficit enzymatique (Déficit en G6PD et en PK) et généralement

intratissulaire.

L’hyperhémolyse extra corpusculaire est d’acquise de causes extrinsèques (infections

parasitaire ou bactérienne, d’agressions toxiques ou mécaniques des GR ou des causes

immunologiques) et souvent intravasculaires. Elle a plusieurs conséquences telles que l’anémie

aigüe ou chronique, triade d’hémolyse (pâleur, itère, augmentation modérée du foie), douleur

lombaire, augmentation des produits du catabolisme du GR, hémoglobinémie plasmatique plus

marquée : le plasma rosit dès que le taux d’Hb libre dépasse 0,05 g/dl, il s’agit de

l’hémoglobinurie. Quand l’hémoglobinémie excède la capacité de transport de l’haptoglobine,

l’Hb est excrétée dans les urines leur donnant la couleur porto etc. (Hamouda, 2020).

Tableau I: Facteurs de coagulation (De Revel & Dogmi, 2004)
N° FACTEUR NOM

FONCTION

LIEU DE
SYNTHESE

VITAMINE K-
DEPENDANTE

FACTEUR I FIBRINOGENE SUBSTRAT FOIE

FACTEUR II PROTHROMBINE ZYMOGENE FOIE +

FACTEUR V PROACCELERINE COFACTEUR FOIE

FACTEUR VII PROCONVERTINE ZYMOGENE FOIE +

FACTEUR VIII ANTI-HEMOPHILIQUE A  COFACTEUR FOIE

FACTEUR IX ANTI-HEMOPHILIQUE B  ZYMOGENE FOIE +

FACTEUR X FACTEUR STUART ZYMOGENE FOIE +

FACTEUR XI PTA  =  PLASMA

THROMBOPLASTINE

ANTECEDENT

ZYMOGENE FOIE

FACTEUR XII FACTEUR HOGEMAN ZYMOGENE FOIE
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FACTEUR XIII FACTEUR STABILISANT

LA FIBRINE

ZYMOGENE FOIE

Figure 1: Diagramme récapitulatif dégradation des globules rouges



DEUXIÈME PARTIE :
MATÉRIEL ET METHODES

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

II.1 Matériel

II.1.1 Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué de lapins et des rats pesant respectivement 1,5 kg et

200 ± 5g. Les lapins ont été utilisés pour le prélèvement du sang total à l’aide du tube EDTA

(tube violet). Tandis que les rats ont servi pour les tests toxicologique et pharmacologique.

A côté de ce matériel animal, le matériel végétal tel que les noix de Garcinia kola a été

sollicité (Figure 2A et 2B). Ainsi, ils ont été collectés au grand marché d’Abobo au Nord

d’Abidjan en Mai 2021. Après la récolte, les noix ont été lavées et rincées à l’eau distillée et

finement râpées et broyées dans un mortier à l’aide d’un pilon durant 5 à 10 minutes.

A B
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Figure 2: A : Gousses de Garcinia kola B : Noix de Garcinia kola

II.1.2 Matériel technique

Le matériel technique utilisé est :

 une étuve pour sécher les extraits de cola (Annexes),

 une balance à précision pour les pesées (Annexes),

 un ballon à fond plat a permis de conserver la solution durant l’expérience

 des tubes à essais, tubes à prélèvement du sang pour conserver les différentes solutions

 des seringues pour prélever les échantillons,

 des bocaux pour les dilutions,

 un coagulomètre (CYANCoag) pour le test d’hémostase (Annexes),

 une centrifugeuse pour séparer les différentes composantes(Annexes),

 un bain Marie pour l’incubation (Annexes),

 un spectrophotomètre pour la lecture de l’absorbance ([Gamme : 198 à 1100 : 2 nm])

(Annexes),

 une lampe xénon - Modèle 7305 Jenway®)  qui a permis de déterminer la

densitéoptique.

II.2 Méthodes

II.2.1 Préparation de l’extrait aqueux de noix de Garcinia kola

Deux cent grammes (200 g) de broyat de noix de kola, ont été macérés dans un ballon à

fond plat contenant 1,5 L d’eau distillée durant 12 heures sous un agitateur magnétique. Le

mélange obtenu, a été filtré sur du coton hydrophile. Le filtrat a été séché à l’étuve à 55 ˚C-65

˚C durant 48 heures, afin d’éliminer le solvant. L’extrait obtenu après séchage a été l’extrait

aqueux de Garcinia kola. L’extrait a été conservé à 5 ˚C dans un réfrigérateur et employé pour

les différentes manipulations.

II.2.2 Étude du tri-phytochimique

La mise en évidence des métabolites secondaires consiste en des essais de caractérisation

des grands groupes de composés chimiques contenus dans l'extrait aqueux de Garcinia kola

(EAgk). La détection de ces composés est basée sur le principe qu'ils induisent des réactions
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chimiques en présence de réactifs appropriés (Wagner & Bladt, 2001). Ces tests ont été réalisés

par les techniques analytiques décrites dans les travaux de Lazureski et al. (2007) ; Abo (2013)

; Mea et al. (2017).

Pour ces tests, une solution de l'extrait aqueux a été préparée en dissolvant 5 g de l'extrait dans

50 mL d'eau distillée (100 mg/mL).

II.2.2.1 Recherche des stérols et polyterpènes

Pour mettre en évidence les stérols et les polyterpènes, un volume de 5 mL de solution

de l’extrait a été évaporé à sec, sans carboniser le résidu, dans une capsule sur bain de sable. Le

résidu a été ensuite dissous à chaud dans 1 mL d'anhydre acétique puis il a été ajouté avec

précaution 0,5 mL d'acide sulfurique concentré le long de la paroi du tube à essai contenant la

solution. L'apparition d'un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, a indiqué une

réaction positive. Un essai témoin a été réalisé avec une solution chloroformique de cholestérol.

II.2.2.2 Recherche des polyphénols

Dans deux millilitres de solution aqueuse, il a été ajouté une goutte d’une solution

alcoolique de chlorure ferrique à 2 % (FeCl3 2 %). Le chlorure ferrique provoque en présence

de dérivés polyphénoliques, l’apparition d’une coloration bleue-noirâtre ou vert plus ou moins

foncée qui témoigne de la présence des dérivés polyphénoliques.

II.2.2.3 Recherche des flavonoïdes

Dans une capsule, deux millilitres (2 mL) de solution de l’extrait aqueux (EAgk) ont été

évaporés à sec et le résidu a été repris par cinq millilitres (5 mL) d'alcool chlorhydrique. La

solution a été versée dans un tube à essai et 2 à 3 copeaux de magnésium y ont été ajoutés. La

coloration rose orangée ou violacée obtenue a indiqué une réaction positive. La coloration a été

comparée à celle du quercétol standard (0,05 mg/mL) traité avec la même quantité de réactif

pour témoigner de la présence des flavonoïdes.

II.2.2.4 Recherche des alcaloïdes

La caractérisation des alcaloïdes débute avec l'évaporation à sec de 6 mL de solution de

l’EAgk dans une capsule. Le résidu a été repris par 6 mL d'alcool à 60°. La solution alcoolique

obtenue a été répartie dans deux tubes à essai. Dans le premier tube, il a été ajouté deux gouttes

de réactifs de Dragendorff. L'apparition d'un précipité d'une coloration brun-rougeâtre a indiqué

une réaction positive. Dans le deuxième tube, deux gouttes de réactifs de Bouchardât ont été
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ajoutées. L'apparition d'un précipité d'une coloration brun-rougeâtre a indiqué une réaction

positive. Dans ces deux tests, un essai témoin a été réalisé avec de la quinine.

I.2.2.5 Recherche de saponosides

Cette recherche est basée sur la propriété qu’ont les solutions aqueuses contenant des

saponosides de mousser après agitation. Ainsi, un volume de 1,5 mL de la solution aqueuse a

été introduit dans un tube à essai de 16 mm de diamètre et de 16 cm de hauteur. Le tube a été

bouché avant de l’agiter verticalement et vigoureusement, pendant 10 secondes, puis laissé

reposer pendant 10 minutes. Si après ce temps de repos la hauteur de la mousse est supérieure

à 1 cm, alors il y a présence de saponosides.

II.2.2.6 Recherche de tanins

Les tanins existent sous deux formes :

- les tanins catéchiques, de nature non hydrolysable, formés de polymères de

catécholssous forme condensée.

- les tanins galliques, dérivés de l'acide gallique et combinés sous forme

d'hétérosideshydrolysables.

Ainsi, leur mise en évidence va se faire par deux réactions différentes

Recherche de tanins catéchiques

Au résidu de 5 mL de la solution de l’EAgk évaporée, il a été ajouté 15 mL du réactif

de Stiasny (formol 30 %, HCl concentré).

Le mélange a été maintenu au bain-Marie à 80 °C pendant 30 minutes, puis refroidi.

L'observation de précipité en gros flocons caractérise la présence de tanins catéchiques. La

catéchine sert de témoin.

Recherche de tanins galliques

Encore 5 mL de solution précédente de l’EAgk a été filtré et saturé avec l’acétate de sodium.

L’addition de trois gouttes de chlorure ferrique (FeCl3 à 2 %) a provoqué l’apparition d’une

coloration bleu noire intense indiquant la présence de tanins galliques dans le milieu. Un essai

témoin a été réalisé avec l'acide gallique.
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II.2.2.7 Recherche des composés quinoniques

Les composés quinoniques libres ou combinés sont mis en évidence grâce à la réaction

de Borntraeger. Pour sa réalisation, un volume de 2 mL de la solution de l’EAgk a été évaporé

à sec dans une capsule puis le résidu a été repris avec 5 mL d’acide chlorhydrique dilué au 1/5.

La solution obtenue a été versée dans un tube à essai puis maintenue pendant 30 minutes au

bain-Marie bouillant. Après refroidissement total, un volume de 20 mL de chloroforme a été

ajouté. Ensuite à la phase chloroformique, il a été ajouté 0,5 mL d’ammoniaque dilué au demi

(réactif de Borntraeger). L’apparition d’une coloration allant du rouge au violet a été la preuve

de la présence des composés quinoniques. Un témoin a été réalisé avec de la vitamine E.

II.2.3 Étude du pouvoir antioxydant de Garcinia kola in vitro

II.2.3.1 Tests de piégeage du radical DPPH

Cette méthode utilisant le 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH), un radical libre,

coloré, stable, facile à doser et capable d’arracher les atomes hydrogène labiles des groupements

OH les plus réactifs, et présentant un maximum d’absorption à 517 nm. En présence d’un

antioxydant, le DPPH+ est réduit en DPPH et sa réduction traduit par le passage de la couleur

violette de la solution à la couleur jaune. Ceci conduit à la diminution de l’absorbance du radical

libre à 517 nm.

La capacité de piégeage du DPPH est déterminée suivant la méthode décrite par

Brandwilliams et al. (1995). Pour sa réalisation, un volume 2 mL d’une solution de DPPH (0,1

Nm dans de l’éthanol) a été ajouté à 20 µL des composés à tester à différentes concentrations.

Le mélange a été par la suite agité. La cinétique de diminution de la quantité du radical DPPH

a été déterminée jusqu’à atteindre l’état stationnaire.

L’activité de piégeage du radical DPPH a été calculée en utilisant la formule suivante :
% de piégeage du radical DPPH = 𝐀𝟎 −𝐀𝟏

×𝟏𝟎𝟎
𝐀𝟎

A0 : l’absorbance du contrôle à temps t=0
A1 : l’absorbance de l’échantillon à temps (temps nécessaires pour atteindre l’état stationnaire), elle
varie suivant la substance testée et sa concentration.
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II.2.3.2 Test de piégeage du peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Cette méthode consiste à évaluer la capacité de piégeage de l’eau oxygénée (H2O2) par

une substance. Ceci a été réalisé par simple incubation de la substance à tester en présence de

H2O2. La quantité en H2O2 résiduelle dans le milieu réactionnel a été déterminée par la mesure

de son absorbance à 230 nm.

La capacité des différents composés à piéger H2O2 a été déterminée par la méthode de

Ruch et al. (1989). Pour ce faire, un volume de 2 mL de substance à tester à différentes

concentrations a été ajouté à 1 mL de solution de H2O2 (43 mM), préparé dans un tampon

phosphate à pH 7,4. La réaction a été incubée à température ambiante pendant 15 min, et

l’absorbance a été mesurée à 230 nm contre le blanc contenant le tampon phosphate sans le

peroxyde d’hydrogène. Le pourcentage de piégeage du peroxyde d’hydrogène par les composés

testés a été calculé sous la formule ci-dessous :

% de piégeage du radical H2O2= 𝐀𝟎 −𝐀𝟏×𝟏𝟎𝟎
𝐀𝟎

A0 : l’absorbance du contrôle en absence de l’échantillon
A1 : l’absorbance en présence l’échantillon

II.2.4 Étude de l’activité protectrice des globules rouges

II.2.4.1 Préparation des globules rouges de lapin

Les animaux ont été sacrifiés sous anesthésie et le sang a été prélevé par ponction

cardiaque dans des tubes à héparine. Les érythrocytes ont été isolés et conservés selon la

méthode décrite par Yuan et al. (2005). Pour effectuer cette préparation, les échantillons de

sang prélevés ont été centrifugés (1000 g, 10 minutes) à 4 °C, les érythrocytes ont été séparés

du plasma et du résidu cellulaire. Les globules rouges ont été lavés trois fois par centrifugation

(1000 g, 5 min) dans 10 volumes de phosphate 10 mM solution saline tamponnée (pH 7,4). Le

surnageant et les couches leucocytaires des globules blancs ont été soigneusement éliminés à

chaque lavage. Les érythrocytes lavés ont été conservés à 4 °C et utilisés dans les 6 heures pour

d'autres études.

II.2.4.2 Étude de l’activité hémolytique

Le protocole suivi pour étudier l’activité hémolytique de l’extrait aqueux de Garcinia
kola a été celui d’Okoka & Ere (2012). L’extrait a été testé aux concentrations de 1µg/mL et
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100 µg/mL. L’évaluation de l’activité hémolytique de l’extrait vis-à-vis des globules rouges de
lapin, a été réalisée par la mesure du pourcentage d’hémolyse. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’hémolyse dans les échantillons témoins (Témoin – (Nacl) et Témoin + (Eau
distillée)) et les échantillons traités avec l’extrait comme suite :

% d’hémolyse=𝐀𝐄 ×𝟏𝟎𝟎
𝐀𝐂

AE : Absorbance de l’échantillon.
AC : Absorbance du contrôle positive (solution hypotonique).

Pour sa réalisation, une solution d’hématie (20 %) a été préparée en mélangeant 0,2

mL d’hématie à 0,8 mL d’extrait. La solution obtenue a été incubée à 37 °C pendant 30

minutes puis centrifugée à 3000 rpm pendant 30 minutes. Après la centrifugation, une lecture

de la DO (Densité Optique) à 47 nm a été effectuée.

II.2.4.3 Test anti-hémolytique par la méthode d’AAPH

L’effet anti-hémolytique des extraits de kola (Garcinia kola) a été évalué in vitro par la

méthode de l’AAPH (2,2-azobis-2-amidino-propane-dihydrovhloride) rapportée par Zhang et

al. (2011). Pour démontrer l’effet protecteur des extraits des différentes espèces de kola sur la

préservation de l’intégrité cellulaire, essentiellement liée aux membranes des globules rouges,

les érythrocytes ont été soumis à des conditions du stress oxydant par l’ajout de l’AAPH

(2,2azobis-2-amidino-propane-dihydrovhloride). La décomposition thermique de l’AAPH

produit des radicaux libres à vitesse constante qui attaquent les membranes des globules rouges

et lorsque les antioxydants endogènes sont épuisés, les membranes des globules rouges éclatent

et l’hémolyse intracellulaire a été réalisé Bessada et al. (2015). L’acide ascorbique a été utilisé

comme standard. Le suivi de l’hémolyse a été évalué quantitativement par dosage

spectrophotométrie du taux d’hémoglobine dans le surnageant à 450 nm.

Pour ce faire, un volume 200 µL d’hématie (20 %) ont été ajouté à 200 µL

extrait/standard à 100 µg/mL. Cette solution a été incubée à 37 °C durant 30 minutes. Ensuite,

AE : Absorbance de l’échantillon,
AC : Absorbance du contrôle positif (hémolyse totale).

il y a été additionné 400 µL d’AAPH (200 mM). Cette dernière solution a été incubée à 37 °C
pendant 2 heures. Après cette dernière incubation, il a été ajouté 3 mL de PBS suivie d’une
centrifugation à 1200 rpm durant 10 minutes. Enfin la lecture de la densité optique (DO) à 540

% d’inhibition d’hémolyse = (𝟏−𝐀𝐄 )×𝟏𝟎𝟎
𝐀𝐂



15

nm a été réalisée. L’effet protecteur des différents extraits a été évalué en pourcentage (%)

d’inhibition d’hémolyse selon la formule suivante :

II.2.5 Test de l’hémostase

Les tests d’exploration de la voie intrinsèque et de la voie extrinsèque de la coagulation

sont réalisés par la méthode de Mao et al. (2009) avec quelques modifications.

II.2.5.1 Préparation du plasma pauvre en plaquettes (PPP)

La préparation du plasma pauvre en plaquette a été réalisée par la méthode décrite par

l’ordre professionnel des techniciens médicaux du Quebec (OPTMQ, 2017). Le plasma pauvre

en plaquette doit être obtenu au moins deux (2) heures après le prélèvement. Les tubes citrates

contenant du sang ont été centrifugés à 2500 rpm pendant 15 min. Le plasma centrifugé a été

prélevé et introduit dans un flacon, en laissant environ un demi-centimètre de plasma au-dessus

de la couche cellulaire constituée de globules rouges, de plaquettes et de globules blancs. Le

flacon a été centrifugé à 2500 rpm pendant 10 min. Le plasma a été prélevé une seconde fois en

évitant de prendre le fond du tube contenant des débris cellulaires.

II.2.5.2 Test d’exploration de la voie intrinsèque ou endogène de la coagulation (TCA)

Un mélange constitué de 43 µL de plasma et 7 µL d’échantillon à différentes

concentrations allant de (0,1 - 2 µg/µL) a été réalisé dans des différents tubes à essai. Ce

mélange a été incubé à 37 ° C pendant 5 minutes. Une solution d’un volume de 100 µL de

plasma a été incubée à 37 °C pendant 2 minutes puis additionnée au mélange préalablement

obtenu. Cet ensemble est ré incubé à 37°C pendant 3 minutes et la coagulation a été déclenchée

par l’addition de 100 µL d’une solution aqueuse de 0,0025 M CaCl2. Le temps de coagulation

a été alors déterminé à l’aide d’un coagulomètre depuis l’addition du calcium (déclenchement

du chronomètre) jusqu’à la formation du caillot de fibrine (arrêt du chronomètre). L’eau distillée

a été considérée comme le témoin négatif.

II.2.5.3 Test d’exploration de la voie extrinsèque ou exogène de la coagulation (TP)

Un volume de 43 µL de plasma a été introduit dans une cuvette utilisée pour réaliser les

tests de coagulation. A cet aliquote de plasma a été ajouté 7 µL d’échantillon (0 ,001-1 mg/mL)

à tester dans un tube à essai. Ce mélange a été incubé à 37 °C pendant 5 minutes. Ensuite, un

volume 200 µL de réactif de prothrombine (sang de lapin + chlorure de calcium) préchauffé à
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37 °C pendant 30 minutes puis a été additionné et le temps de coagulation a été enregistré à

l’aide d’un coagulomètre. Le tube contenant le plasma avec le liquide dans lequel l’échantillon

a été dissous (eau distillée) a été considéré comme témoin négatif.

II.2.6 Toxicité aigüe de l’extrait aqueux des graines de Garcinia kola

La toxicité orale aiguë de l'extrait des graines de Garcinia kola a été réalisée

conformément à la ligne directrice de l'OCDE 423. Ainsi, neuf (9) rattes ont été divisées en

trois groupes de trois animaux. Le premier groupe a reçu de l'eau distillée utilisée comme la

solution référence (lot témoin), et les deux autres groupes ont été traités avec 2000 et 5000

mg/kg p.c. de l'extrait (lot expérimental). Pour étudier les changements de comportement, les

rats traités ont été observés toutes les 30 min pendant une durée de deux (2) heures. La mortalité

des animaux a été appréciée après 24 heures et la toxicité de l'extrait a été déterminée Mandal

et al. (2001).

II.2.7 Évaluation de l’extrait aqueux des graines de Garcinia kola sur le temps de

saignement

Le modèle d'hémorragie de la queue de rat est l'un des modèles les plus couramment

utilisés pour les études précliniques d'efficacité des agents hémostatiques Broekema et al.

(2016) ; Sogut et al. (2020). L'activité hémostatique in vivo de l'extrait de graines de Garcinia

kola a été étudiée comme décrit par Broekema et al. (2016). A cet effet, vingt (20) rats de sexe

mâle et femelle ont été répartis en cinq (5) groupes de quatre animaux. De l'eau distillée a été

administrée par voie orale au groupe témoin. Le deuxième groupe a reçu de la phytoménadione

(15 mg/kg de poids corporel, témoin positif). Les trois autres groupes (groupes expérimentaux)

ont été prétraités par voie orale avec 250, 500 et 1000 mg/kg de poids corporel de l'extrait

pendant quatre jours. Les rats traités ont été anesthésiés avec de la kétamine (100 mg/kg de

poids corporel) et le bout de leur queue a été coupé pour induire un saignement. Le site du

saignement a été doucement tamponné avec du papier filtre toutes les 30 s, jusqu'à l'arrêt du

saignement. Le temps d'arrêt du saignement a été de 20 minutes. Ainsi, des précautions ont été

prises pour qu'aucune pression ne soit exercée sur les extrémités de la queue qui pourrait affecter

l'hémostase.
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II.2.8 Analyse hématologique

Les échantillons de sang ont été prélevés sur des rats utilisés pour réaliser l’étude du

temps de saignement, dans des tubes à héparine. Un analyseur d'hématologie (Sysmex XN1000,

Japon) a été utilisé pour déterminer la numération plaquettaire. Cet automate était capable de

mesurer plusieurs autres paramètres tels que le nombre de globules blancs, le nombre de

globules rouges etc. Le sang a été prélevé, dilué puis, se déplacé à travers un tube suffisamment

fin pour que les cellules passent une à la fois. Les caractéristiques de la cellule ont été mesurées

à l'aide de lasers (cyrtométrie en flux de fluorescence) ou d'impédance électrique.

II.2.9 Analyse statistique

Le traitement statistique des données a été réalisé avec les logiciels Microsoft Excel

Office version 2016, GraphpadPrism version 7 (Microsoft, San Diégo Californie, USA). Les

valeurs ont été exprimées sous forme de moyenne plus erreur standard sur la moyenne (moyenne

± esm).
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TROISIÈME PARTIE :
RESULTATS ET DISCUSSION

III.1 RESULTATS

III.1.1 Criblage phytochimique de l’extrait

Le tri phytochimique de l’extrait aqueux des graines de Garcinia kola a montré la

présence de stérols et de polyterpènes, de polyphénols, d’alcaloïdes dans l’extrait. Le résultat

de cette étude est consigné dans le tableau II.

Tableau II: Résultat du criblage phytochimique de l’extrait aqueux de Garcinia kola

COMPOSE RECHERCHE TEST OU REACTIFS RESULTAT

STEROLS ET POLYTERPENES LIEBERMANN +

POLYPHENOLS CHLORURE FERRIQUE +

FLAVONOÏDES CYANIDINE -

SAPONOSIDES AGITATION VIGOUREUSE -

COMPOSE QUINONIQUES BORNTRAESGER -

ALCALOÏDES

DRAGENDORFF

BOUCHARDAT

+

+

CATECCHIQUE
TANINS

GALLIQUES

STIASNY ACIDE
CHLORHYDRIQUE

-

-
(+) : Présence du composé

(-) : Absence du composé

III.1.2 Activité hémolytique de l’extrait

Des globules rouges de lapin ont été utilisés pour évaluer l'activité hémolytique de

l'extrait aqueux de Garcinia kola (EAgk). Les résultats de cette expérience révèlent que l’EAgk

a induit aux concentrations respectives de 10-1 et 10-3 mg/ mL. Des pourcentages d’hémolyse

de 12,66 ± 2,3 % et 13, 85 ± 4,5 %. Tandis que l'eau distillée (témoin positif) et la solution

saline NaCl 0,9 % (solution isotonique ou eau physiologique) ont permis d’avoir des
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pourcentages d’hémolyse respectifs de 90,1 ± 10,2 % et de 10,04 ± 2,26 %. Ces résultats

montrent ainsi que l'EAgk aux 2 concentrations ont une activité protectrice proche de celle de

la solution saline NaCl 0,9 % car n’ayant pas produit aucun effet nocif sur les érythrocytes.

Contrairement à ces resultats, l'eau distillée (solution hypotonique) qui a été utilisée comme

solution de référence a montré une activité hémolytique significative (p ˂ 0,001, n = 4) (Figure

3).

Figure 3: Effets hémolytiques de l'EAgk, de l'eau distillée et de la solution saline (NaCl 0,9 %).

L'activité hémolytique de l'EAgk était très proche de celle de la solution saline (témoin négatif).

L'eau distillée (témoin positif) a montré des effets d'hémolyse significatifs (***p ˂ 0,001, n=4).

III.1.3 Activité anti hémolytique de l’extrait

Les résultats de ces tests ont permis d’avoir un pourcentage d’inhibition de l’hémolyse

dose-dépendante de l’EAgk et l’acide ascorbique (témoin positif) avec des valeurs de CI50

respectives de 1,02 ± 0,2 mg/mL contre 0,65.10-2 ± 0,5 mg/mL. Ces résultats révèlent ainsi que

tout comme l'acide ascorbique, l’EAgk a un effet de protection de l’intégrité membranaire des

hématies par la résistance aux conditions de stress oxydant des érythrocytes. Cependant, l’acide

ascorbique (antioxydant de référence) a un meilleur pourcentage d’inhibition de l’hémolyse

induite par l’AAPH (p ˂  0,001, n = 4). Ces résultats montrent ainsi que ces deux produits utilisés

ont une activité anti-hémolytique avec un meilleur potentiel pour l’acide ascorbique (Figure 4)



20

Figure 4: Effets anti hémolytiques de l'EAgk et de l'acide ascorbique sur l'hémolyse induite par
l'AAPH.

L'EAgk et l'acide ascorbique ont inhibé l'hémolyse avec des valeurs de CI50 de 1,02 ±0,2 et 0,65.10-2 mg/Ml
respectivement. La différence entre les valeurs d'EAgk et d'acide ascorbique est significative (***p˂0,001, n = 4).

III.1.4 Activité antiradicalaire de l’extrait en présence de DPPH

Les tests de piégeage du radical DPPH ont permis de montrer que l’EAgk à la

concentration de 10-1 mg/mL et l’acide ascorbique (antioxydant de référence) ont de bonnes

activités de piégeage des radicaux DPPH avec des valeurs de CI50 respectives de 3, 2.10-2 ± 0,

12 mg/ mL et 1,4.10-3 ± 0,2 mg/ mL doses-dépendantes. Ces résultats ont aussi révélé que

l’acide ascorbique a un meilleur pourcentage d’inhibition du DPPH (83, 68 ± 2,36 %) que celui

de l’EAgk (74,14 ± 4,21 %) (Figure 5)

Concentration log (mg /mL)

Figure 5: Effets anti radicalaires de l'EAgk et de l'acide ascorbique vis-à-vis du radical
DPPH.
L'EAgk et l'acide ascorbique ont inhibé les radicaux libres DPPH avec des valeurs de CI50 respectivement de 3,
2.10-2 ±0, 12 et 4,10-3 ± 0,2 mg/ml.
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III.1.5 Activité antiradicalaire de l’extrait aqueux en présence de peroxyde d’hydrogène.

Le test de piégeage du peroxyde d’hydrogène (H2O2) a révélé que l’EAgk à la

concentration de 10-1 mg/mL et l’acide ascorbique ont induit des pourcentages d’inhibition du

peroxyde d’hydrogène respectifs du 26,85 ± 2,41 % et de 32,57 ± 2,3 % avec des valeurs de

CI50 respectives de 1,01 ± 0,5 mg/mL de 0,52.10-1 ± 0,1 mg/mL doses-dépendantes (Figure 6).

Concentration log (mg /mL)

Figure 6: Effets antiradicalaires de l'EAgk et de l'acide ascorbique vis-à-vis du peroxyde
d'hydrogène.

L'EAgk et l'acide ascorbique inhibent le radical peroxyde avec des valeurs CI50 de 1,01± 0,5 et 0,52.10-1 ± 0,1

mg/ml respectivement.

III.1.6 Activité hémosatique de l’extrait aqueux

�Effets de l’extrait aqueux de Garcinia kola sur le temps de céphaline activée (TCA)
Le test d’exploration de la vie intrinsèque ou endogène a permis de voir que l’extrait

aqueux des graines de Garcinia kola (EAgk) et la phytoménadione (vitamine k1) ont

provoqué une diminution de dose-dépendante du temps de céphaline activée aux différentes

concentrations utilisées. Néanmoins, cette régression est très importante à la concentration

de 1 mg/mL. Ces diminutions n’étaient pas significatives par rapport au témoin négatif qui

était de l'eau distillée (p ˃ 0, 05, n = 4). Les résultats sont représentés (Figure 7).
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Figure 7: Effets de l'EAgk et de la phytoménadione sur le temps de céphaline activée (TCA) in
vitro.

L'EAgk et la phytoménadione ont diminué le temps de coagulation de manière concentration dépendante par voie

intrinsèque. Cette diminution n'était pas significative (ns p ˃ 0,05, n = 4).

�Effets de l’extrait aqueux de Garcinia kola sur le temps de prothrombine (TP)

Le test d’exploration de la voie extrinsèque ou exogène de la coagulation a révélé que le

temps de prothrombine n’a pas été affecté par l’application de l’EAgk et la phytomenadione

(vitamine K1). Les effets de l’EAgk et du phytomenadione (Figure 8).

Figure 8: Effets de l'EAgk et de la phytoménadione (vitamine K1) sur le temps de
prothrombine in vitro

L'EAgk et la phytoménadione n'ont pas affecté le temps de coagulation par voie extrinsèque.
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III.1.7 Toxicité aigüe de l’extrait aqueux

Toxicité aigüe de l’extrait aqueux des graines de Garcinia kola a montré que l’EAgk à

la dose de 5000 mg/kg de poids corporel n’a provoqué aucune mortalité chez le rat. Cependant

à la même dose, l'EAgk a induit une modification générale du comportement du rat par

rapport au groupe témoin. Ils sont devenus remarquablement calme et sont restés en groupe au

coin de la cage. Leur mouvement spontané a été réduit pendant 2 heures.

III.1.8 Effets de l’extrait aqueux des graines de Garcinia kola sur le temps de saignement

Le temps de saignement a été raccourci chez les rats traités avec différentes doses (250,

500 et 1000 mg/kg de poids corporel) de l'extrait aqueux des graines de Garcinia kola par

rapport au groupe témoin. La diminution du temps de saignement a été dose-dépendante. Il a

été démontré que les groupes de rats traités avec EAgk (1000 mg/kg pc) et phytoménadione (15

mg/kg pc) ont réduit significativement les saignements avec des valeurs de temps de 157,5 ±

18,9 s et 127,5 ± 25,5 s respectivement, par rapport aux rats témoins (420 ± 27,3 s) (p ˂ 0,001,

n = 4) (Figure 9).

Figure 9: Effets de l'EAgk et de la phytoménadione (vitamine K1) sur le temps de saignement
in vivo.
L'EAgk (1 000 mg/kg de poids corporel) et la phytoménadione (15 mg/kg de poids corporel) ont considérablement

réduit le temps de coagulation (***p ˂ 0,001, n = 4).

III.1.9 Effets de l’extrait aqueux sur le taux de plaquettes sanguines

Les effets de l’extrait aqueux sur le taux de plaquettes sanguines a révélé que la

numération plaquettaire a augmenté chez les rats traités avec différentes doses (250, 500 et 1000

mg/kg de poids corporel) de l'extrait aqueux des graines de Garcinia kola par rapport au groupe

témoin de rats. Cette augmentation du nombre de plaquettes a été dose-dépendante. Il a été
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démontré que les groupes de rats traités avec EAgk (1000 mg / kg de poids corporel) et

phytomenadione (15 mg / kg de poids corporel) ont augmenté de manière significative le

nombre de plaquettes par rapport au groupe témoin (p ˂ 0,1 ; p ˂ 0,01, n = 4) (Figure 10).

Figure 10: Effets de l'EAgk et de la phytoménadione sur la numération plaquettaire ex vivo.

L'EAgk (1000 mg/kg de poids corporel) et la phytoménadione ont augmenté de manière significative le

nombre de plaquettes (* p ˂ 0,1 ; **p ˂ 0,01 ; n = 4).

III.2. DISCUSSION

Les propriétés anti-radicalaires de l'extrait des graines de Garcinia kola pourraient être

attribuées à la présence de composés phénoliques révélés par un criblage phytochimique. Les

polyphénols sont responsables de nombreuses activités pharmacologiques telles que leur

capacité à piéger les radicaux libres et leur activité hémostatique Triratana et al. (1991) ;

Nanasombat & Teckchuen (2009).

Selon l'ordre professionnel des technologues médicaux du Québec, il est fortement

déconseillé d'effectuer une analyse d'hémostase sur un échantillon hémolysé (OPTMQ, 2017).

Les échantillons hémolytiques ne conviennent pas aux tests de coagulation en raison de la

libération d'hémoglobine, de composants intracellulaires et de substances thromboplastiques à

partir de cellules sanguines endommagées Lippi et al. (2006).

L’étude des activités hémolytiques et anti-hémolytiques de l'extrait des graines de

Garcinia kola a été entreprise pour apprécier la capacité de l'extrait à protéger les globules

rouges contre l'hémolyse. La préincubation des globules rouges avec l'extrait des graines de

Garcinia kola n'a montré aucun effet nocif sur les cellules. De plus, l'extrait a inhibé l'hémolyse

induite par le 2,2′-azobis di chlorhydrate de (2-méthylpropionamidine) (AAPH). À température
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physiologique, l'AAPH peut se décomposer pour générer des radicaux alkyles qui initient la

peroxydation lipidique et l'hémolyse Hsin-Ling et al. (2017). L'action protectrice de l'extrait de

graines de Garcinia kola contre l'hémolyse peut être due à la capacité de l'extrait à piéger le

radical hydrazyl 2, 2-diphényl-1-picryl et le radical peroxyde évalués dans notre étude.

Dans les expériences ex vivo, l'extrait de Garcinia kola et la vitamine K1 ont augmenté

le nombre de plaquettes. La corrélation entre la numération plaquettaire et le temps de

saignement a été rapportée par plusieurs auteurs. La numération plaquettaire a été

significativement plus faible et le temps de saignement significativement prolongé chez les

patients atteints de prééclampsie par rapport au groupe témoin Ramanathan et al. (1989). De

plus, une numération plaquettaire élevée a été associée à un risque multiplié par 1,8 de

thrombose artérielle dans le cerveau Warny et al. (2019). Ainsi, l'augmentation du nombre de

plaquettes induite par l'extrait de graines de Garcinia kola pourrait justifier les effets de

raccourcissement du temps de saignement.

L'extrait de Garcinia kola et la phytoménadione ont raccourci le temps de céphaline

activée in vitro alors que le temps de prothrombine n'a pas été affecté. Cependant, la diminution

du temps de céphaline activée n'a pas été pas significative. L'extrait pourrait agir par la voie

intrinsèque de la coagulation. Cette voie fait intervenir les protéines plasmatiques, les facteurs

VIII, IX, XI et XII ; et la prékallikréine Wheeler & Galiani (2016).

Il est bien documenté dans la littérature que la phytoménadione renforce la coagulation, mesurée

par la diminution du temps de prothrombine et l'augmentation de l'activité des facteurs de

coagulation dépendant de la vitamine K et de la génération de thrombine Dahlberg et al. (2021).

Les effets de la vitamine K1 sur le temps de prothrombine dans cette étude sont différents de

ceux obtenus dans nos expériences. Cette différence peut être due aux conditions

expérimentales qui ne sont pas les mêmes.
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La présente étude indique que l'extrait aqueux des graines de Garcinia kola raccourcit

le temps de saignement, diminue le temps de céphaline activée et augmente le nombre de

plaquettes. L'extrait a protégé les globules rouges du sang contre l'hémolyse et impliquerait la

coagulation sanguine par voie intrinsèque. Les graines de Garcinia kola possèdent des

propriétés hémostatiques. Cette propriété est justifiée par la présence de composants coagulants

dans l'extrait. D'autres études sont nécessaires pour isoler le composant coagulant et pour mieux

comprendre le mécanisme de son action pharmacologique.
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Rats wistar Oryctolagus cuniculus

Annexe 2 : Matériel technique

Un bain marie Une balance à précision
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RESUME

Objectif : Les graines de Garcinia kola (EAgk) (Clusiaceae) contiennent des composants
coagulants utilisés pour prétraiter les eaux usées d'aquaculture au Nigeria. Ce travail a été
entrepris pour évaluer les effets de l'EAgk sur la coagulation sanguine en raison de son contenu.
Méthodes : Cinq groupes de quatre rats des deux sexes (200 ± 5 g) ont reçu de l'eau distillée
par voie orale, de la phytoménadione (15 mg/kg p.c.) et de l'extrait de graines de garcinia kola
(250, 500 et 1000 mg/kg p.c.) pendant quatre jours et après cette période, le temps de
saignement a été mesuré par le modèle d'hémorragie de la queue. Le temps de céphaline activée
(TCA) et la numération plaquettaire ont été déterminés respectivement par un coagulomètre et
un analyseur hématologique. La protection des globules rouges sanguins par l'EAgk a été
mesurée par les méthodes d'hémolyse induite par le dichlorhydrate de 2,2′-azobis
(2méthylpropionamidine) (AAPH) et l'inhibition du radical 2, 2-diphényl-1-picryl hydrazyl
(DPPH) et du peroxyde d'hydrogène. Résultats : EAgk à 1 000 mg/kg de p.c. induit une
diminution significative du temps de saignement de 420 ± 27, 3 s à 157,5 ± 18, 9 s. Le taux de
plaquettes du groupe de rats traités avec EAgk (1000 mg/kg de poids corporel) a augmenté de
manière significative (p ˂ 0,01, n = 4). L'application d'EAgk a diminué le TCA de manière
concentration- dépendante (p ˃ 0, 05, n = 4). EAgk a inhibé l'hémolyse, le radical DPPH et le
peroxyde d'hydrogène avec des valeurs d’IC50 de 1, 02 ± 0, 2 ; 3, 2.10-2 ±0, 12 et 1,01 ± 0,5
mg/mg respectivement. Conclusion : L'EAgk présente des effets hémostatiques, ce qui pourrait
justifier la présence de composants coagulants dans l'extrait. L'activité protectrice des
érythrocytes des graines de Garcinia kola peut être due à l'inhibition des radicaux libres et du
peroxyde d'hydrogène.
Mots clés : Garcinia kola, Hémostatique, Antihémolytique, Temps de saignement, plaquette.

ABSTRACT

Objectives : Garcinia kola seeds (EAgk) (Clusiaceae) contains coagulant components use to
pretreat aquaculture wastewater in Nigeria. This work was undertaken to assess the effects of
EAgk on blood coagulation because of its contents. Methods : Five groups of fours rats of both
sexes (200 ± 5 g) received orally distilled water, phytomenadione (15 mg/kg b.w) and garcinia
kola seeds extract (250, 500 and 1000 mg/kg b.w.) for four days and after this period, bleeding
time was measured by tail hemorrhage model. Activated partial thromboplastin time (aPTT)
and platelet count were determined by coagulometer and hematological analyzer respectively.
Blood red cells protection of EAgk was measured by the methods of 2,2′-Azobis
(2methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)-induced hemolysis and inhibition of 2,
2Diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) radical and hydrogen peroxide. Results: EAgk at 1000
mg/ kg b.w. induced a significant decrease of bleeding time from 420 ± 27, 3 s to 157.5 ± 18, 9
s. The platelet count of group of rat treated with EAgk (1000 mg/ kg b.w) increased significantly
(p ˂ 0,01, n = 4). EAgk application, decreased aPPT in a concentration-dependent manner (p ˃
0, 05, n = 4). EAgk inhibited hemolysis, DPPH radical and hydrogen peroxide with IC50 values
of 1, 02 ±0, 2; 3, 2.10-2 ±0, 12 and 1, 01± 0.5 mg / mg respectively. Conclusions : EAgk exhibits
hemostatic effects, which could justify the presence of coagulant components in the extract.
Erythrocytes protective activity of Garcinia kola seeds may be due to free radicals and
hydrogen peroxide inhibition.
Keywords : Garcinia kola, Hemostatic, Antihemolytic, Bleeding time, platele
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