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INTRODUCTION 
La gestion de population de rongeurs est un enjeu majeur de santé publique. En effet, les 

rongeurs sont à l’origine de pertes de récoltes céréalières mondiales importantes posant un 

problème pour la sécurité du marché agroalimentaire et à la sécurité du métier d’agriculteur. A 

l’échelle mondiale, on estime à 77 millions de tonnes de nourriture perdues chaque année à 

cause des rongeurs nuisibles. Par exemple, en Asie, la consommation annuelle de cultures 

vivrières par les rongeurs pourrait nourrir 200 millions de personnes. Les dommages causés par 

les rongeurs avant et après récolte affectent environ 280 millions de personnes sous alimentées 

dans le monde. Les rongeurs consomment et détruisent chaque année des millions de tonnes de 

cultures et des céréales stockées dans le monde via leur urine, leurs parasites, leurs excréments, 

leurs poils et leurs sécrétions (1). 

De plus, les rongeurs sont donc des vecteurs de maladies infectieuses pour l’Homme telles que 

la leptospirose (2) ou la salmonellose (3) ainsi que pour les animaux telles que la 

cryptosporidiose ou la campylobactériose entre autres (3). Un certain nombre de maladies et de 

parasites se transmettent par l'urine, la salive et les excréments des rongeurs. Ces maladies sont 

généralement transmises aux humains via l'urine et les excréments ou via des hôtes lorsqu'elles 

interagissent avec les plantes cultivées et les humains (1). Ils dégradent également les biens et 

les installations abimant les câbles électriques et pouvant causer des coupures d’électricité et 

des incendies sans parler de l’impact négatif sur la faune, perturbant des écosystèmes fragiles 

(3).  

Dans le but de gérer cette problématique, 2 types de règlementation concernant les rodenticides 

ont été créées : des produits phytopharmaceutiques à destinée des protections des cultures 

agricoles et des biocides à destinée des milieux bâtis (3). Ces substances actives, autrefois à 

base de trioxyde d’arsenic ou de thallium, sont aujourd’hui le plus souvent des anticoagulants 

antivitamine K, provoquant ainsi la mort de l’animal par blocage de la coagulation. 

Ces anticoagulants présentent l’avantage de ne pas créer une aversion alimentaire, phénomène 

récurrent chez le rongeur consistant à éviter un aliment que l’animal associe à un trouble interne, 

par un mécanisme d’apprentissage (4). 

Les différentes générations de rodenticides ont un mécanisme d’action impliquant la cascade 

de la coagulation et le cycle de la vitamine K. En effet, la consolidation du thrombus 

plaquettaire nécessite une cascade de réactions impliquant les voies extrinsèques, intrinsèques 

et communes pour ainsi activer les facteurs de coagulation et former un réseau de fibrine. La 

dihydrovitamine K (KH2) intervient comme cofacteur d’une carboxylase qui transforme des 
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molécules d’acide glutamique en acide gammacarboxyglutamiques, permettant de fixer le 

calcium. Au cours de cette réaction, la KH2 est oxydée en vitamine K époxyde (KO). Cette 

réaction permet la maturation de certains facteurs pro coagulants en se fixant sur les 

phospholipides de la membrane. Ultérieurement, il est nécessaire de réduire la KO en sa forme 

réduite par l’intermédiaire d’une enzyme appelée vitamine K époxyde réductase ou VKOR, 

cible de nombreux anticoagulants (5). 

Il existe 2 générations d’anticoagulants utilisés comme rodenticides : la première génération 

d’anticoagulants avec le coumaphène et les indane-1,3-dione où les premiers signes de 

résistance chez les rongeurs ont vu le jour en 1960 et la seconde génération d’anticoagulants 

comportant des molécules avec un effet très rémanent persistant plusieurs mois, même après 

une seule prise, ce qui provoque un problème d’écotoxicité des prédateurs des rongeurs et des 

animaux non prédateurs qui mangeraient ces appâts (6). Cette deuxième classe est apparue afin 

de pallier les problématiques de résistance créée par la première génération d’anticoagulants 

rodenticides. 

D’après la littérature scientifique, il existerait également des molécules naturelles ayant des 

propriétés anticoagulantes inhibant l’enzyme VKOR, comme le lapachol ou le férulenol ou bien 

inhibant les facteurs de coagulation comme les molécules trouvées dans le curcuma ou l’ail (7) 

(8). 

Le lapachol est un composé naphtoquinone naturel obtenu de plusieurs espèces végétales, 

principalement des bignoniacées et est un inhibiteur naturel de la VKOR, comme la warfarine 

(7). 

D’autres extraits de plantes possèdent des propriétés jouant sur les facteurs de coagulation 

comme le curcuma qui présente un grand nombre d’effets positifs sur l’agrégation plaquettaire 

et la fibrinolyse grâce à son curcuminoïde de type poly phénolique, la curcumine. Il provient 

de l’Inde et de l’Asie de l’Est et est notamment utilisé à des fins culinaires et de médecine 

traditionnelle. La curcumine possède énormément de propriétés telles que des propriétés anti 

oxydantes, anti-inflammatoire, immunomodulatrice, anti-arthrite, antidépressives, régulation 

des lipides, entres autres. Des nombreuses études montrent l’intervention de la curcumine au 

niveau de la cascade de la coagulation, bloquant le facteur Xa et IIa conduisant à l’inhibition 

de la transformation du fibrinogène à la fibrine au niveau de la voie commune de la coagulation 

(8). 
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Ce travail de thèse d’exercice de pharmacie porte donc sur la recherche d’une potentielle 

synergie entre le lapachol, inhibiteur du cycle de la vitamine K, et la curcumine, inhibiteur 

direct de la thrombine, dans le but de développer un nouveau rodenticide anticoagulant naturel 

à base des plantes qui pallierait les limites des générations précédentes de rodenticides. 

Ainsi, de nombreuses expérimentations in vitro, in vivo et ex vivo seront réalisées afin de 

répondre à cette problématique.  
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PARTIE 1 : RAPPEL HISTORIQUE ET 

BIBLIOGRAPHIQUE 
 

L'hémostase est le processus physiologique permettant l’arrêt du saignement. Elle est composée 

d’une suite d’événements physiologiques et biochimiques, finissant par la formation d'un 

thrombus stable qui scelle le vaisseau sanguin (9). 

Elle se décompose en 3 étapes (10) : 

- L’hémostase primaire : première étape d’urgence du contrôle hémorragique, conduisant au 

thrombus plaquettaire en une durée de 3 à 5 minutes. 

- L’hémostase secondaire ou coagulation plasmatique : consolidation d’un réseau protéique 

de fibrine qui forme un thrombus plaquettaire emprisonnant des globules rouges ; en une durée 

de 5 à 10 minutes. 

- La fibrinolyse : étape assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse 

fibrinoplaquettaire à l’issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 à 72 heures. 

L’hémostase primaire et la coagulation commencent de façon simultanée, afin d’empêcher 

qu’une grande quantité de sang quitte l’organisme par la brèche vasculaire, et ainsi conserver 

l’oxygénation des organes. L’hémostase prévient donc la formation d’hémorragies spontanées. 

Cependant, une hémostase trop efficace pourrait causer des thromboses, bouchant ainsi les 

vaisseaux. Une régulation de ce processus physiologique est donc nécessaire (10). 
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1. L’hémostase primaire 
L’hémostase primaire correspond à l’ensemble des mécanismes physiologiques permettant 

l’obturation initiale de la brèche vasculaire et initiant le début de sa réparation. Le thrombus 

blanc est le produit final de l’hémostase primaire, quatre acteurs principaux dominent cette 

phase (10) : 

- Les composants de la paroi vasculaire 

- Les plaquettes sanguines 

- Le facteur de Willebrand 

- Le fibrinogène 

1.1   Composants de la paroi vasculaire 
La composition anatomique des vaisseaux repose sur un assemblage de plusieurs couches 

cellulaires et non cellulaires variant selon la nature et le calibre vasculaire. De l’intérieur vers 

l’extérieur, nous retrouvons la monocouche de cellules endothéliales, les cellules musculaires 

lisses et la couche externe de tissu conjonctif ou adventice (10). 

L’hémocompatibilité des cellules endothéliales au repos est la propriété fondamentale de la 

paroi vasculaire qui permet l’équilibre physiologique des mécanismes d’hémostase. Celle-ci 

permet donc de prévenir l’activation du système de la coagulation en étant thromborésistante. 

En revanche, lorsque les cellules endothéliales sont activées, notamment les structures sous 

endothéliales, elles deviennent hautement thrombogènes. Toute rupture de l’intégrité de la 

couche endothéliale met à nu les structures sous endothéliales qui, en contact direct avec le sang 

circulant, déclenchent les phénomènes de l’hémostase primaire et secondaire à l’origine d’un 

thrombus (10). La figure 1 montre une représentation schématique des cellules endothéliales et 

musculaires lisses au sein des artères et veines. 
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Figure 1 : Cellules endothéliales et cellules musculaires lisses d’une artère (gauche) et d’une veine (droite). 

Fédération française de cardiologie 2021. 

 

Les cellules endothéliales tapissent la surface interne de la lumière vasculaire et forment une 

monocouche de cellules cohésives dont les propriétés varient en fonction de leur état 

d’activation : thrombomodulation, production protéique, perméabilité sélective assurant les 

échanges entre le sang et le milieu intérieur. Elles sont arrimées sur une couche de 

macromolécules qu’elles synthétisent elles-mêmes et qui sont très thrombogènes : collagène, 

fibronectine, laminine, facteur de Willebrand, glycosaminoglycanes (10). 

La thromborésistante de la cellule endothéliale est assurée par des propriétés telles que la charge 

ionique négative de la membrane, l’agencement antiadhésif des protéines de surface, la 

production locale de médiateurs antiagrégants plaquettaires, d’inhibiteurs de la coagulation ou 

encore d’activateurs de la fibrinolyse (10). 

La thrombogénicité de la cellule endothéliale s’exprime à travers la modulation de ces 

propriétés induite par divers médiateurs activateurs comme les endotoxines bactériennes, les 

cytokines pro-inflammatoires ou encore la thrombine. La cellule endothéliale activée exprime 

des protéines prothrombotiques à sa surface membrane déclenchant les phénomènes 

d’adhésion, agrégation plaquettaire ou la coagulation (10). 

La cellule endothéliale est le siège de la production de nombreuses molécules impliquées dans 

l’hémostase (10) :  

- Le collagène, une des principales protéines prothrombogène 
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- Le facteur tissulaire, récepteur du facteur VII 

- La thrombomoduline, permettant l’activation de la protéine C 

- Les protéines vasoactives (monoxyde d’azote vasodilatateur ou endothéline vasoconstrictrice) 

- Les protéines modulant à la fois l’activité plaquettaire et la vasomotricité telles la prostacycline 

(antiagregante et vasodilatatrice) ou la thromboxane (proagregante et vasoconstrictrice) 

Les cellules musculaires lisses assurent le tonus vasomoteur, à travers du système nerveux 

autonome et de médiateurs chimiques vasoactifs comme le monoxyde d’azote et l’endothéline, 

produits par la cellule endothéliale (10). 

 

1.2   Plaquettes sanguines 
Les plaquettes sont des cellules anucléées produites après la fragmentation cytoplasmique de 

leurs précurseurs mégacaryocytaires dans la moelle osseuse. Leurs structures est en accord avec 

leurs fonctions d’adhésion à l’endothélium et d’autoagrégation : 

- Membrane cytoplasmique : est constituée d’une double couche lipidique où des glycoprotéines 

hydrophobes riches en acide sialique s’arriment, ce qui permet de déterminer la charge négative 

de cette membrane. Les phospholipides constituent 80% des lipides situés dans la membrane 

cytoplasmique. A l’état de repos plaquettaire, ils sont polarisés au niveau du feuillet interne. A 

l’état d’activation plaquettaire, ils sont exposés vers le feuillet externe de la membrane, étant 

ainsi au contact des composants plasmatiques et assurant donc leur fonction procoagulante. 

Concernant les glycoprotéines, elles jouent un rôle de récepteur qui permet de transmettre un 

signal vers les structures cytoplasmiques. Les 2 types de glycoprotéines dont les fonctions sont 

les plus connues, sont le complexe gpIb/IX, récepteur du facteur de Willebrand jouant un rôle 

dans l’adhésion plaquettaire à l’endothélium, et le complexe gpIIb/IIIa, récepteur du 

fibrinogène jouant un rôle dans l’agrégation plaquettaire (10). 

- Système membranaire complexe intracytoplasmique : définit la cellule plaquettaire ainsi que 

ses fonctions sécrétrices. Le système canaliculaire ouvert correspond à un réseau membranaire 

constitué d’invaginations de la membrane plasmique et son rôle est de permettre l’écoulement 

et le stockage des substances des granulations plaquettaires. En revanche, le système tubulaire 

dense n’est pas ouvert sur l’extérieur et correspond à un lieu de stockage du calcium utilisé par 

les structures contractiles (5). 

- Système microtubulaire et microfibrillaire : représente l’appareil contractile de la cellule 

plaquettaire. Au repos, il permet le maintien de sa forme discoïde ; pendant son état 
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d’activation, il est caractérisé par ses mouvements et changements de forme, via deux 

principales protéines contractiles : l’actine et la myosine (10). 

- Système de granulations intracytoplasmiques : il existe 3 types de granules 

intracytoplasmiques, chaque type de granule est individualisable et présente un rôle de 

stockage. Les granules alpha sont les plus nombreux et contiennent des facteurs de la 

coagulation et des cytokines. Les granules denses sont les moins nombreux et contiennent des 

substances proagrégantes et vasoactives. Les lysosomes sont le lieu de stockage de diverses 

enzymes à activité antibactérienne ou protéolytique (10). 

La figure 2 montre la représentation schématique d’une plaquette avec ses différents 

composants. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique d’une plaquette. G  : granules  ; Gd : granules denses ; Ly : lysosomes ; 

sco : système canaliculaire ouvert ; mit : mitochondrie ; std : système tubulaire dense. de Revel T. Physiologie de 

l’hémostase The Normal Haemostatic Process. 

 

1.3   Facteur de Willebrand 
Il s’agit d’une protéine produite par les cellules endothéliales ainsi que par les mégacaryocytes. 

Son précurseur correspond à un monomère composé de 2050 acides aminés et avec un poids 

moléculaire de 270kDA qui se polymérise secondairement en facteur de Willebrand de haut 

poids moléculaire pour être stocké par la cellule endothéliale, avant d’être libéré dans la 

circulation (10). 

Le facteur de Willebrand assure l’adhésion des plaquettes aux cellules endothéliales déjà 

activées, ou au sous-endothélium, par le biais de son récepteur plaquettaire gpIb/IX. Il 

représente donc la protéine qui transporte le facteur VIII ou facteur antihemophilique A (10). 
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1.4   Fibrinogène 
Protéine soluble synthétisée par le foie, substrat final de la coagulation qui est transformé en 

fibrine insoluble par la thrombine. Le fibrinogène exerce un rôle important au niveau de 

l’hémostase primaire en assurant les ponts moléculaires interplaquettaires à l’origine des 

agrégats plaquettaires (10). 

 

1.5   Les différentes étapes de l’hémostase primaire 
L’hémostase primaire est caractérisée par la rapidité de sa génération mais aussi par sa fragilité, 

nécessitant une consolidation secondaire par un réseau de fibrine, produit final des processus 

enzymatiques de la coagulation plasmatique. Plusieurs étapes permettent la formation du clou 

plaquettaire : la vasoconstriction, l’adhésion des plaquettes au sous-endothélium, l’activation 

et la sécrétion plaquettaire et l’agrégation des plaquettes entre elles aboutissant au clou 

plaquettaire (10). 

Secondairement à la constitution de la brèche vasculaire, la première étape correspond au temps 

vasculaire : il s’agit d’une vasoconstriction provoquant une diminution du calibre vasculaire, 

ralentissant donc le débit sanguin. Il permet une diminution des pertes et une stase circulatoire 

qui favorise la mise en place des différentes étapes de l’hémostase. Cette vasoconstriction est 

induite par l’élasticité de la tunique sous -endothéliale des cellules musculaires lisses mais 

également par le système nerveux neurovégétatif innervant les structures vasculaires (10). 

L’adhésion plaquettaire est un phénomène passif induit par la rencontre des plaquettes 

circulantes avec les structures sous-endothéliales hautement thrombogènes mises à nu par la 

rupture de la couche endothéliale. La fixation du facteur de Willebrand au collagène qui 

s’arrime à la membrane plaquettaire par son récepteur, la gpIb, permet l’adhésion plaquettaire. 

D’autres glycoprotéines participent à cette adhésion, étape indispensable à leur activation (10). 

L’activation plaquettaire est caractérisée par deux phénomènes principaux, leur changement 

de forme et leur activation métabolique. Ces deux phénomènes nécessitent de l’énergie ainsi 

que des ions calcium intracytoplasmiques disponibles afin d’activer le système contractile 

actine-myosine. Lorsque les plaquettes sont activées, leur forme devient sphérique émettent des 

pseudopodes et s’éparpillant sur la surface d’adhésion. Les granules intracytoplasmiques 

fusionnent avec le système canaliculaire ouvert, libérant leur contenu qui se dispersera ainsi 

dans le plasma environnant. Cette libération de substances proagrégantes, procoagulantes et/ou 
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vasomotrices contribue à l’amplification de l’hémostase primaire et permet un environnement 

favorable à la coagulation plasmatique (10). 

La plaquette activée génère également de nombreuses substances pharmacologiquement actives 

notamment l’acide arachidonique. Une fois métabolisé par la phospholipase A2, il devient 

TXA1, puissant vasoconstricteur modulant les activités plaquettaire et vasculaire. Il existe aussi 

un autre phénomène présent lors de la phase d’activation plaquettaire : le flip-flop membranaire. 

Il s’agit d’un repositionnement des structures internes vers l’extérieur de la membrane 

permettant ainsi d’être en contact avec le plasma. Ce flip-flop permet aux phospholipides 

chargés négativement, positionnés désormais à l’extérieur de la membrane, d’être disponibles 

pour la fixation des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants, amplifiant ainsi les 

processus enzymatiques de la cascade de la coagulation (10). 

Les principaux agonistes de l’agrégation plaquettaire sont l’ADP et les traces de thrombine 

produites par les premières étapes de la coagulation. Elle sera également amplifiée par d’autres 

substances telles que la TXA2, l’adrénaline ou la sérotonine. L’agrégation plaquettaire est 

possible grâce aux pontages adhésifs interplaquettaires causés par le fibrinogène par le biais de 

sa fixation à son récepteur, la gpIIb/IIIa. Ce phénomène actif requiert également de l’énergie et 

disponibilité de calcium (10). La figure 3 montre les différentes étapes de l’hémostase primaire. 

 

Figure 3 : Hémostase primaire : interactions entre les différents acteurs de la formation du thrombus blanc. 

Hafian, Hilal & Furon, Vincent & Mauprivez, Cedric. (2010). Orientation diagnostique devant les anomalies du 

temps de saignement, du temps de céphaline activé, du temps de Quick et de l’international normalized ratio.
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2. La coagulation  
La coagulation est le processus de consolidation du clou plaquettaire par un réseau protéique 

de fibrine permettant de réaliser une hémostase permanente. Le processus central de la 

coagulation est la génération de la thrombine, enzyme clé permettant la transformation du 

fibrinogène en fibrine et assurant la retroactivation et l’amplification de la coagulation et de 

l’hémostase primaire (10). 

Les facteurs de la coagulation sont des protéines plasmatiques participant au processus de la 

coagulation et dont on distingue trois groupes différents : les protéines à activité enzymatique, 

les protéines dénuées d’activité enzymatique mais servant de cofacteurs et les protéines jouant 

un rôle de substrat (10). Le tableau 1 représente les facteurs et les protéines de la coagulation. 

Tableau 1 : Facteurs et protéines de la coagulation  

Numérotation Nom du précurseur Fonction Vitamine K dépendance 

I Fibrinogène Substrat  

II Prothrombine Zymogène + 

III Phospholipides   

IV Calcium   

V Proaccélerine Cofacteur  

VII Proconvertine Zymogène + 

VIII Facteur anti hémophilique A Cofacteur  

IX Facteur anti hémophilique B Zymogène + 

X Facteur de Stuart Zymogène + 

XI Facteur Rosenthal Zymogène  

XII Facteur Hageman Zymogène  

XIII Facteur stabilisant la fibrine Zymogène  

 Facteur de Fletcher Zymogène  

 Facteur Fitzgerald Zymogène  

 Facteur tissulaire Récepteur VIIa  

 Facteur inhibiteurs   

 Antithrombine Inhibiteur  

 Protéine C Zymogène + 

 Protéine S Cofacteur + 

 Thrombomoduline Récepteur IIa  
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Tous les facteurs sont synthétisés au niveau hépatique par les hépatocytes et sont des 

précurseurs d’enzymes, à l’exception des Facteurs V et VIII qui sont plutôt des cofacteurs 

favorisant l’activité enzymatique d’un des autres facteurs activés (10). 

Chaque facteur de la coagulation est défini par son activité coagulante, et par son activité 

antigénique évaluée par le dosage de la protéine. Un défaut fonctionnel se traduit ainsi par une 

diminution de l’activité coagulante avec conservation de l’activité antigénique (10). 

Les facteurs vitamine K dépendant et les facteurs contacts étant zymogènes, circulent dans le 

plasma sous forme d’un précurseur enzymatique inactif ou proenzyme. Ils possèdent un site 

actif protéolytique au niveau de la région C terminale, qui est masqué lorsque la molécule n’est 

pas activée. Ce domaine catalytique se caractérise par une séquence précise d’acides aminés 

comportant un résidu sérine ; une hydrolyse partielle de la molécule démasquant le site sérine 

protéase permettrait l’activation d’un facteur. Le facteur activé pourrait à son tour activer 

également un autre facteur par hydrolyse, provoquant ainsi une véritable cascade enzymatique 

(11). 

En ce qui concerne la vitamine K, elle est nécessaire à l’acquisition des propriétés 

fonctionnelles des facteurs vitamine K-dépendants. Son rôle consistant en une carboxylation 

des résidus d’acide glutamique de la partie N terminale de la chaine polypeptidique. La 

carboxylation permet la fixation du calcium, véritable pont entre la chaine polypeptidique et la 

surface phospholipidique plaquettaire ou tissulaire. En l’absence de vitamine K, le foie libère 

des facteurs décarboxylés très faiblement actifs (9). 

La fixation des sérines protéases procoagulantes à la surface des phospholipides confère trois 

types d’avantages au processus de coagulation : un accroissement de la concentration accélérant 

les interactions entre les différents facteurs, une restriction locale de l’activation de la 

coagulation, une protection des enzymes procoagulantes vis-à-vis des inhibiteurs circulants de 

la coagulation (10). 

Les facteurs contacts sont essentiellement définis par leur rôle dans le développement de la 

coagulation du plasma in vitro. Leur activation est déclenchée par le contact avec une surface 

non mouillable ou chargée négativement tel le sous-endothélium. Ils participent également à la 

fibrinolyse et au processus d’inflammation, tous deux étroitement reliés au système de la 

coagulation (10). 
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Concernant les cofacteurs, ils sont dépourvus d’activité enzymatique mais accélèrent les 

réactions entre une enzyme et son substrat, jouant donc un rôle de potentialisateur des 

interactions enzymatiques (10). 

Le troisième type de facteur de coagulation qui joue un rôle de substrat sans activité 

enzymatique ou catalytique propre, est le fibrinogène. Ce dernier est le substrat final de la 

coagulation, hydrolysé par la thrombine qui le transforme en chaines insolubles de fibrine. Il 

s’agit d’un polypeptide formé de six chaines identiques deux à deux, reliées par des ponts 

disulfures. L’effet hydrolytique de la thrombine permet la polymérisation des chaines de 

fibrinogène en gel de fibrine. Il intervient également pendant l’hémostase primaire permettant 

l’agrégation des plaquettes entre elles (10). 

Les phospholipides sont constitués d’une surface moléculaire catalytique permettant le 

déclenchement de la coagulation par l’activation des facteurs procoagulants. Les 

phospholipides impliqués dans le déclenchement et le déroulement de la coagulation 

comprennent la phosphatidylsérine plaquettaire ou facteur 3 plaquettaire (F3P) et le facteur 

tissulaire ou thromboplastine tissulaire. La phosphatidylsérine plaquettaire s’exprime à la 

surface de la membrane plaquettaire lors de son activation. Le facteur tissulaire, quant à lui, 

s’exprime de façon inductible par la cellule endothéliale activée et de façon constitutive par les 

cellules sous-endothéliales, fibroblastes et cellules musculaire lisses. Lors de la brèche 

vasculaire, il est exposé aux protéines procoagulantes exposant les structures sous-endothéliales 

(10).  

Le déroulement de la cascade enzymatique de la coagulation se compose de 3 étapes : 

- Phase d’initiation 

- Phase d’amplification 

- Formation du caillot de fibrine 

 

2.1  Phase d’initiation 
Lors d’une lésion vasculaire, une libération massive de facteur tissulaire (FT) va permettre le 

démarrage de la coagulation. En présence de calcium, le FT forme un complexe avec le FVII, 

aboutissant en l’activation du FVII (FVIIa) puis en la formation d’un complexe FT-FVIIa. Ce 

complexe va ainsi pouvoir rapidement activer le FX par protéolyse. Cette première cascade de 

coagulation, connue sous le nom de « voie du facteur tissulaire » se met en place en premier 

(10). 
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Cependant, le FXa peut également provenir de la voie intrinsèque déclenchée dans un second 

temps par certaines structures chargées négativement du sous endothélium vasculaire. Après la 

liaison de la prekallicréine et du KHPM sur ce sous endothélium, une cascade de coagulation 

va avoir lieu, par activations successives des facteurs FXII, FXI, FIX puis FIXa. Le FIXa formé 

pourra ainsi former un complexe avec son cofacteur FVIIIa, appelée complexe tenase, ce qui 

aboutira à l’activation du FX en FXa, amplifiant considérablement le rendement de la 

production de prothrombinase (10). 

A partir de la formation de FXa, résultat des deux voies précédentes, la voie commune de la 

coagulation va débuter par la formation du complexe prothrombinase entre FXa et son cofacteur 

FVa ainsi que les phospholipides tissulaires et le calcium, entrainant finalement l’activation de 

la prothrombine en thrombine (10). 

 

2.2  Phase d’amplification 
Le complexe prothrombinase assure la protéolyse de la prothrombine (facteur II) en thrombine 

(facteur IIa), protéine clé de la coagulation responsable de la génération du caillot de fibrine. 

En outre, la thrombine assure une amplification du rendement de la cascade enzymatique en 

activant les cofacteurs V et VIII qui accélèrent considérablement l’activité des complexes de la 

prothrombinase (Va) et de la tenase (VIIIa), conduisant à un accroissement explosif de la 

production de la thrombine. Ce phénomène est nommé double boucle de retroactivation de la 

génération de thrombine sur laquelle repose toute l’efficacité et la puissance du système (10). 

 

2.3  Formation du caillot de fibrine 
La transformation du fibrinogène en fibrine se fait grâce à la thrombine. Dans un premier temps, 

la thrombine hydrolyse partiellement le fibrinogène pour former des monomères de fibrine 

soluble. Ces derniers étant instable, c’est le FXIIIa qui les stabilisera en pontant les monomères 

via des liaisons covalentes, pour former la fibrine. Pour empêcher la fibrinolyse, la thrombine 

active également le facteur TAFI (inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine). La 

fibrine va pouvoir stabiliser l’agrégat plaquettaire, qui se rétractera en augmentant sa solidité 

(10). 

Il existe une régulation de la coagulation, effectuée par 3 éléments, qui inactiveront les facteurs 

de coagulation activés au niveau de la circulation et de la paroi des cellules endothéliales saines 

(10) : 
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 L’antithrombine : glycoprotéine inhibitrice des sérines protéases. Elle est produite par les 

hépatocytes et les cellules endothéliales, et circule dans le sang. Elle inhibe la thrombine, le 

FXa, le FIXa et le FXIa en se complexant avec eux. Cette glycoprotéine n’est pas active à la 

surface plaquettaire où le caillot se forme, mais neutralise les facteurs enzymatiques dès qu’ils 

diffusent à distance. 

 

 Le système plasmatique de la protéine C : Dans ce système, la thrombomoduline, à la surface 

des cellules endothéliales saines, va former un complexe avec la thrombine lorsque cette 

dernière sera à proximité. Ce complexe va ainsi permettre l’activation de la protéine C, qui 

formera un complexe avec la protéine S, résultant en l’inactivation des cofacteurs de 

coagulations FV et FVIII.  La protéine C est vitamine K dépendante et circulante dans le sang. 

La protéine S est aussi vitamine K dépendante et elle potentialise l’action de la protéine C.  

 

 L’inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI) va inactiver le complexe FT-FVIIa lors de la 

production du FXa. 

 

La figure 4 représente la cascade de coagulation avec les différentes voies : extrinsèque, 

extrinsèque et commune. 

 

Figure 4 : Cascade de coagulation présentant les voies extrinsèques, intrinsèques et communes. Poupard N. 

Conception de polysaccharides sulfatés inhibiteurs de l’héparine pour le traitement de l’angiogenèse tumorale. 
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3. Fibrinolyse 
La fibrinolyse est le processus physiologique provoquant la dissolution du caillot de fibrine. La 

plasmine est l’enzyme clé de la fibrinolyse, elle dérive d’un précurseur plasmatique inactif 

appelé plasminogène, glycoprotéine d’origine hépatique. Ce précurseur possède une affinité 

importante pour la fibrine et s’y fixe permettant ainsi la génération locale de plasmine via le 

démasquage des sites protéolytiques (10). 

La plasmine détruit le fibrinogène et la fibrine en divers fragments appelés produits de 

dégradation de la fibrine ou PDF. Ils peuvent être quantifiés dans le plasma et cette 

quantification est le reflet de l’activité de la plasmine et donc de la coagulation (10). 

La fibrinolyse est contrôlée par 2 systèmes équilibrés d’activation et inhibition de l’activité de 

la plasmine.  

Il existe principalement 2 activateurs : le t-PA (activateur tissulaire du plasminogène) et la pro-

urokinase ou u-PA (activateur urinaire du plasminogène). Le t-PA est une sérine protéase ayant 

une activité protéolytique sur le plasminogène déclenchée lors de son adsorption sur la fibrine. 

L’u-PA, quant à elle, est présente dans nombreux tissus mais son rôle physiologique reste moins 

connu (10). 

Concernant les inhibiteurs, la principale protéine inhibitrice de plasmine est la 2-antiplasmine. 

Il s’agit d’une glycoprotéine qui neutralise la plasmine plasmatique circulante non liée à la 

fibrine. Le principal inhibiteur des activateurs du plasminogène, appelé PAI. Le PAI de type 1 

est une glycoprotéine qui inhibe le t-PA et u-PA par formation d’un complexe covalent, il est 

majoritairement localisé dans les granules  des plaquettes et est libéré lors de l’activation 

plaquettaire qui initie l’hémostase. En ce qui concerne, le PAI de type 2, un autre inhibiteur 

synthétisé par le placenta au cours de la grossesse (10). 

Le rôle de la fibrinolyse est donc de lyser progressivement le caillot après la cicatrisation de la 

brèche vasculaire, mais aussi dans la prévention de son extension évitant l’occlusion de la 

lumière vasculaire (10). 
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4. Cycle de la vitamine K et la coagulation 
La coagulation sanguine nécessite la présence de vitamine K. Cette vitamine, découverte en 

1929 par le danois Henrik Carl Dam, existe sous 3 formes (5): 

 La vitamine K1, isolée de la luzerne, est connue sous le nom de phylloquinone et est le seul 

homologue de la vitamine K présent dans les plantes. 

 La vitamine K2, isolée de la farine de poisson putréfiée, est connue sous le nom de 

ménaquinone, principalement d'origine bactérienne. 

 La vitamine K3, forme synthétique de la vitamine K, est connue sous le nom de ménadione.  

 

La figure 5 représente les différentes structures chimiques de la vitamine K. 

 

Figure 5 : Structures chimiques des différentes formes de la vitamine K, JP Agarra, Role de la vitamine K2 dans 

la prévention de l’ostéoporose et des maladies cardiovasculaires, Lettre de l’Institut Européen de Physionutrition 

et Phytothérapie, 2017. 

 

La vitamine K, sous forme hydroquinone (KH2), est le cofacteur exclusif de l'enzyme gamma-

glutamyl carboxylase (GGCX), responsable de l’activation des facteurs de coagulation II, VII, 

IX et X par ajout de groupe carboxyle en position gamma. Ces facteurs sont dits vitamine K 

dépendants. Tous les facteurs de coagulation vitamine K dépendants nécessitent une 

carboxylation des résidus glutamate 9-13 à l'extrémité N-terminale de la protéine. Ainsi, les 

défauts de carboxylation provoquent des troubles de la coagulation, connus sous le nom de 

carence combinée en facteurs de coagulation dépendant de la vitamine K (12). 

Avec la découverte de nouvelles protéines gamma-carboxyglutamatique, l’importance de la 

carboxylation a été étendue au-delà de la coagulation. Par exemple, la matrice carboxylée 

protéine gamma-carboxyglutamatique (MGP ou matrix Gla protein) est un puissant inhibiteur 

de la calcification vasculaire et de la minéralisation du tissu conjonctif.  Si cette matrice n’est 
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pas carboxylée, elle est impliquée dans les maladies cardiovasculaires et autres syndromes non 

hémorragiques. L’ostéocalcine, une autre protéine dépendante de la vitamine K, est produite 

par les ostéoblastes et possède une importance capitale lors de la formation osseuse. Des études 

récentes suggèrent que l'ostéocalcine fonctionne également comme une hormone affectant le 

métabolisme du glucose. Les enzymes de la carboxylation sont essentielles pour comprendre la 

coagulation du sang, mais également pour comprendre d’autres processus physiologiques (12). 

Cependant, lors de la réaction entre GGCX et son substrat enzymatique, la vitamine K sous sa 

forme hydroquinone (donc réduite) est oxydée en vitamine K 2,3-époxyde (KO). Pour retrouver 

un stock de KH2 pour réaliser une nouvelle fois la réaction, la vitamine K réduite peut provenir 

de l’alimentation, ou être recyclé à partir de la KO lors du cycle de la vitamine K. Ce processus 

est composé d’une double réduction de KO par l’enzyme vitamine K époxyde réductase 

(VKOR), présente dans la membrane du réticulum endoplasmique. La vitamine K, ayant des 

caractéristiques hydrophobes, peut ainsi aisément rencontrer l’enzyme (12) (13). La figure 6 

montre le cycle de la vitamine K. 

 

 

Figure 6 : Cycle de la vitamine K. Tie J-K, Stafford DW. Functional Study of the Vitamin K Cycle Enzymes in 

Live Cells. Methods Enzymol. 2017;584:349–94. 
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Le gène de l’enzyme VKOR a été identifié en 2004 (12)(14), grâce à des études menées sur des 

gènes aux fonctions inconnues au sein d’un locus du chromosome 16. 13 gènes ont été 

sélectionnés à partir de précédentes études de modélisation, qui avaient prédit une région 

transmembranaire à VKOR. À la suite de tests utilisant de petites molécules d'ARN interférents 

(siARN) sur ces 13 gènes, 1 des 13 gènes a entraîné une réduction significative de l'activité 

VKOR. Le gène putatif VKOR a ensuite été cloné et surexprimé dans des cellules d'insectes, 

pour confirmer la fonction VKOR (15). 

Le gène VKOR couvre 5126 paires de bases sur le chromosome humain 16, contient trois exons 

et code une protéine de 163 acides aminés avec une masse moléculaire relative calculée 

d'environ 18 kDa. Ce gène est retrouvé chez les vertébrés, insectes, plantes, protistes, archées 

et bactéries. Cinq acides aminés sont complètement conservés chez les protéines VKOR de tous 

ces règnes, dont deux cystéines incluses dans un motif CxxC, essentielles à la fonction redox. 

De plus, la présence de cette protéine dans des règnes aussi éloignés suggère une apparition 

précoce de l’activité VKOR dans le développement de la vie eucaryote, probablement avec une 

autre fonction non directement liée à la gamma-carboxylation des protéines (15). 

L’enzyme VKOR possède une structure à 4 hélices transmembranaires, et une hélice extra-

membranaire. Les hélices sont reliées par des structures secondaires en boucles. La figure 7 

représente la structure de VKOR via la modélisation moléculaire. 

 

Figure 7 : Structure de VKOR. Joffrey, Goulois & Chapuzet, Audrey & Lambert, Veronique & Chatron, Nolan 

& Tchertanov, Luba & Legros, Lionel & Benoit, Etienne & Lattard, Virginie. (2015). Evidence of a target 

resistance to antivitamin K rodenticides in the roof rat Rattus rattus: Identification and characterization of a 

novel Y25F mutation in the Vkorc1 gene. Pest management science. 72. 10.1002/ps.4020. 
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5. Propriétés anticoagulantes des plantes 
La recherche de produits naturels pour le développement de nouveaux principes actifs est 

essentielle puisqu’il existe une grande diversité de composants chimiques qui peuvent agir 

comme des médicaments. Dans cette perspective, la biodiversité est extrêmement riche, 

notamment dans les forêts tropicales, offrant de grandes possibilités pour découvrir de 

nouveaux potentiels principes actifs. 

Par exemple, au-delà de 8 semaines, la famille Astéracée du genre échinacée peut provoquer 

une hépatotoxicité et ne doit donc pas être utilisée avec d'autres médicaments hépatotoxiques 

connus, tels que les stéroïdes anabolisants, l'amiodarone, le méthotrexate et le kétoconazole. La 

grande camomille, l'ail, le ginkgo, le gingembre et le ginseng peuvent altérer le temps de 

saignement et ne doivent pas être utilisés en même temps que la warfarine sodique. Le ginseng 

peut provoquer des maux de tête, des tremblements et des épisodes maniaques chez les patients 

traités par le sulfate de phénelzine, et ne doit pas non plus être utilisé avec des œstrogènes ou 

des corticostéroïdes en raison des effets additifs possibles. Le mécanisme d'action du 

millepertuis étant incertain, l'utilisation concomitante d'inhibiteurs de la monoamine oxydase 

et d'inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine est déconseillée. La valériane ne doit 

pas être utilisée en association avec des barbituriques car une sédation excessive peut survenir. 

Le kyushin, la réglisse, le plantain, la racine d'uzara, l'aubépine et le ginseng peuvent interférer 

soit avec la pharmacodynamique de la digoxine, soit avec la surveillance de la digoxine. L'huile 

d'onagre et la bourrache ne doivent pas être utilisées avec des anticonvulsivants car elles 

peuvent abaisser le seuil convulsif. Shankapulshpi, une préparation ayurvédique, peut diminuer 

les niveaux de phénytoïne ainsi que diminuer l'efficacité du médicament. Les acides tanniques 

présents dans certaines herbes (par exemple, le millepertuis et le chou palmiste nain) peuvent 

inhiber l'absorption du fer. Le varech en tant que source d'iode peut interférer avec les thérapies 

de remplacement de la thyroïde. De nombreuses herbes (p. ex., karela et ginseng) peuvent 

affecter la glycémie et ne doivent pas être utilisées chez les patients atteints de diabète de type 

II (16). 

Une étude récente a démontré que le ferulénol et la ferprénine, contenu dans certaines plantes 

de la famille Ferula sp, sont efficaces pour inhiber l'enzyme VKORC1, empêchant ainsi le 

recyclage de la vitamine K chez les animaux ayant consommé suffisamment de férule. Tous les 

animaux consommant de la férule contenant une de ces molécules en quantité suffisante 

pourraient donc présenter des troubles de la coagulation. Ces molécules présentant des activités 

anticoagulantes relativement puissantes seraient, en revanche, peu persistantes (17). 
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Dans le cadre du travail de cette thèse, nous nous intéresserons principalement aux plantes ayant 

des propriétés anticoagulantes et, plus particulièrement au lapachol et au curcuma. 

 

5.1  Lapachol 
 

Le lapachol (2-hydroxy-3- (3-méthyl-2-butényl) - 1,4-naphtoquinone) est un pigment trouvé 

dans les graines et le bois de cœur de certaines plantes tropicales, principalement des 

bignoniacées (Tabebuia sp.)(18), et possède un poids moléculaires de 242,27 g/mol (7). La 

principale source du lapachol est un arbre, appelé lapacho, arbre sacré des incas, ou encore pau 

d’arco (19). La figure 8 représente la structure chimique du lapachol. 

 

Figure 8 : Structure chimique du lapachol. Beniddir, Mehdi. (2012). Search for antiplasmodial compounds from 

the malagasy biodiversity. 

 

Tabebuia impetiginosa est un arbre à feuillage persistant, à fleurs roses, trouvé dans la forêt 

amazonienne, mais également en Argentine, Bolivie, Brésil, Colombie, Equateur, Guinée 

française, Paraguay, Pérou, Surinam, Trinité-et-Tobago et Venezuela. Cet arbre a été utilisé, 

pendant des milliers d'années, dans les préparations contre des maladies comme le cancer, la 

syphilis, le paludisme, notamment sous forme de « thé » (20). La figure 9 représente l’arbre 

appelé Lapacho. 
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Figure 9 : Arbre appelé « Lapacho ». Tea bees trips, lapacho herbal tea . 

https://teabeestrips.wordpress.com/2018/04/11/lapacho-herbal-tea/ 

 

Dans ce cadre, le Dr Theodoro Meyer, professeur de botanique et de géographie végétale à 

l'Université nationale de Tucuman en Argentine, a documenté les premiers cas cliniques de 

chimiothérapie anticancéreuse à l'aide d'extraits de divers lapacho en 1966 (20). 

Encore aujourd’hui, le pau d’arco est utilisé pour combattre des infections, notamment les 

gastro-entérites, les infections des voies respiratoires, les infections cutanées, la cystite et la 

vaginite (7). 

Le lapachol a également été répertorié dans les années 1960, lors d’un projet d’identification et 

d’isolation de composés anticancéreux dans les plantes, organisé par l’Institut national du 

Cancer des États-Unis. Dans le cadre de ces travaux, le lapachol a été identifié comme une 

molécule a potentiel avec une concentration plasmatique efficace pour l’activité antitumorale 

mais ayant des effets indésirables anticoagulants. Pour cette raison, l’essai clinique de phase I 

a été arrêté. Cette activité anticoagulante résulterait d’une puissante inhibition de la vitamine K 

époxyde réductase et la vitamine K quinone réductase (21). 

Lors d’une étude sur la promotion des métastases menée par Maeda et al., ils ont mis en 

évidence un antagonisme de la vitamine K par le lapachol, qui serait impliqué dans la promotion 

des métastases. Dans ce but, ils ont examiné l’effet de la warfarine, l’antagoniste de la vitamine 

K le plus couramment administré, sur la métastase expérimentale des cellules de mélanome 

B16BL6. Une administration unique de warfarine de 0,33 mg/kg, 6 heures avant l’injection des 

cellules tumorales a considérablement favorisé la métastase des cellules du mélanome B16BL6. 

L’expérience a été également réalisé avec le lapachol mais à des doses bien supérieures, à 80 
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mg/kg. Afin de confirmer que la promotion des métastases par le lapachol et la warfarine est 

médiée par des voies dépendantes de la vitamine K, la vitamine K3 a été administré 3 fois avant 

l’administration orale de lapachol ou de warfarine, puis les cellules de mélanome B16BL6 ont 

été injectées par voie intraveineuse à des souris. La vitamine K3 a clairement montré la 

suppression de la promotion des métastases par le lapachol et la warfarine. Ces résultats 

indiquent que la promotion des métastases par le lapachol et la warfarine proviennent de 

l'antagonisme de voies dépendantes de la vitamine K (21). 

L’action anticoagulante du lapachol utiliserait le même mécanisme d’action que la warfarine, 

au vu de la ressemblance des structures chimiques entre ces deux molécules. Ce mécanisme 

d’action a été vérifié par Preusch et Suttie, apportant la preuve de l’inhibition in vitro de VKOR 

par le lapachol (7).  

Au cours de leur étude, des rats sensibles et résistants à la warfarine ont reçu des administrations 

de lapachol. Le foie des animaux après administration était centrifugé, afin d’obtenir des 

microsomes de foie (comprenant notamment des vésicules provenant du réticulum 

endoplasmique). L’inhibition de la vitamine K quinone réductase (VKR) et de VKOR était plus 

importante dans des microsomes de foie de rats sensibles à la warfarine que dans ceux résistants 

à la warfarine. La constante d’inhibition montrait une meilleure affinité chez le rat sensible (Ki : 

2μM) que chez le rat résistant (Ki : 85μM). Preusch et Suttie ont également prouvé une 

réversibilité de l’inhibition causée par le lapachol (7)(22).  

Malgré les diverses activités thérapeutiques du lapachol, certains effets toxicologiques ont 

également été signalés. Une étude a montré une forte mortalité chez le fœtus de rats Wistar 

après une administration de 10 mg/kg par gavage oral du 8ème au 12ème jour de gestation (19). 

De plus, une étude menée par Felicio et al (23), a montré une foetotoxicité après une 

administration de 100 mg/kg de lapachol du 17ème  au 20ème jour de gestation. En revanche, une 

analyse de mutagénicité in vitro du lapachol a montré des résultats négatifs avec le test d’Ames 

(24). 

5.2  Curcumine 
 

Le curcuma, de son nom latin Curcuma longa, est une épice indienne populaire utilisée depuis 

des siècles pour ses propriétés médicinales, dans des maladies telles que les rhumatismes, les 

ulcères diabétiques, l'anorexie, la toux et la sinusite (25). Le rhizome du curcuma a également 

été utilisé chez les indigènes comme un médicament pour le traitement des troubles 
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inflammatoires. Le safran des Indes, dérivé du rhizome, a été largement utilisé par les peuples 

du Moyen-Orient pendant des siècles en tant que composante alimentaire (26).  

L’action du curcuma provient de ses composés polyphénoliques, les polyphénols étant 

fréquents dans le régime alimentaire et ont montré un large éventail d'effets bénéfiques sur la 

santé (27). Le curcuma contient trois principaux analogues polyphénoliques : la curcumine 

(principal curcuminoïde), la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine (présente en 

plus faibles quantités) (28). La figure 10 représente les différentes structures chimiques de ces 

composés retrouvés dans le curcuma. 

 

 

Figure 10 : Structures chimiques des différents composés du curcuma. Park W, Amin ARMR, Chen ZG, Shin 

DM. New perspectives of curcumin in cancer prevention. Cancer Prev Res Phila Pa. 2013 May;6(5):387–400. 

 

La curcumine (diferuloylméthane) est le principal curcuminoïde présent dans le curcuma, et est 

responsable de sa couleur jaune. Cette molécule a été isolée pour la première fois en 1815. Elle 

a un point de fusion de 176-177°C et est soluble dans l’éthanol, l’acétone, l’acide acétique et le 

chloroforme (29). Elle a été largement utilisée en complément alimentaire ou en médecine 

alternative, pour ses diverses propriétés thérapeutiques supposées et sa faible toxicité (8). En 

effet, cette molécule possèderait des propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-

cancérigènes, anti-mutagènes et anti-infectieux. De plus, Bhide et al. ont montré la sécurité et 

la tolérance du curcuma chez l'homme lors d’essais cliniques (30). 

Il a également été proposé que la curcumine possèderait une action anticoagulante (25). Une 

étude a montré une modification des temps de thrombine, des taux de prothrombine et des temps 
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de céphaline activée basés sur le plasma, en lien avec une activité anticoagulante de la 

curcumine. Le temps de coagulation serait probablement prolongé grâce à l’inhibition de la 

thrombine ou du FXa provoquée par la curcumine, agissant comme un inhibiteur direct de la 

thrombine (31).  

Récemment, Rattis et al., ont publié une étude concernant la curcumine comme une cible 

prometteuse dans le traitement adjuvant du COVID-19. Dans le cadre de cette étude, une 

évaluation de la curcumine dans les anomalies de l’hémostase causées par la COVID-19 a été 

réalisée (32). 

Les cytokines pro-inflammatoires et les niveaux élevés d’angiotensine II induisent la 

production de facteur tissulaire par les cellules endothéliales, initiant la cascade de la 

coagulation. La curcumine diminue les cytokines pro-inflammatoires et inhibe donc 

l’expression du facteur tissulaire dans l’endothélium vasculaire, évitant ainsi la cascade de la 

coagulation (32). 

L’affinité de la curcumine via la liaison de la protéine S du SARS-CoV-2 et l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine 2 peut empêcher l’infection et l’activation des cellules 

endothéliales (32). 

Lors de l’activation de la cascade de coagulation, une fibrinolyse peut se produire, générant des 

D-dimères. Le traitement via la curcumine diminue le dépôt de fibrine et le niveau de formation 

des D-dimères (32). 

Les lésions des cellules endothéliales peuvent exposer le collagène sous endothélial, qui peut 

être reconnu par le récepteur plaquettaire Gp-VI, conduisant ainsi à l’activation plaquettaire. 

La curcumine peut inhiber le récepteur Gp-VI en se liant au collagène, réduisant et ou abolissant 

ainsi l’activation plaquettaire (32). 

L'interaction des plaquettes avec les monocytes via le récepteur P-sélectine-PSGL-1 favorise 

l'activation des monocytes, provoquant une augmentation de l'expression du facteur tissulaire. 

La curcumine inhibe cette interaction en inhibant la P-sélectine dans les plaquettes (32). 

La mobilisation du calcium intracellulaire médie l'agrégation plaquettaire. La curcumine 

empêche l'agrégation plaquettaire médiée par le calcium. De plus, la curcumine inhibe la 

génération de thromboxane A2 (TXA2) libérée par les plaquettes activées pour stimuler d'autres 

activations plaquettaires. Ainsi, la curcumine inhibe l'agrégation plaquettaire (32). La figure 11 

représente la curcumine comme un  potentiel antithrombotique lors d’anomalies de l’hémostase 

induites par le SARS-CoV-2. 
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Figure 11 : La curcumine comme un potentiel antithrombotique lors d’anomalies de l’hémostase induites par le 

SARS-CoV-2. Rattis BAC, Ramos SG, Celes MRN. Curcumin as a Potential Treatment for COVID-19. Front 

Pharmacol. 2021;12:1068. 

 

De plus, une autre étude menée par Kim et al. a également étudié l’impact de la curcumine et 

de la bisdéméthoxycurcumine lors de la coagulation, par des tests in vitro sur du plasma humain. 

Bien que les activités anticoagulantes de la curcumine et de la bisdéméthoxycurcumine étaient 

plus faibles que celles de l'héparine, le temps de céphaline activée et le temps de Quick ont été 

significativement prolongés par la curcumine ou la bisdéméthoxycurcumine à des 

concentrations égales ou supérieures à 5 M. La prolongation du temps de céphaline activée 

suggère une inhibition de la voie commune alors qu’une prolongation du temps de Quick 

indique une inhibition de la voie extrinsèque de coagulation. Pour confirmer ces résultats in 

vitro, des temps de saignement in vivo ont été déterminés et ont montrés une prolongation 

significative du temps de saignement par rapport au contrôle. Etonnamment, les effets de la 

curcumine sur le temps de coagulation étaient meilleurs que ceux de BDMC suggérant que le 

groupe methoxy dans la curcumine régule positivement la fonction anticoagulante de la 

curcumine et que le mécanisme antithrombotique de la curcumine et du 

bisdéméthoxycurcumine semble être dû à l’inhibition de la polymérisation de la fibrine et/ou la 

voie intrinsèque et/extrinsèque sans potentialisation par le substrat chromogène utilisé, en 

présence ou absence de l’antithrombine III (26). 
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Selon Liu et al., la pré-administration de 100 mg/kg de curcumine lors de la prise concomitante 

avec la warfarine ou le clopidogrel, affecte la pharmacocinétique (AUC et Cmax) de ces 

médicaments mais n’a aucun impact sur les paramètres de pharmacodynamie tels que 

l’agrégation plaquettaire ou le taux d’anticoagulation (33). 
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6. Exploration de la coagulation 
 

L’enzyme VKOR représente la principale cible des molécules AVK utilisées depuis de 

nombreuses années en gestion de population de rongeurs ainsi qu’en thérapie humaine. Elles 

forment ainsi l’une des 4 classes d’antithrombotiques thérapeutiques, avec les héparines, les 

inhibiteurs du fonctionnement plaquettaire et les anticoagulants oraux directs ou AOD. Dans le 

but de mesurer les dysfonctionnements de la coagulation sanguine, une batterie des tests 

explorant l’hémostase secondaire existent actuellement. 

Dans cette partie, nous allons discuter initialement sur les différents tests d’exploration de la 

coagulation que nous avons utilisé pour ce travail, puis nous allons présenter brièvement les 

différentes thérapies humaines dans le cadre des dysfonctionnements de la coagulation afin de 

finir par une présentation des différents rodenticides présents dans le marché actuel. 

 

6.1  Tests d’exploration de la coagulation 
La coagulation sanguine peut présenter des dysfonctionnements, nécessitant une exploration du 

plasma sanguin. Pour cela, un prélèvement de sang total dans un tube contenant du citrate de 

sodium doit être réalisé, le citrate de sodium étant un chélateur du calcium empêchant la 

coagulation. Les FV et FVIII étant très thermolabiles, le prélèvement doit être rapidement 

centrifugé pour une étude optimale des facteurs de coagulation. À la suite de la centrifugation, 

le plasma déplaquetté permettra l’exploration de la coagulation. 

A partir de ce prélèvement, la coagulation in vivo sera simulée lors de tests globaux où la vitesse 

de formation d’un caillot sera mesurée par méthode optique à l’aide d’un spectrophotomètre, 

ou par technique mécanique avec une bobine électromagnétique faisant osciller une bille 

jusqu’à la coagulation du plasma.   

Ces tests sont nombreux, mais dans le cadre de cette étude, nous nous intéresseront 

particulièrement à :  

- Temps de Quick : explorant la voie extrinsèque et la voie commune. C’est le temps de 

coagulation d’un plasma citraté, déplaquetté et recalcifié en présence de thromboplastine 

(déclencheur de la voie extrinsèque) et de phospholipides. En association avec le temps de 

céphaline avec activateur, il permet l’exploration de l’ensemble des facteurs de coagulation à 

l’exception du facteur XIII. Il est exprimé en secondes (VN : 12 à 15 secondes) ou en 

pourcentage (VN : 70-100% chez l’adulte et 40% chez le nouveau-né) ; ce dernier est également 
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appelé taux de prothrombine. Afin de réduire la variabilité inter laboratoire pour les patients 

sous AVK, l’international normalized ratio ou INR standardisé a été établi. Ce dernier 

correspond au rapport du temps de Quick du malade à celui du témoin, corrigé en fonction de 

l’indice de sensibilité ou ISI propre au réactif et à l’appareillage. Les valeurs normales pour 

l’INR sont comprises entre 1-2 chez les patients non traités par AVK ; chez les patients traités 

par AVK, l’INR est compris entre 2-3. Un INR < 2 indiquant une dose insuffisante chez un 

patient sous AVK et un INR > 3 indiquant une dose trop forte avec un risque potentiel 

d’hémorragie (34). La figure 12 représente la formule de l’INR et son échelle d’évaluation chez 

un patient sous AVK. 

 

 

 

 

Figure 12 : Formule et évaluation de l’INR dans le cadre d’un patient sous AVK. UNSPG, mon traitement par 

AVK au quotidien. 

 

- Temps de céphaline avec activateur (TCA) : explorant la voie intrinsèque et la voie commune. 

C’est le temps de coagulation d’un plasma citraté, déplaquetté et recalcifié en présence de 

phospholipides et d’un activateur de la voie intrinsèque. VN : 30-40 secondes. (10) 

 

- Dosage du fibrinogène : explorant la voie commune. C’est la mesure du temps de coagulation 

d’un plasma citraté, déplaquetté et recalcifié en présence de faible quantité de thrombine. VN : 

2-4 g/l. (10) 

Il existe également des tests plus spécifiques. C’est le cas du test chromogénique consistant à 

observer la présence d’un des facteurs de coagulations. Lors de ce test, un peptide synthétique 
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sera clivé spécifiquement par un des facteurs de coagulations, entrainant l’apparition d’une 

coloration. Par exemple, le test chromogénique à base d’écarine mesure spécifiquement l’effet 

anticoagulant des inhibiteurs directs de la thrombine tel le dabigatran (35). 

Un autre test spécifique utilisé est le temps de coagulation par l’écarine. L’écarine est une 

enzyme provenant du venin de serpent, Echis carinatus, qui permet la transformation de la 

prothrombine en meizothrombine. La meizothrombine est l’intermédiaire de la transformation 

du fibrinogène en fibrine. Si l’on utilise ce test en présence d’un inhibiteur direct de la 

thrombine, la meizothrombine serait inhibée empêchant donc le passage du fibrinogène en 

fibrine et allongeant ainsi le temps de coagulation par l’écarine (36). 

 

6.2  Médicaments antivitamine K 
Les médicaments AVK ont été introduits au début des années 1940, indiqués dans la prévention 

des maladies thrombo-emboliques. On distingue deux classes d’AVK thérapeutiques (37) :  

  Les dérivés coumariniques (acénocoumarol et warfarine) 

 Les dérivés de l’indane-dione (fluindione) 

En France, la prescription de la fluindione est très majoritaire (près de 70% des patients sous 

AVK) et la warfarine est globalement l’AVK le plus prescrit dans le reste du monde (37).  

La warfarine est également nommée coumaphène. La warfarine et l’acénocoumarol possède 1 

carbone asymétrique (présence de 2 énantiomères), et sont vendus sous forme de mélange 

racémique R/S (38). La figure 13 montre les structures chimiques des AVK utilisés en médecine 

humaine. 
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Figure 13 : Structure chimique des antivitamine K oraux thérapeutiques en médecine humaine. A. Hammed, 

Résistance de cible aux antivitamine K, Analyse des conséquences catalytiques de différentes mutations de 

VKORC1 et, étude du rôle d’une nouvelle enzyme, la VKORC1L1. 

 

Les AVK interviennent dans le mécanisme de réduction de la vitamine K, en agissant sur 

VKOR. Ainsi, la vitamine K époxyde (KO) ne peut pas redevenir sous forme hydroquinone 

(KH2), bloquant l’action de l’enzyme GGCX privée de cofacteur. Cette inhibition va donc 

empêcher l’activation des 4 facteurs de la coagulation vitamine-K dépendants, bloqués en forme 

glutamique, qu’on nomme alors « protéines induites par les antagonistes de la vitamine K » ou 

PIVKA (15). Les AVKs agissent au niveau des hépatocytes (39). 

Le tableau 2 représente la pharmacocinétique des AVK de première génération (40) (41) (42) : 
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Tableau 2 : Pharmacocinétique des antivitamine K de première génération 

Molécule Warfarine Acénocoumarol Fluindione 

Absorption Rapide Absorption rapide Rapide 

Distribution 

Fortement liée à 

l’albumine. 

 

Seule la fraction libre 

est active et 

métabolisée. 

 

Passage dans le lait 

maternel et traverse la 

barrière placentaire 

Fortement liée à l’albumine. 

 

Volume apparent : 

- 0,16-0,18 L/kg pour 

l’énantiomère R  

- 0,22-0,34 L/kg pour 

l’énantiomère S. 

 

Passage dans le lait maternel et 

traverse la barrière placentaire 

Fortement liée à 

l’albumine. 

 

Seule la fraction libre 

est active et 

métabolisée. 

 

Passage dans le lait 

maternel et traverse la 

barrière placentaire 

Métabolisme 

Cytochromes P450 

(incluant CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2C8, 

CYP2C18, CYP1A2 et 

CYP3A4).  

Cytochrome 2C9 : hydroxylation 

en 6- et 7- des 2 énantiomères, 

formant 4 métabolites. La 

variabilité génétique liée au 

CYP2C9 participe à 14 % de la 

variabilité interindividuelle. 

  

Implication des cytochromes 

CYP1A2 et CYP2C19.  

 

Elimination 

Demi-vie : 35-40 

heures. 

 

Elimination urinaire 

sous forme de produit 

pur ou de métabolite 

dégradé. 

 

Demi-vie : 8-11 heures. 

 

Clairance plasmatique : 3,65L/h. 

 

Elimination des métabolites : 60 

% dans l'urine et 29 % dans les 

fèces. 

 

Elimination sous forme inchangée 

(0,2 % de la dose) : urine.  

Demi-vie : 31 heures. 

 

Elimination urinaire 

sous forme de produit 

pur ou de métabolite 

dégradé. 
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6.3  Médicaments anticoagulants oraux directs 
Les anticoagulants oraux non-antivitamine K d’action directe (AOD) sont actuellement 

indiqués dans la prévention des accidents thrombo-emboliques veineux, chez les patients 

adultes ayant bénéficié d’une chirurgie orthopédique ou chez les patients pédiatriques âgés de 

moins de 18 ans, en traitement et prévention des évènements thrombo-embolitique veineux 

(43). Ils sont également indiqués dans la prévention des AVC et des embolies chez les patients 

adultes atteints de fibrillation atriale non valvulaire et présentant un facteur de risque, dans les 

thromboses veineuses profondes et embolies pulmonaires (44). Cette classe de molécules 

comprend deux familles qui diffèrent par leurs modes d’action : 

 Les inhibiteurs directs du facteur Xa (apixaban, rivaroxaban, edoxaban) 

  L’inhibiteur direct du facteur IIa ou thrombine : dabigatran  

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéresseront particulièrement au dabigatran etexilate soit 

le Pradaxa®. 

Le dabigatran est un inhibiteur direct de la thrombine. Cette dernière permet la conversion du 

fibrinogène en fibrine lors de la cascade de la coagulation, son inhibition empêche donc la 

formation de caillot. Le dabigatran inhibe ainsi la thrombine libre, la thrombine liée à la fibrine 

et l'agrégation plaquettaire induite par la thrombine (43). 

Le dabigatran etexilate administré est rapidement converti en dabigatran, par hydrolyse, dans 

le plasma et dans le foie. Il s’agit donc d’une prodrogue : le dabigatran est la forme active du 

médicament dans le plasma (43). La figure 14 représente les structures chimiques du dabigatran 

etexilate et du dabigatran. 

 

Figure 14 : Structures chimiques du dabigatran etexilate (prodrogue) et dabigatran, Blommel ML, Blommel AL. 

Dabigatran etexilate: A novel oral direct thrombin inhibitor. Am J Health Syst Pharm. 2011 Aug 

15;68(16):1506–19. 
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Le tableau 3 représente la pharmacocinétique du dabigatran (43) : 

Tableau 3 : Pharmacocinétique du dabigatran, inhibiteur direct de la thrombine 

Molécule Dabigatran 

Absorption 

Biodisponibilité absolue du dabigatran par voie orale : 6,5 %. Après administration 

orale chez des volontaires sains, une augmentation rapide de la concentration 

plasmatique est observée avec une Cmax atteinte 0,5 à 2 heures après la prise. 

 

L’absorption est retardée lors d’une intervention chirurgicale. Les jours suivants, 

l'absorption du dabigatran est rapide avec un pic de concentration plasmatique 2 

heures après la prise. 

 

La biodisponibilité n’est pas affectée par la présence d'aliments, la concentration 

plasmatique de pic est cependant atteinte avec 2 heures de retard.  

Distribution 

Faible liaison du dabigatran aux protéines plasmatiques (34-35 %). Liaison 

indépendante de la concentration.  

 

Volume de distribution : 60 à 70 litres. Le volume de distribution du dabigatran 

excède le volume total de l'eau corporelle humain, indiquant une distribution 

tissulaire modérée. 

Métabolisme 

Conjugaison possible, formant des acylglucuronides pharmacologiquement actifs. 

Il existe quatre isomères de position (1-O, 2-O, 3-O, 4-O-acylglucuronide), chacun 

représentant moins de 10 % de la quantité totale de dabigatran dans le plasma. 

 

Traces d'autres métabolites détectés par méthodes analytiques hautement 

sensibles.  

 

Elimination 

Elimination principalement par voie urinaire sous forme inchangée. 

Débit de filtration glomérulaire : 100 mL/min. 

 

Les concentrations plasmatiques diminuent de façon bi exponentielle, avec une 

demi-vie terminale moyenne de 11 heures chez des sujets âgés sains. La demi-vie 

est indépendante de la dose. 
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6.4  Rodenticides 
La gestion de population de rongeurs est un enjeu majeur de société. En effet, les rongeurs 

causent des problèmes agricoles par la destruction de récoltes (estimées à 40 millions de tonnes 

de céréales par an), dégradation des fils électriques, isolants thermiques et sont responsables de 

la propagation de pathogènes pouvant causer des maladies humaines (45). Les AVK utilisés en 

tant que rodenticides vont ainsi causer la mort de l’animal nuisible par hémorragie, en bloquant 

sa coagulation. 

Il existe 2 générations d’anticoagulants utilisés actuellement comme rodenticides :  

1) Première génération d’anticoagulants : comprenant des dérivés coumariniques (coumaphène) 

et les dérivés de l’indane-1,3-dione (chlorophacinone, diphacinone …)(46). Ces molécules 

nécessitent une administration répétée pour tuer l’animal et sont très peu rémanentes. 

Cependant, la résistance de certains rongeurs vis-à-vis de cette génération d’anticoagulants a 

remis en question l’efficacité de ces molécules. Ces résistances combinent des aspects 

génétiques (liés à une pression de sélection face à un usage trop général de rodenticides) et des 

aspects comportementaux des animaux induisant une résistance acquise (les rongeurs évitent 

les appâts) (47). La figure 15 représente les différentes structures chimiques des AVK de 

première génération utilisés dans la gestion des rongeurs. 

 

 
 

Figure 15 : Structures chimiques des AVK de première génération, utilisés dans la gestion des rongeurs. 

Vudathala, Daljit & Cummings, Margaret & Murphy, Lisa. (2010). Analysis of Multiple Anticoagulant 

Rodenticides in Animal Blood and Liver Tissue Using Principles of QuEChERS Method. Journal of analytical 

toxicology. 34. 273-9. 10.1093/jat/34.5.273. 
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2) Pour pallier ce phénomène, une seconde génération d’AVK est apparue. Cette nouvelle 

génération comprend des dérivés coumariniques (bromadiolone, brodifacoum, difénacoum, 

diféthialone, flocoumafen …). Ces molécules sont plus efficaces que les molécules de première 

génération, mais possèdent une rémanence pouvant aller jusqu’à plusieurs mois, ce qui 

provoque un problème d’écotoxicité (6). Différentes espèces non-cibles sont touchées par cette 

exposition accidentelle, comme des prédateurs des rongeurs ou des animaux sauvages 

consommant accidentellement les appâts. C’est le cas des hermines, des belettes, des renards 

roux, des visons européens, des lynx roux ou de divers rapaces (milan royal, buses, crécerelles, 

faucons pèlerins et aigle) (46) (47). La figure 16 représente les différentes structures chimiques 

des AVK de deuxième génération utilisés dans la gestion des rongeurs. 

 

    

Figure 16 : Structures chimiques des AVK de deuxième génération, utilisés dans la gestion des rongeurs. 

Vudathala, Daljit & Cummings, Margaret & Murphy, Lisa. (2010). Analysis of Multiple Anticoagulant 

Rodenticides in Animal Blood and Liver Tissue Using Principles of QuEChERS Method. Journal of analytical 

toxicology. 34. 273-9. 10.1093/jat/34.5.273. 

 

Le mécanisme d’action est similaire aux AVK utilisés en thérapeutique humaine. En revanche, 

la pharmacocinétique des rodenticides de deuxième génération reste très différente. Dans le but 

d’observer la diversité au sein de cette même classe, nous allons prendre en exemple la 
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bromadiolone, AVK rapidement éliminé dans l’organisme, et le brodifacoum, AVK ayant une 

élimination beaucoup plus tardive. 

Le tableau 4 représente la pharmacocinétique de la bromadiolone et le brodifacoum, AVK de 

deuxième génération. 

Tableau 4 : Pharmacocinétique de la bromadiolone et le brodifacoum (47) 

Molécule Bromadiolone Brodifacoum 

Absorption Rapide Rapide 

Distribution Organe de stockage : foie Organe de stockage : foie 

Métabolisme   

Elimination 

Voie d’excrétion majoritaire : fécale 

 

Demi-vie plasma : 20 jours 

 

Demi-vie foie : 150-200 jours 

Voies d’excrétion : urinaire et fécale 

 

Demi-vie plasma : 91 jours 

 

Demi-vie foie : 170-318 jours 

 

Ils sont principalement excrétés sous la forme de la molécule initiale à l’exception de la 

chlorophacinone, le coumafène et le coumatétralyl où la métabolisation serait importante (47). 

Comme nous pouvons constater, le brodifacoum apparait comme la molécule la plus persistante 

dans le foie, les concentrations hépatiques de brodifacoum étant toujours plus élevées que celles 

de bromadiolone à dose égale et après 200 jours (48).  
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PARTIE 2 : MATERIELS ET METHODES 
 

Expérimentation animale 

Au cours de notre étude, l’expérimentation animale a été nécessaire. En effet, l’utilisation 

d’animaux a permis d’identifier la biodisponibilité des substances naturelles, de confirmer les 

résultats obtenus in vitro, et de répondre aux critères d’efficacité imposés par la législation des 

biocides (90% de mortalité), les tests in vitro ne permettant pas de répondre à ces critères.  

Le rat étant l’espèce cible de nos molécules, les tests ont été réalisés uniquement sur cette 

espèce. Les animaux utilisés pendant les procédures expérimentales provenaient de fournisseurs 

agrées : les rats OFA Sprague Dawley (lignée sensible aux anticoagulants antivitamine K) 

provenaient de Charles River (L’arbresles, France). 

Nous avons également utilisé des animaux résistants porteurs d’une mutation du gène VKORC1 

L120Q qui induit une forte résistance aux AVK. La mutation a été introgressée dans une lignée 

de rats Sprague Dawley sur plus de 10 générations. La lignée obtenue, qui est maintenue au 

laboratoire, que nous appelons Hampshire possède donc pour plus de 99,9% un fond génétique 

de Sprague Dawley et une zone de moins de 2 megabases autour du gène VKORC1 L120Q 

issue de rats sauvages résistants (chromosome 1 vers 187 megabases). 

Le processus de coagulation étant indépendant de l’âge, des rats adultes seront utilisés. Le 

processus de coagulation étant indépendant du sexe, des rats femelles et mâles seront utilisés. 

Lors des tests, les animaux sont hébergés dans des conditions conformes à leur bien-être, et 

bénéficient d’un enrichissement suffisant (abri et feuille d’essuie-main pour leur permettre de 

nicher). Les animaux sont laissés en groupe afin de respecter le caractère sociable des animaux. 

Revue éthique d’un projet d’utilisation d’animaux à des fins scientifiques 

Le comité d’éthique de VetAgro Sup n°18 a mis un avis favorable au projet « évaluation de la 

capacité de substances naturelles d’origine végétales à potentialiser l’activité de rodonticides 

anticoagulants antivitamine K naturels ou synthétiques » rédigé lors de mon stage de Master 2 

« Toxicologie humaine, évaluation des risques et vigilances » (Paris Saclay) (Annexe). 
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Protocole du traitement au lapachol chez le rat sensible 

La poudre de lapachol est dissoute dans l’huile pour permettre le gavage des animaux. Un 

volume de 30mg de lapachol dans 1 ml d’huile de maïs contenant 10% de DMSO. 

L’exploration de la coagulation se fera 3h, 6h, 9h, 12h, 24h et 48h après l’administration de 

l’anticoagulant antivitamine K naturel. Une observation à 48h permettra d’éviter toute 

souffrance animale. Au-delà de 3 jours, la réponse est essentiellement conditionnée par la 

persistance de l’anticoagulant antivitamine K, et pourrait s’accompagner de l’apparition de 

signes cliniques.  

Chaque dose sera donnée à 3 rats par groupe, afin d’assurer une puissance statistique suffisante. 

À la suite de ces résultats, la synergie entre l’anticoagulant antivitamine K naturel et les 

substances naturelles sera testée. 

Gavage 

Administration unique de 300μl de lapachol à raison de 1ml/kg de poids vif. 

Mise à mort 

Dans un premier temps, les rats seront anesthésiés à l’aide d’un mélange gazeux à base 

d’isoflurane. Au cours de l’anesthésie, ils seront mis à mort par exsanguination via une ponction 

intracardiaque, ou via l’utilisation de dioxyde de carbone. 

Plasma 

Le prélèvement du plasma a été réalisé par ponction intracardiaque du sang chez le rat. Le sang 

a ensuite été placé dans un tube citraté en agitation permanente. Une centrifugation de 15 

minutes à 3000 rpm a permis de séparer le plasma. Le plasma a été conservé dans un Falcon à 

température 4-8°C. 

Préparation des microsomes à partir de foie de rat 

Les microsomes sont des fractions de centrifugation de foie contenant notre protéine d’intérêt 

(VKORC1), obtenues lors d’une centrifugation microsomiale. Le microsome se compose 

notamment de vésicules provenant du réticulum endoplasmique, ainsi que d’éléments 

provenant de l’appareil de Golgi et de la membrane plasmique.  

Une première étape de broyage des morceaux de foie assure la libération des différents organites 

dans le milieu. Ces organites sont séparés à l’aide d’une première centrifugation pendant 10 
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minutes à 10000G. Les gros organites se retrouvant dans le culot, et les microsomes sont dans 

le surnageant. Ce surnageant est ensuite recentrifugé à 100000G pendant 1 heure, afin de faire 

culoter les microsomes. Ces microsomes sont alors re-suspendus dans du tampon de reprise, 

puis stockés à -80°C avant d’être utilisés. 

Tampon de broyage : tampon phosphate 50 mmol/L – pH 7,4 

Tampon de reprise : Tampon HEPES-glycérol – HEPES 50mmol/L – glycérol 20% - pH 7,4 

Concentration inhibitrice médiane du lapachol sur des microsomes 

La gamme de concentrations d’anticoagulants vitamine K naturel est réalisée à partir d’une 

première solution à 1mM. Pour chaque point de la gamme, du tampon d’incubation est placé 

dans un tube, puis 0,5 mg de protéines microsomales (obtenus précédemment) sont ajoutés, une 

solution de vitamine K époxyde (concentration finale dans l’incubation 200μM) est ensuite 

ajouté. 10μl de la solution d’AVK est enfin placée dans le tube le tampon.  

Tableau 5 : Concentrations inhibitrices initiales et finales du lapachol 
 

 

 

 

 

 

 

Le DTT déclenchant la réaction enzymatique, il sera ajouté dans le mélange en dernier. Chaque 

tube doit alors avoir un volume total de 1 ml. Le mélange complet sera ensuite placé au bain 

marie pendant 30 minutes. Après ces 30 minutes, l’arrêt de la réaction enzymatique sera réalisé 

par l’ajout de 2ml d’isopropanol dans chaque tube. Les tubes sont ensuite centrifugés à 3600 G 

durant 5 minutes à 4C°. 

Une fois la centrifugation terminée, les surnageants de centrifugation sont mélangés à 2mL 

d’hexane. Un vortexage des tubes permet ensuite de resolubiliser la vitamine K réduite. Les 

tubes sont ensuite recentrifugé à 3600 G durant 5 minutes à 4C°. 

Tubes 
Concentration initiale en 

mM 

Concentration finale en 

μM 

4-5 0,01 0,16 

6-7 0,03 0,31 

8-9 0,06 0,625 

10-11 0,12 1,25 

12-13 0,25 2,5 

14-15 0,5 5 

16-17 1 10 
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Une fois la seconde centrifugation terminée, la phase supérieure de chaque tube est récupérée 

à l’aide d’une pipette pasteur, puis placée à l’évaporateur. 

Une fois l’évaporation terminée, la vitamine K (déposée sur la paroi des tubes) est récupérée 

dans 200μl de méthanol. Afin d’être certain d’avoir récupéré l’intégralité de la vitamine K, un 

vortexage de 15 secondes ou plus est réalisé sur chaque tube. La solution obtenue est enfin 

transférée dans des vials, dans l’ordre de concentration croissante en K1 quinone. Les vials sont 

ensuite conservés à 4-8°C.  

Dosage en spectrométrie de masse LC/MS APCI de la vitamine K 

La détection MS a été effectuée par un simple quadripôle 6120B d'Agilent Technologies en 

ionisation positive. Une colonne Poroshell 120 C18, 3.5*50mm a été utilisée avec du 

méthanol/H2O/Acide formique en 96/4/0,1 comme éluant.  Les conditions étaient les suivantes 

: température du gaz de séchage de 280°C, du vaporisateur 380°C. Le mode SIM à 451,6 uma 

pour la vitamine K quinone et 467,6 uma pour la vitamine K époxyde et une injection de 2μl. 

La collecte et le traitement des données ont été effectués avec MasshunterTM Poste de travail 

d'Agilent Technologies. 

Temps de coagulation d’écarine 

Le temps de coagulation de l’écarine (ECT) est un test de génération de meizothrombine qui 

permet une quantification précise des inhibiteurs de la thrombine. L’écarine est mélangée à une 

solution de chlorure de calcium et de chlorure de sodium (à une concentration de 50mM et 9g/l 

respectivement), puis mise à chauffer à une température de 37°C dans l’analyseur de 

coagulation Biomérieux, option 2 plus. Parallèlement, 100μl de plasma citraté et une bille de 

métal (permettant la rotation dans l’appareil) sont mélangés à 40μl de tampon TRIS et à 5μl 

d’inhibiteur direct de thrombine, puis mis à chauffer pendant 2 minutes dans l’analyseur de 

coagulation. Au bout de 2 minutes, la réaction est déclenchée par l’ajout de 10μl du mélange 

écarine/chlorure de calcium/chlorure de sodium à 37°C, la bille commence alors à tourner dans 

l’appareil jusqu’à la coagulation. L’analyseur de coagulation donne le temps en secondes.  

La quantité précise d’écarine est ajustée de façon à obtenir une coagulation en 50-60 secondes. 

Temps de Quick 

Le temps de Quick est un examen permettant de mesurer la vitesse de coagulation en explorant 

la voie extrinsèque. Il est généralement compris 11-14 secondes. Pour évaluer cette vitesse de 

coagulation, un analyseur de coagulation Biomérieux option 2 plus a été utilisé. 
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Le réactif utilisé, appelé neoplastine, contient du facteur tissulaire dont le rôle est d’activer la 

coagulation. Ce réactif est chauffé à 37°C. Parallèlement, 100μl de plasma citraté et une bille 

de métal sont mélangés à 5μl d’inhibiteur direct de thrombine et mis à chauffer pendant 2 

minutes dans l’analyseur de coagulation. Au bout de 2 minutes, la réaction est déclenchée par 

l’ajout de 200μl de neoplastine à 37°C, la bille commence alors à tourner dans l’appareil jusqu’à 

la coagulation. L’analyseur de coagulation donne le temps en secondes.  

Temps d’écarine chromogénique 

Au cours de ce test, 165 μl d’une solution constituée de tampon TrisHCl (à 50mM et pH 8,4), 

de NaCl (9g/L) et d’Héparine (10000 U/I) est mélangé à 5μl de plasma de rat citraté, à 3 μl de 

substrat chromogénique de thrombine (25 mg repris dans 5ml d’eau distillée) et à 2μl 

d’inhibiteur direct de la thrombine. Le mélange est ensuite placé à 37°C. puis l’ajout de 10μl 

d’écarine à une concentration 1mg/ml. Le mélange final sera analysé par un spectromètre UV, 

afin de suivre la cinétique de la densité optique à 405 nm. 

Extraction du lapachol dans le plasma 

Des échantillons de plasma (0,1 μl) ont été enrichis avec 100 μl de méthanol. 400 μl d'acétate 

d'éthyle ont ensuite été ajoutés, puis le mélange total est vortexé pendant 2 minutes. Après une 

centrifugation du mélange à 5 000 G pendant 10 min, le surnageant a été transféré dans un tube 

à essai, puis évaporé à sec par de l'azote gazeux à 37°C. Par la suite, 200 μl de méthanol ont été 

ajouté au tube afin de reconstituer le résidu. 2 μl de la solution obtenue ont finalement été 

injectée dans le système LC-MS pour analyse. 

Extraction du lapachol dans le foie – Pharmacocinétique 

Un extrait de 1g de foie a été enrichi avec 1ml de méthanol. 8ml d’acétate d’éthyle ont ensuite 

été ajoutés, avant un vortexage de 2 minutes. Le mélange vortexé subit ensuite une 

centrifugation à 5000 G pendant 10 minutes, puis le surnageant est transféré dans un tube à 

essai et évaporé à sec par de l’azote gazeux à 37°C. Une reprise par 4ml d’acétonitrile et 2ml 

d’hexane a été nécessaire. Après centrifugation de ce second mélange, l’élimination de la phase 

hexane et l’évaporation de la phase acétonitrile à sec sous un débit d’azote gazeux à 37°C a été 

réalisée. Le résidu a été reconstitué dans 200 μl de méthanol, puis 2 μl de la solution finale ont 

été injectée dans le système LC-MS pour analyse. 

 

 

FUENZALIDA VASQUEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



60

Oxydation microsomale du lapachol par microsomes hépatiques de foies de rats 

Un échantillon de 50μl de microsomes de rats, 190μl d’eau purifiée, 250μl de système 

régénérant (composé du glucose 6 phosphate, de la glucose 6 phosphate déshydrogénase et du 

NADP) sont mélangés et l’ajout de 10μl de lapachol active la réaction. Incubation pendant 10 

minutes puis arrêt de la réaction avec 1,5ml d’acétonitrile. Une centrifugation à 3000 rpm est 

nécessaire pendant 10 minutes. L’évaporation de la phase acétonitrile à sec sous un débit 

d’azote gazeux à 37°C a été réalisée. Le résidu a été reconstitué dans 100 μl de méthanol et 2 

μl ont été injectée dans le système LC-MS pour analyse. 

Dosage en spectrométrie de masse LC/MS APCI du lapachol 

La détection MS a été effectuée par un simple quadripôle 6120B d'Agilent Technologies en 

ionisation négative. Une colonne Poroshell 120 C18, 3.5*150mm a été utilisée avec du 

méthanol/H2O/Acide formique en 75/25/0,1 comme éluant.  Les conditions étaient les 

suivantes : température du gaz de séchage de 280°C, du vaporisateur 380°C, le mode SIM à 

241,1 uma (lapachol) et 257,1 uma (métabolites hydroxylés) et une injection de 2μl. Des 

spectres de fragmentation (100 à 600 uma) ont été enregistrés dans la surveillance dynamique 

des réactions simples (SRM). La collecte et le traitement des données ont été effectués avec 

MasshunterTM Poste de travail d'Agilent Technologies. 
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PARTIE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION 
1. Le lapachol 

Le lapachol est un puissant inhibiteur de l’activité de VKOR chez les microsomes de rats 

sensibles à la warfarine. Il possède une constante d’inhibition de 3,5μM trouvée de manière 

expérimentale. La concentration nécessaire pour inhiber 50% de l’activité de l’enzyme VKOR 

est donc de 3,5μM de lapachol (inhibiteur non compétitif). Ce résultat est cohérent à ce que 

nous trouvions dans la littérature, Suttie et al (7), ont montré une constante d’inhibition 

correspondant à 2μM chez les microsomes de rats sensibles à la warfarine. 

Une mesure du temps de quick du plasma prélevé chez les rats traités au lapachol n’a montré 

aucune différence par rapport à la mesure de temps de quick normale chez des rats sensibles et 

non traités. 

Pour valider notre méthode de quantification du lapachol dans le plasma, une gamme 

d’étalonnage a été réalisée avec une supplémentation par le lapachol, représentée dans le 

graphique 1. 

 

Graphique 1 : Validation de la méthode par gamme d’étalonnage du lapachol 

 

Lorsque le plasma n’est pas supplémenté, nous avons une concentration à 0μg/ml de lapachol. 

Lorsque celui-ci est supplémenté à 130 μg/ml de lapachol, la concentration observée est de 124 

μg/ml, soit un rendement de 94%. La méthode choisie permet donc la détection du lapachol 

dans le plasma. 
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Graphique 2 : Pharmacocinétique plasmatique du lapachol 

 

Le graphique 2 représente la cinétique plasmatique du lapachol. Cette cinétique  montre une 

grande concentration plasmatique avec un pic maximum à 6 heures après l’administration du 

lapachol, une diminution progressive et une disparition du produit vers 48 heures après 

l’administration. 

Les résultats observés concordent avec la description de la pharmacocinétique plasmatique du 

lapachol de Bai et al. (18). En effet, un pic vers 8 heures après l’administration a été observé 

dans leurs études ainsi qu’un temps de demi-vie d’élimination de 7,62 heures. Ce pic à 6 heures 

après administration est précoce par rapport au pic obtenu par Bai et al. Cette différence pourrait 

venir de la formule galénique utilisée pour l’administration du lapachol chez le rat. Nous avons 

utilisé une dilution de lapachol dans une faible quantité de DMSO mélangée à l’huile de maïs 

alors que Bai et al. ont utilisé une dilution à l’eau distillée/chlorure de sodium mélangée avec 

1% de polysorbate Tween-80. 
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Graphique 3 : Pharmacocinétique hépatique du lapachol 

 

Le graphique 3 représente la cinétique hépatique du lapachol. La concentration hépatique du 

lapachol est nettement inférieure à celle trouvée dans le plasma. Il existe aussi un pic à 6 heures 

après administration du lapachol avec une diminution progressive jusqu’environ 48 heures 

après l’administration du lapachol. Le temps de demi-vie d’élimination observé est d’environ 

7 heures. 

Les résultats de pharmacocinétique hépatique montrent une similitude avec la 

pharmacocinétique plasmatique mais avec des concentrations nettement inférieures dans le foie. 

La faible AUC hépatique explique l’effet biologique réduit puisque l'action anticoagulante des 

antivitamine K s'exerce sur l'inhibition de la VKORC1 et donc sur la gammacarboxylation des 

facteurs de la coagulation (II, VII, IX et X) produits par le foie. 

L’AUC plasmatique est de l’ordre de 10 fois l’AUC hépatique. Cela est probablement dû à un 

faible effet de premier passage hépatique lié à une forte liaison des protéines plasmatiques. Le 

coumaphène possède exactement le même type de cinétique contrairement aux anticoagulants 

rodenticides de 2ème génération, eux-mêmes, possédant une forte concentration hépatique. Le 

coumaphène, contrairement aux rodenticides de 2ème génération, peut atteindre le fœtus à cause 

de son importante concentration plasmatique et induire une reprotoxicité provoquant des 

malformations au niveau nasal chez le rat (49). La similitude des pharmacocinétiques 

plasmatiques entre le lapachol et le coumaphène, suggère que le lapachol pourrait 

potentiellement expliquer la reprotoxicité du lapachol chez le rat (23). 

Le faible temps de demi-vie d’élimination du lapachol pose un problème par rapport à cette 

molécule qui pourrait être un nouvel anticoagulant rodenticide. Cette élimination étant courte, 
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nous n’avons donc pas une concentration adéquate. L’hypothèse d’un fort métabolisme pourrait 

expliquer ce temps de demi-vie d’élimination court. Au vu de la structure chimique du lapachol, 

il pourrait subir des hydroxylations, des glucuronoconjugaisons directes ou à la suite 

d’hydroxylations. 

Afin d’évaluer le métabolisme du lapachol, un dosage avec LC/MS APCI en mode négatif à 

241,1 uma a montré 2 pics avec un temps de rétention de 6,5 minutes correspondant au lapachol 

standard et un second pic à 2,43 minutes, représenté dans la figure 17. 

 

Figure 17 : Dosage du lapachol en mode négatif APCI, à 241,1 uma 

L’analyse spectrométrique du standard analytique lapachol nous montre un fragment 

majoritaire à 241,1 uma, un fragment à 217,9 uma et un fragment à 185,9 uma.  

L’analyse spectrométrique du pic avec un temps de rétention de 2,43 minutes nous montre 

également un fragment majoritaire à 241,1 uma, un fragment à 218,1 uma, un fragment à 186,0 

uma. Ces fragments n’apparaissent que pendant la pharmacocinétique du lapachol entre le 

prélèvement fait 3 heures et 24 heures après le gavage chez le rat et absents avant et 48 heures 

après l’administration. 

Le spectre à 2,43 minutes possède une similitude très importante avec le spectre du lapachol 

mais ayant un temps de rétention beaucoup plus faible (2,43 minutes) que celui du lapachol (6,5 

minutes), le composé correspondant à ce premier pic doit être beaucoup plus hydrophile que le 

lapachol. Ce pic présente une surface 4 fois supérieure au pic du lapachol. 

En outre, le spectre possède un fragment supplémentaire à 451,1 uma, ce qui semblerait 

indiquer que ce pic soit un métabolite du lapachol. 

Une étude supplémentaire en LC/MS/MS permettrait de reconnaitre la relation entre 451,1 et 

241,1 uma pour ce pic et éventuellement identifier la masse moléculaire du composé parental 

dont l’ion fils correspondrait au lapachol et donc de proposer une structure de ce possible 

métabolite.  
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Les figures 18 et 19 montrent les spectres des pics à 2,43 et 6,5 minutes. 

 

Figure 18 : Spectre du pic à un temps de rétention de 2,43 minutes 

 

Figure 19 : Spectre du pic à un temps de rétention de 6,5 minutes 
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De plus, lors du dosage du lapachol plasmatique, il est possible de repérer deux molécules de 

poids moléculaires de l'ordre de 257 uma, pouvant suggérer une hydroxylation du lapachol, 

puisque la masse moléculaire de celui-ci en mode négatif est de 241,1 uma et la masse 

moléculaire d’une hydroxylation est de 16 uma. Ces métabolites sont représentés dans le 

graphique 4. 

 

Graphique 4 : Métabolites issus du dosage du lapachol plasmatique 

 

Ces mêmes métabolites sont retrouvés dans les extraits hépatiques des animaux traités. Une des 

hypothèses émises, serait que le fragment à 451,1 uma correspondrait à une 

glucuronoconjugaison du lapachol avec un acide glucuronique de masse moléculaire de 196 

uma à la suite de son hydroxylation : 

Lapachol à 242,27 uma + Hydroxylation à 16 uma + Acide glucuronique à 194,139 uma = 452,4 

uma - 1 uma (APCI négatif) = 451,4 uma ce qui reste très proche du fragment 451,1 uma trouvé. 

Etant donné que le métabolisme est souvent cytochrome dépendant, il est nécessaire de réaliser 

une oxydation NADPH dépendante in vitro. On observe deux pics à, respectivement, 5,8 et 6,5 

minutes, représentés dans la figure 20. 
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Figure 20 : Oxydation NADPH dépendante du lapachol 

La séparation n'a pas été réalisée sur le même système HPLC gradient [(méthanol/acide 

formique (99,9/0,1 %) vs H2O/Acide formique (99,9/0,1%)]. Néanmoins, il est très probable 

que ces métabolites soient les mêmes que ceux observés dans le plasma ceci reste à confirmer. 

Il semblerait que le lapachol subisse une métabolisation cytochrome dépendante, plus 

particulièrement, une hydroxylation. Il existe énormément d’inhibiteurs naturels des 

cytochromes P450 tels que la quercétine issue du ginkgo biloba, l’ail, entres autres, qui 

pourraient moduler cette inhibition pour permettre d’augmenter le temps de demi-vie 

d’élimination et donc moduler l’activité anticoagulante du lapachol. 

 

2. La curcumine 
Pour mesurer la capacité d’inhibition de la curcumine, probablement inhibiteur direct de la 

thrombine, 3 tests ont été réalisés : un temps de Quick, un temps de coagulation par l’écarine 

(50) et un test chromogénique à base d’écarine (36). Afin de valider ces 3 méthodes, un 

inhibiteur direct de la thrombine, le dabigatran, a été utilisé. 

Temps de Quick avec le dabigatran : 

Les concentrations de dabigatran allant de 100μM à 1μM (dans le milieu d’incubation) 

respectivement correspondant à un temps supérieur à 600 secondes jusqu’à 17 secondes, 

représentées dans le graphique 5. 
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Graphique 5 : Temps de Quick avec le dabigatran 

 

Les concentrations de dabigatran sont corrélées au temps de coagulation du plasma. Plus il y a 

une augmentation de la concentration, plus le temps de coagulation est long. Il y a donc un 

allongement modéré du temps de Quick lors de l’utilisation du dabigatran. 

Temps de coagulation par l’écarine avec le dabigatran : 

Les concentrations de dabigatran allant de 100μM à 0,625μM (dans le milieu d’incubation) 

respectivement correspondant à un temps supérieur à 600 secondes jusqu’à 60 secondes, 

représentées dans le graphique 6. 

 

Graphique 6 : Temps de coagulation d’écarine avec le dabigatran 
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Ce test induit la formation de meizothrombine par l’ajout d’écarine. La meizothrombine est un 

produit intermédiaire de la formation de thrombine, elle permet donc la transformation du 

fibrinogène en fibrine (36).  

Les concentrations de dabigatran sont corrélées au temps de coagulation du plasma, c’est-à-

dire, une augmentation de la concentration de dabigatran conduit à une augmentation du temps 

de coagulation.  L’inhibition de la meizothrombine par le dabigatran empêche la conversion de 

fibrinogène en fibrine et donc l’allongement du temps de coagulation d’écarine. 

La génération permanente de meizothrombine dépend donc de la présence de prothrombine 

plasmatique et non de sa concentration.  

La quantité d'écarine a été initialement choisie de manière à atteindre un niveau raisonnable 

temps de coagulation, environ 50-60 secondes. 

Ce résultat est cohérent par rapport à ce que l’on trouve dans la littérature, notamment, 

Samuelson et al. ont confirmé la bonne corrélation et une forte sensibilité du temps de 

coagulation par l’écarine avec les concentrations plasmatiques de dabigatran (51). 

Test chromogénique à base d’écarine avec le dabigatran : 

Les résultats du test chromogénique à base d’écarine avec le dabigatran montre une 

augmentation du temps en fonction de la concentration plasmatique du dabigatran. Cette 

méthode a été choisie dans le but de montrer qu’une inhibition du facteur IIa ou thrombine 

allonge le temps de coagulation. Le graphique 7 représente ce test en présence de dabigatran. 
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Graphique 7 : Test chromogénique à base d’écarine avec le dabigatran 
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thrombine (36). 
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Graphique 8 : Concentration plasmatique de dabigatran en fonction de la densité optique finale 
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Temps de Quick avec la curcumine : 

 

Graphique 9 : Temps de Quick avec la curcumine 
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résultats restent constants et très proche des valeurs que l’on obtient normalement sans un 

inhibiteur de thrombine. 

Temps de coagulation par l’écarine avec la curcumine : 

 

Graphique 10 : Temps de coagulation d’écarine avec curcumine 
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Test chromogénique à base d’écarine avec la curcumine : 

 

Graphique 11 : Test chromogénique à base d’écarine avec la curcumine 

Le graphique 11 représente le test chromogénique à base d’écarine avec la curcumine. Les 

résultats obtenus ne montrent aucune corrélation entre la concentration en curcumine et 

l’inhibition de l’activité thrombine. 

 

Graphique 12 : Concentration plasmatique de curcumine en fonction de la densité optique finale 
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Le graphique 12 représente la concentration plasmatique de curcumine en fonction de la densité 

optique finale. Aucune corrélation entre la densité optique finale ainsi que la pente de la densité 

optique en fonction du temps et la concentration en curcumine. Nous n’avons donc pas d’effet 

sur l’inhibition de la thrombine. 

Ces paramètres sont en accord avec l’étude de Liu et al. (33), montrant que la curcumine peut 

avoir des impacts au niveau de la pharmacocinétique, en revanche, aucun changement dans la 

pharmacodynamie et donc dans l’agrégation plaquettaire ou au niveau de la coagulation. 

Malgré le fort potentiel observé dans des nombreux articles dans la littérature scientifique 

concernant la curcumine, nous avons constaté qu’expérimentalement, les résultats semblent être 

très différents avec une activité anticoagulante très faible. De ce fait, et en l’absence de l’activité 

anticoagulante espérée de la curcumine, nous n’avons donc pas réalisé les autres études prévues 

concernant la potentialisation de l’effet anticoagulant du lapachol via la curcumine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENZALIDA VASQUEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



75

CONCLUSION GENERALES 

THESE SOUTENUE PAR Mme FUENZALIDA VASQUEZ Valentina 

Ce travail porte sur l’activité anticoagulante que peuvent posséder les plantes et la manière dont nous 

pouvons les utiliser afin de remplacer les produits chimiques ou potentialiser ces derniers.  

Nous avions donc choisi deux plantes avec un grand potentiel anticoagulant d’après la littérature 

scientifique. Le lapachol étant un similaire à la warfarine au niveau du mécanisme d’action et la 

curcumine ayant un potentiel inhibiteur direct au niveau de la thrombine. 

Les études pharmacocinétiques plasmatiques et hépatiques du lapachol montrent les propriétés 

anticoagulantes exercées sur la vitamine K. La concentration plasmatique importante par rapport à la 

concentration hépatique du lapachol suggère une pharmacocinétique similaire au coumaphène 

(warfarine), antivitamine K de première génération utilisé depuis de nombreuses années et étant l’AVK 

le plus prescrit dans le monde en thérapie humaine.  

La balance entre les concentrations plasmatiques et les concentrations hépatiques peuvent être à l’origine 

d’une reprotoxicité du lapachol, ce qui empêcherait l’utilisation chez l’Homme en tant qu’anticoagulant. 

L’utilisation du lapachol comme un rodenticide est actuellement limitée par son fort métabolisme et 

donc une faible efficacité. Pour pallier ce manque d’efficacité, une inhibition du métabolisme ainsi 

qu’une administration de plusieurs doses peuvent être envisagées, ce qui permettrait l’amélioration du 

lapachol en tant que rodenticide. 

Concernant la curcumine, elle n’a pas montré une inhibition de la thrombine dans les tests de coagulation 

réalisés in vitro. Malgré une reproduction exacte de ce qu’il était écrit dans la littérature, nous n’avons 

pas réussi à obtenir les résultats présentés dans l’article de Kim et al. Nous espérions avoir une forte 

interaction entre un anticoagulant naturel tel le lapachol qui provoquerait une diminution de la 

prothrombine et de la curcumine que l’on pensait être inhibitrice directe de la thrombine. Au vu des 

résultats obtenus sur l’effet de la curcumine, nous avons conclu que cette interaction est finalement peu 

prometteuse. 

D’autres pistes peuvent encore être explorées au niveau de l’inhibition de la thrombine. Des extraits des 

nombreuses plantes comme le ginkgo biloba, l’ail, entres autres, présentent des résultats in vitro très 

encourageants. 
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L’ISPB Faculté de Pharmacie de Lyon et l’Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent donner
aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les thèses ; ces opinions sont
considérées comme propres à leurs auteurs.

L’ISPB Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le plagiat. De ce
fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des thèses a été réalisée avec notamment
l’incitation à l’utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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ESUME 
Les anticoagulants antivitamine K sont utilisées dans la gestion de population de 
rongeurs depuis de nombreuses années, en empêchant la coagulation des animaux. Ces 
molécules présentent des limites, comme l’apparition de résistance de certains rongeurs, 
ou une intoxication secondaire d’espèces non-cibles. Ces enjeux sont essentiels dans le 
développement de nouveaux rodenticides. Pour répondre à cette problématique, 
certaines substances naturelles susceptibles d’affecter le processus de coagulation ont 
été sélectionnées afin d’évaluer leurs capacités à potentialiser l’activité des 
anticoagulants rodenticides, et ainsi diminuer la dose de ces derniers dans les appâts et 
contourner les phénomènes de résistance. Les substances naturelles potentiellement 
anticoagulantes sélectionnées sont le lapachol (substance active du Lapacho) et la 
curcumine (substance active du curcuma). Des mesures du temps de coagulation ont été 
réalisées in vitro afin d’identifier l’activité coagulante de ces substances naturelles. Des 
études in vivo ont également été réalisées en prélevant du sang intracardiaque de rat 
sensible, après gavage. Ces études ont permis d’effectuer un bilan d’hémostase et 
d’étudier la pharmacocinétique des molécules naturelles utilisées, les mécanismes 
toxicologiques mis en jeu et les éventuels résidus pouvant être responsable de problèmes 
écotoxicologiques sur des espèces prédatrices de rongeurs. 
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