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INTRODUCTION

Une plaie est définie comme une interruption dans la continuité d’un tissu du corps, une rupture de
la barriere cutanée. La perturbation de I’intégrité de la peau peut survenir dans plusieurs contextes:
chirurgies, brilures, radiations, coupures, déchirures, éraflures, abrasions, frottements, pincements
et pressions. Les plaies constituent un motif de consultation extrémement fréquent dans les services
d’urgences. Ce type d’accident a priori banal peut poser des problemes thérapeutiques complexes.
La guérison d'une plaie cutanée est un processus dynamique coordonné qui implique la
multiplication cellulaire, la migration cellulaire active et la production de matrice extracellulaire (Li
et al. 2005 ; Smith et al. 1998).

Au Mali, la majorité des plaies sont provoquées pendant les accidents de la circulation, chez les
travailleurs utilisant des outils tranchants, chez les enfants, en milieu médical (plaies chirurgicales
etc.) et en milieu rural (infections parasitaires) et pendant les travaux champétres. En médecine
traditionnelle, il existe le concept de plaie chronique appelé en Bambara «Kélébé» que les
tradipraticiens de santé trouvent assez difficile a guérir. Ces plaies chroniques infectées sont dans la
majorité des cas assez invalidantes et sont fréquentes dans les milieux ruraux la ou la majorité des
populations n“ont acces qu”a la médecine traditionnelle comme traitement (Diallo et al. 2002).

Afin de maintenir les fonctions essentielles de la peau, il est tres important de la réparer lorsqu’un
tel évenement survient et ceci est valable pour I’ulcére gastroduodénal.

L’ulcére gastroduodenal est une affection circonscrite, destructive et progressive, qui atteint la
muqueuse et la sous muqueuse de I’estomac et du duodénum. La maladie ulcéreuse gastrique et
duodénale a connu une révolution dans son traitement durant les 20 derniéres années; depuis la
découverte d’Helicobacter pylori par Marshall et Warren son incidence semble étre en diminution
marquée ces derniéres années (Conférence de consensus helicobacter pylori, 1999).

Plusieurs travaux ont été menes sur cette pathologie au Mali et dans d’autres pays Africains.
L ulcére gastroduodénal représente 32% de I’ensemble des endoscopies digestives hautes au
Cameroun (Nditoyap Ndam et al. 1990) ; 11,29% et 79,72% au Congo respectivement pour les
ulcéres gastriques et duodénaux (lbara et al. 1993).

Dans une étude en Cote d’lvoire, la frequence globale des ulceres gastroduodénaux était de 6,8%
(Kadjo et al. 1999). Dans une étude faite a I’Hépital Régional de Sikasso, la fréquence des ulcéres
gastroduodénaux était de 10,88% (Diarra et al. 2003). Ces études ont été effectuées essentiellement

en milieu urbain.

Le traitement conventionnel d"une plaie est fonction de sa gravite, et varie d"une simple protection

aseptique a l"utilisation de pansements de base occlusifs, non occlusifs, mixtes, spéciaux, bio-
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actifsou I'utilisation d’autres produits antibiotiques ou cicatrisants. Quand a l“ulcére
gastroduodénal, son traitement a subi une révolution depuis la decouverte de I'implication de H.
pylori dans cette pathologie. Il associe un inhibiteur de la pompe a proton et une bithérapie
antibiotique-antiparasitaire. Ces traitements assez efficaces sont dispensés de nos jours dans la
plupart des centres de santé conventionnelle, mais leurs codts élevés font qu’ils ne sont pas
accessibles a une trés forte majorité de la population vivant en milieu rural. Ces patients utilisent les

ressources de la médecine traditionnelle comme alternative de traitement.

La médecine traditionnelle reste une option a grande potentialité thérapeutique des plaies et ulcéres
de fagon générale. De nombreuses plantes et recettes traditionnelles possédent une propriété
curative sur les plaies et ulcéres. Au Mali une étude réalisée par Diallo et al (2002) a identifié cent
vingt trois (123) especes appartenant a cinquante (50) familles botaniques, utilisées
traditionnellement dans le traitement des plaies. De nombreux travaux ont démontré que les plantes
utilisées traditionnellement comme cicatrisant possédent des propriétés d activation du systeme
immunitaire; cette activation serait le mécanisme de guérison des plaies. Les études ont aussi
montré que les polysaccharides sont les substances responsables de I’activation du systeme
immunitaire donc de la guérison des plaies et de I"ulcere gastroduodénale (Yamada & Kiyohara.
1999 ; Nergard 2005). (Diallo et al. 2000) ont testé I’activité sur le complément d extraits
polysaccharidiques d’Entada africana, une espéce végétale trés utilisée dans le traitement des plaies
au Mali.

Le Gastrosédal est un phytomédicament élaboré par le Département de Médecine Traditionnelle a
partir des tubercules de Vernonia kotshyana et utilisé dans le traitement des ulceres; cette plante
était citée par les tradipraticiens de santé comme possédant des propriétés cicatrisantes. Les études
scientifiques ont démontré cette propriété mais aussi I"activité immunomodulatrice des
polysaccharides contenu dans le Gastrosédal (Nergard 2005).

Les feuilles de Opilia celtidifolia sont largement citées en médecine traditionnelle comme possédant
des propriétés cicatrisantes des plaies (Diallo et al. 2002 ; Inngjerdingen et al. 2004 ; Togola et al.
2005). Elles contiennent aussi des polysaccharides ayant une propriété dactivation de plusieurs
composantes du systéme immunitaire notamment le complément, les macrophages, les lymphocytes
B et T (Togola et al. 2007). Etant donné que la présence de ces polysaccharides fortement
immunomodulateurs et la guérison des plaies semblent étre corrélées, il serait donc nécessaire de
vérifier I"activité cicatrisante d"extrait de cette plante.

L hypothése de recherche que soutient ce travail est donc ainsi formulée: les extraits
polysaccharidiques des feuilles de Opilia celtidifolia possédent-ils une activité cicatrisante sur les

plaies externe et interne ?
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MOTIVATIONS

L’usage de remedes a base de feuilles de Opilia celtidifolia dans le traitement des plaies en milieu
traditionnel est courant. Cette thérapie n’a pas encore été soumise aux critéres d’évaluation
scientifigue comme cela a été le cas pour d autres plantes. Ce présent travail est donc motivé par la
curiosité scientifique de vérifier I’utilisation traditionnelle des feuilles de la plante comme
cicatrisant sur les plaies externes et internes vu la présence de polysaccharides a activité
immunomodulatrice qui est une indication de propriétés cicatrisantes; ceci dans le but d’obtenir un
médicament traditionnel amélioré (MTA) efficace comme alternative a la thérapie conventionnelle

des plaies et ulcéres.

OBJECTIFS
Objectif général :
Etudier la propriété cicatrisante des feuilles de Opilia celtidifolia.
Objectifs spécifiques :
- ldentifier les caractéristiques botaniques et les groupes chimiques présents dans les feuilles
de O.celtidifolia ;
- Déterminer I’activité cicatrisante de pommades a base d’extraits aqueux et des fractions
polysaccharidiques des feuilles de Opilia celtidifolia in vivo ;
- Déterminer I’activité protectrice de la muqueuse gastrique avec les extraits total et épuisé
des feuilles de Opilia celtidifolia in vivo.
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CHAPITRE | : TRAVAUX ANTERIEURS

|. La peau

La peau est un organe complexe recouvrant le corps en entier. Son poids totalise environ 15 % du
poids total du corps d"un adulte, ce qui lui vaut le titre du plus grand et du plus important (de par sa
surface) organe du corps humain. Elle assure plusieurs fonctions nécessaires a la survie de
I’organisme comme la protection contre les agressions physiques, chimiques et biologiques
extérieures (Kanitakis 2002; Wysocki 1999). Elle a aussi un rdle dans la régulation thermique,
I’excrétion, I'immunité, la synthése de la vitamine D et elle constitue un excellent capteur
d’informations extérieures grace aux milliers de terminaisons nerveuses qu’elle contient. De plus,
les nombreux vaisseaux sanguins qui traversent le derme transportent de 8 a 10 % du sang en

circulation dans le corps, ce qui fait de la peau un important réservoir sanguin (Tortora et al. 1994).

La peau normale humaine est constituée de trois couches principales dont les cellules interagissent
ensemble afin d’assurer ses différentes fonctions. La partie superficielle, I’épiderme, est mince et
composée d’un épithélium pavimenteux stratifié et kératinisé. Elle est attachée a une couche interne
plus épaisse, formée de tissu conjonctif, le derme. La derniére couche, I’hypoderme, est la couche
sous-cutanée, composée de tissus conjonctifs auréolaires et adipeux. Les fibres du derme s’y
rattachent et fixent ainsi la peau puisque I’hypoderme est lui-méme fermement attaché aux tissus et

organes sous-jacents (Gartner et al. 1992; Tortora et al. 1994).
1. Epiderme

L’epiderme est la couche en contact direct avec I’environnement extérieur, elle protége I’organisme
contre celui-ci. Elle empéche les agents pathogenes d’envahir I’organisme et maintient I’eau et les
nutriments en son sein. Elle a une épaisseur moyenne de 100 pum, mais celle-ci peut varier
considérablement selon la région du corps. Par exemple, I’épiderme des paupiéres n’a que 50 pm
d’épaisseur tandis que I’épiderme de la plante des pieds peut avoisiner le millimetre (Kanitakis
2002). Les cellules qui composent I’épiderme forment un épithélium pavimenteux stratifié et sont a
95 % des kératinocytes. Ils produisent de la kératine, qui imperméabilise et protége la peau et les
tissus sous-jacents (Gartner et al. 1992; Tortora et al. 1994).L"épiderme est aussi composé de
mélanocytes, de cellules de Langerhans et de cellules de Merkel. Les meélanocytes donnent la
pigmentation a la peau en produisant de la mélanine synthétisée dans leurs organites spécialisés, les
mélanosomes. Les cellules de Langherans jouent un réle important dans I’immunité. Elles sont des

cellules lymphatiques dérivant de la moelle osseuse qui modifieraient les antigénes et les
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transporteraient aux ganglions lymphatiques. Les cellules de Merkel se trouvent aussi dans la
couche basale. Elles sont associées a des terminaisons nerveuses afférentes et agissent comme
mécanorécepteurs (Gartner et al. 1992; Kanitakis 1998; Kanitakis 2002; Wysocki 1999). Ces
cellules sont organisées en plusieurs couches ayant chacune un réle dans le maintien des fonctions

de la peau.
2. Derme

Le derme est la couche qui donne la souplesse et la résistance a la peau. Il est composé
principalement de tissu conjonctif qui le rend compressible et élastique. 1l constitue un support pour
les différentes annexes cutanées que sont les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les poils, les
terminaisons nerveuses et les glandes sébacées et sudoripares. Ces annexes sont en fait entourées de
fibres majoritairement constituées de collagenes de types | et Ill, arrangées en filet pour assurer
souplesse et solidité. L épaisseur du derme varie considérablement selon la localisation anatomique.
Par exemple, il est beaucoup plus épais dans la plante des pieds que dans les paupiéres. En
moyenne, il a une épaisseur de deux millimétres, mais peut atteindre quatre millimetres dans
certaines parties du corps (Wysocki 1999).Le derme peut étre divisé en deux parties distinctes : le

derme papillaire (superficiel) et le derme réticulaire (profond).
3. Hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est constitué de tissus adipeux qui ont
pour fonction d’emmagasiner I’énergie sous forme de graisse. En fait, environ la moitié de tout le
gras emmagasiné dans le corps humain est retrouvée dans cette couche. L’hypoderme joue aussi un
role de thermorégulation et de protection contre les agressions mécaniques. Les cellules qui
peuplent I’hypoderme s’appellent les adipocytes, ce sont des cellules rondes remplies d’acides gras
et de triglycérides (Kanitakis 2002). Cette couche contient aussi des fibroblastes et des
macrophages, en plus de vaisseaux sanguins et des terminaisons nerveuses. Ces derniéres sont aussi
appelées corpuscules de Pacini ou corpuscules lamellaires et sont sensibles a la pression (Wysocki
1999).
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I1. Physiopathologie des plaies
1. Définition

Une plaie normale est définie comme une interruption dans la continuité d’un tissu du corps, une
rupture de la barriere cutanée. Outre la lésion d’organes sous-jacents qui peut se produire lors de
I’accident, la plaie peut entrainer la pénétration de germes pathogenes dans un organisme et

provoquer une infection. Le principal risque pathogéne est le tétanos.
2. Causes des plaies

Une perturbation de I’intégrité de la peau peut survenir dans plusieurs contextes. La peau peut subir
des dommages lors de chirurgies, de bralures, de radiations, de coupures, de déchirures, d’éraflures,

d’abrasions, de frottements, de pincements et de pressions (Fortin 2005).
3. Classification des plaies

L'ampleur des dommages infligés a la peau a la suite d’une blessure dépend de la profondeur de
celle-ci, qui est classifiée en trois degrés (plaie du premier, second et troisieme degré), de son
étendue (la superficie endommageée), et de la nature de I’agression,(exemple: traumatisme, chaleur,
froid, produits chimiques). Ces trois parametres influencent le choix du traitement puisque le

déroulement de la guérison en est affecté.
3.1 Profondeur de la plaie
3.1.1 Premier degré

Les plaies du premier degré (plaies partielles) (Lindsay 1996 ; Paletz et al. 1996) ne touchent que
I'épiderme (Figure 1). Elles proviennent généralement d'une légere brdlure, d'un coup de soleil ou
d'une légére abrasion et demeurent douloureuses pendant quelques jours. Les kératinocytes morts de
I'épiderme desquament et seront remplacés grace a la prolifération des cellules basales sans qu’il y

ait formation d'une cicatrice.
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3.1.2 Deuxiéme degré

Les plaies du second degré (Lindsay 1996 ; Paletz et al. 1996) sont plus profondes et tres
douloureuses puisqu’elles endommagent les terminaisons nerveuses du derme. Une brdlure plus
importante, I'abrasion de la peau ou une coupure provoquent généralement de telles plaies.
L'épiderme, la membrane basale et une portion variable du derme sont détruites (figure 1). La
réépithélialisation s’effectuera a partir d"une portion saine du derme et des annexes cutanées. La
réparation tissulaire sera plus laborieuse et souvent une cicatrice permanente subsistera surtout dans

le cas de plaies profondes.
3.1.3 Troisieme degré

Les plaies du troisieme degré se caractérisent par la destruction compléte de I'épiderme et du derme
(figure 1). Une brdlure importante, une coupure ou une abrasion profonde détruisent les
terminaisons nerveuses et rendent ces plaies indolores. Compte tenu de la destruction totale des
annexes cutanées et de I’épiderme, la réépithélialisation doit se faire a partir des marges de la plaies
plutdt qu’en foyers multiples a partir des follicules pileux comme c’est le cas dans les plaies du

deuxieme degré.

A B

Epiderme {

Derme 4

3

Hypoderme «

. :.l_!

Peau Fremier Deuxiéme  Deuxiéme  Troisiéme

normale degré degré degré degré
superficiel profond
Flaies

Figure n°1: Classification des plaies cutanées selon la profondeur
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3.2 Etendue de la plaie

L’étendue d’une plaie constitue un paramétre majeur lors du traitement d’un blessé. Ainsi, les
procédures thérapeutiques de méme que la prévention des infections différeront s’il s’agit d’une

blessure locale ou d’une lésion qui affecte une proportion importante de la surface corporelle.
3.3 Nature de la plaie

La nature de I’agression produit une plaie dont les caractéristiques influencent sa présentation, sa
guérison naturelle et thérapeutique. A la suite d’une brdlure, la réépithélialisation débute plus
tardivement de sorte que la plaie demeure ouverte plus longtemps (winter 1972).Ainsi, seront

traitées différemment : une brilure chaude, froide ou chimique, une incision, une éraflure.
4. Processus de guérison des plaies

La guérison des plaies dépend de leur présentation, de leur propreté, du temps écoulé depuis la
blessure, du site anatomique, etc. La guérison par premiere intention vise a rapprocher les marges
de la plaie a l'aide d'une suture afin de faciliter le processus de réparation, alors que la cicatrisation
par seconde intention laisse la plaie ouverte (figure n°2) (Calvin 1998 ; Robbins et al. 1994 ; Cohen
et al. 1994). Les processus mis en branle au cours de ces deux modes de guérison sont presque
identiques, c’est a dire inflammation, suivie de la formation du tissu de granulation et de la

réépithélialisation, puis de la phase de remodelage (Stevens et Lowe. 1995).
4.1 Phase inflammatoire

L’inflammation est une réaction vasculaire et cellulaire qui permet d’éliminer les substances
étrangeres qui pourraient infecter la plaie. Pendant cette étape, il y a formation d’un caillot de sang
qui réunit lachement les bords de la plaie. Ce caillot est formé lorsque des vaisseaux sanguins sont
endommagés. Des plaquettes entrent alors en contact avec le collagéne subendothélial, ce qui
déclenche la cascade de coagulation (Witte et al. 1997). Ces mémes plaquettes activées relachent
des médiateurs biochimiques qui causent une vasoconstriction afin de réduire la perte sanguine. Le
caillot servira de matrice sur laquelle les cellules pourront migrer durant les phases subséquentes
(Martin 1997; Witte et al. 1997).
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4.2 Phase proliférante (prolifération, granulation et contraction)

La phase de granulation débute a peu prés quatre jours apres la blessure initiale et dure
normalement jusqu’au jour 21 pour les plaies aigués et selon la taille de la plaie. En pratique
clinique on la distingue par un tissu rouge et rugueux dans le lit de la plaie. Ceci implique le
remplacement des tissus dermiques et parfois des tissus sous-cutanés dans les plaies plus profondes
en plus d’une contraction de la plaie.

4.3 Phase de remodelage

Le remodelage des tissus cicatriciels peut durer jusqu’a un an et parfois plus. Au début de cette
phase, I’épiderme a retrouvé son épaisseur normale et la crolte formée a partir du caillot sanguin
tombe. Les fibres de collagéne commencent a étre mieux organisees ; initialement fines et
désordonnées, elles deviennent plus épaisses et alignees avec les autres fibres des marges de la plaie
(Hunt et al. 2000; Smith et al. 1998).

Malgré toutes les modifications et le remodelage que subit le derme durant cette phase, la peau ne
retrouvera jamais ni sa fonction ni sa force ou résistance originale (Tortora et al. 1994). En effet, la
force de tension de la peau cicatrisée ne depassera pas 80 % de sa force anterieure (Clark 1985).De

la méme facon, I’élasticité de la cicatrice sera moindre qu’avant la blessure (Doillon et al. 1985).

Guérison par premiere intention Guérison par seconde intention

Suture

\ I

Tissu de granulation

Figure n°2 : Guerison d"une plaie par premiere et seconde intention
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5. Traitement des plaies

5.1 Traitement avec les pansements (Bornand 2005)
Le but d"un pansement moderne est de maintenir I’exsudat in situ, créer un milieu humide et une

température stable proche de 37 degres.
5.1.1 Les pansements de base occlusifs

Ce sont: les films, les hydrocolloides, les mousses/hydrocellulaires utilisés dans le traitement des

plaies non infectées.
5.1.2 Les pansements de base non occlusifs

Ce sont : Alginates, Hydrofibres, Hydrogels, utilisés dans le traitement des plaies infectées ou non,
surtout comme pansement primaire (remplissage ou recouvrement) sur les plaies exsudatives pour

les deux premiers et sur les plaies seches pour le dernier.

5.1.3 Pansements mixtes

Ils sont utiles surtout en ambulatoire (plus pratique, mais moins modulable).
5.1.4 Les pansements spéciaux

Ce sont :

> Tulles/Interfaces : utilisés sur tous les types de plaies (surtout brilures, abrasion, greffe
de peau).
» Pansements au charbon : utilisés sur les plaies infectées et/ou malodorantes.
» Pansements antiseptiques : tulles imprégnés, pansements a I’argent
» Pansements bio-actifs : utilisés dans le traitement des plaies chroniques non évolutives,
atones.
5.1.5 Critéres de choix d’un pansement
Le choix dépend de I"étiologie et nature de la plaie, du stade de guérison, du degré d’exsudation, de
la profondeur, la localisation et la taille et de I"état de la peau périphérique.

5.2 Traitement avec d’autres produits
5.2.1 Dermasilk® cream

Un remede efficace aux plaies superficielles

C’est un type de miel aux propriétés particulierement cicatrisantes et anti-inflammatoires. Ce miel
bioactif est utilisé dans des produits de cicatrisation des plaies, de traitement de I’eczéma et contre
d’autres affections cutanées et vaginales (Creemers et al. 2005, Creemers et Bosma. 2006, Ejik et
Groenhart. 2006).
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5.2.2 Un pansement non médicamenteux

L'utilisation d'un pansement captant les bactéries par l'intermédiaire d'un revétement hydrophobe

constitué d'un dérivé d'acide gras (le chlorure de dialkylcarbamoyle, DACC) est déja bien établi

(Friman 1987 ; Wadstrom et al. 1985).

5.3 Traitement avec les plantes

Dans le traitement des plaies avec les plantes, les tradipraticiens de santé utilisent principalement les

plantes sous forme de poudre. Cependant les décoctions, les latex, et les pommades sont également

rencontrés. Les feuilles de certaines espéces sont utilisées comme pansement (Coulibaly 2001).

Quelques unes de ces plantes utilisées dans le traitement des plaies figurent dans le tableau n°1.

Tableau n°1 : Quelques plantes utilisées dans le traitement des plaies (Coulibaly 2001 ; Diarra

1991 ; Samaké 1999).

Noms scientifiques

Familles

Parties utilisées

Acacia nilotica (L).Willd
Agreacum moleneyi Finet
Anacardium occidentale L.
Andropogon pinguipes Stapf
Anogeissus leiocarpus DC. Guill et
Perr

Azadirachta indica A Juss
Boscia senegalensis (Pers.) Lam.
Ex Pair.

Butyrospermum parkii G.Don
Calotropis procera (Ait) Ait.F
Cassia nigricans Vohl

Cassia sieberiana DC

Cissus arabioides Welw. Ex Bock
Combretum glutinosum Perr
Combretum micranthum G.Don
Cordia myxa Clake
Crossopteryx febrifuga Benth
Daniella oliveri Hutch Et Dalz
Entada africana Guill.Et Perr
Euphorbia balsamifera Ait
Euphorbia hirta L.

Guiera senegalensis G.mel
Khaya senegaliensis Juss
Landolphia heudelatii A.DC
Lannea acida A.Rich

Lannea microcarpa Engl. et
K.Kraus

Mimosaceae
Orchidaceae
Anacardiaceae
Poaceae

Combretaceae

Meliaceae
Capparidaceae

Sapotaceae
Asclepidaceae
Ceasalpiniaceae
Ceasalpiniaceae

Vitaceae
Combretaceae
Combretaceae
Boraginaceae
Rubiaceae
Ceasalpiniaceae
Mimosaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Combretaceae
Meliaceae
Apocynaceae
Anacardiaceae

Anacardiaceae

Ecorces ; fruits ; feuilles
Plante entiere ; fruit
Gomme

Feuilles

Feuilles ; racines

Feuilles ; écorces ; graines
Feuilles

Rameaux

Fruits ; racines

Plante entiere

Feuilles ; racines ; écorces

Ecorces de tronc
Feuilles ; écorces
Ecorces de racines ; fruits
Feuilles

Feuilles

Racines ; écorces
Fibres

Rameaux

Plante entiere
Feuilles ; racines
Ecorces

Feuilles ; racines
Feuilles ; racines

Feuilles
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Noms scientifiques Familles Parties utilisées
Nelsonia canescens Lam. Spreng Acanthaceae Partie entiére
Parkia biglobosa Benth Mimosaceae Feuilles ; écorces
Phoenix reclinata Jacq Arecaceae Feuilles
Piliostigma reticulatum Hochst DC  Ceasalpiniaceae Feuilles ; écorces
Portulaca aleraceae L. Portuculaceae Feuilles, tiges
Saba senegalensis Pichon Apocynaceae Racines
Sterculia setiga Del Sterculiaceae Fruits
Terminalia macroptera Guill et Combretaceae Ecorces ; racines
Perr

Xylopia aethiopica Annonaceae Ecorces de tige

6. Méthodes d’études expérimentales de I’activité cicatrisante

6.1 Les essais in vitro:

Ces essais sont particulierement importants pour examiner |"effet d”un agent cicatrisant sur un type
particulier de cellule ou tissu. lls sont généralement peu couteux et donnent assez d”information sur
les différentes propriétés des substances a étudier en peu de temps.

Le test de contraction des plaies et de prolifération des cellules de la peau peut étre réalisé sur une
couche de cellule en culture sur une surface plastique. Cette couche peut étre interrompue comme la
peau (induction de plaie) et les cellules vont migrer vers la partie blessée presque comme un tissu
de guérison chez un animal (Dauvis et al. 2004 ; Calderon et al. 1996). Des tests ont été réalisés sur
le collagene et le fibrinogéne avec succes (Grinnell et al. 1994 ; Eckes et al. 1995). La culture des
organes tels que la peau peut aussi étre utilisée pour réaliser des tests de cicatrisation in vitro.
Toutefois, ces expériences ne pouvant reproduire exactement les conditions dans 1" organisme, sont

utilisées pour avoir une indication du site d"action d"un produit a tester.

6.2 Les essais in vivo :

Les animaux de laboratoire (généralement les rongeurs) sont largement utilisés de facon
expérimentale dans les tests de guérison des plaies bien que physiologiquement ces animaux ont un
processus de guérison plus accéléré que chez les humains. Les avantages de leur utilisation résident
dans le fait qu’il peuvent étre modifiés génétiquement pour reproduire certaines pathologies comme
le diabéte, I'immunodéficience et |"obésité tel que chez I"'homme (Davidson et al. 1998).
Contrairement aux rongeurs, la peau du porc est le plus similaire de celle des humains du point de
vue de la structure de la peau, du ratio épaisseur épiderme/derme, des vaisseaux sanguins, et des
follicules pileux. De ce fait, des modéles de test sur les porcs sont aussi utilisés.

Plusieurs tests sont développés chez les animaux tels que « la chambre de I"oreille du rat » ou « la

Chambre d”Algire » qui consiste a placer une fenétre transparente en plastique sur le tissus sous-
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cutanée dorsal du rat pour visualiser la vascularisation et de mesurer I"angiogenése pendant la
guérison (Arfors et al. 1970 ; Lebel et al. 1991). De méme que les modeéles de plaies dans les
différentes couches de la peau sont aussi provoqués pour évaluer la régénération de I"épiderme et la
production de la matrice. Les plaies excisionnelles sont provoquées sur le dos des animaux ; la
gueérison de celles-ci passe par la ré épithélialisation, la reconstitution du derme et la contraction de

la plaie. Ce qui permet d”étudier toutes les phases de la guérison.
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I11. L ulcere gastroduodénal

« Ulcére gastroduodénal » est une expression qui englobe, en raison de la similitude de leurs
manifestations, l'ulcére gastrique, qui se forme dans l'estomac, et l'ulcere duodénal, qui se forme
dans le duodénum. L’ulcere est en quelque sorte une plaie, qui peut étre superficielle ou profonde. Il
s'accompagne genéralement d'inflammation et de douleurs a I’abdomen. Les douleurs ulcéreuses
proviennent du contact entre I’acide sécrété par I’estomac et la plaie, qu’on peut comparer a

I’application d’un tampon d’alcool sur une éraflure (www.passeportsante.net).

1. causes

Helicobacter pylori

Figure n°3 : Helicobacter pylori

La bactérie Helicobacter pylori (H. Pylori) survit a I’acidité donc causerait approximativement 60 a
80 % des ulcéres gastriques et 80 a 85 % des ulceres duodénaux (www.passeportsante.net).

Cette bactérie envahie la couche de mucus qui protege normalement I’estomac et I’intestin gréle des
acides digestifs, et perturberait ce mécanisme protecteur chez certaines personnes.

D autres causes citées pour cette maladie sont une production excessive d’acide par I’estomac, la
prise fréquente de médicaments qui endommagent la paroi du tube digestif, un choc, une brilure

grave, des blessures importantes ou encore le stress lié a une maladie grave.

2. Traitements médicaux

Habituellement, le traitement médical de I’ulcére ne differe pas, que celui-ci soit gastrique ou
duodénal. L’objectif est non seulement de diminuer I’acidité gastrique, ce qui permet aux ulceres de
guérir tout en éliminant les douleurs, mais aussi d’éradiquer la bactérie H. pylori, afin d’éviter que
les ulcéres ne réapparaissent.

Le traitement antiulcéreux idéal devrait atteindre 4 objectifs (Safar et al. 1985) : soulager la

douleur, accélérer la cicatrisation, prévenir les complications et diminuer la frequence de récidives.
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3. Schémas thérapeutiques

En pratique aujourd’hui, il existe un consensus sur le traitement de la maladie ulcéreuse, qui repose
sur une trithérapie capable d’éradiquer dans 90% des cas Helicobacter pylori. En effet celle-ci
associe un inhibiteur de la pompe a proton (IPP) et une bithérapie antibiotique-antiparasitaire.

Le traitement des ulcéres gastroduodénaux compliqués se fait en deux étapes: medical et
chirurgical (Safar et al. 1985)

4. Traitement traditionnel
4.1 Le Gastrosédal (Vernonia kotschyana)

Le gastrosédal est un médicament traditionnel amélioré (MTA) a base de poudre des racines de
Vernonia kotschyana utilisé dans le traitement de [I’ulcére gastroduodénal. Des études
experimentales faites sur les animaux ont montré que I’extrait aqueux des racines a la dose de 500
et 1000 mg/kg protégeait la muqueuse gastrique des ulcéres induits par I'éthanol (préventif et
curatif), l'indométacine, le stress, avec une efficacité comparable a celle de la Ranitidine et du
Sucralfate (Germano’ et al. 1996). Aujourd’hui, le Gastrosédal, est inscrit sur la liste des
médicaments essentiels du Formulaire Thérapeutique National du Mali pour le traitement des
gastrites de l'ulcére gastroduodénal, prescrit, disponible dans les centres de santé communautaires
et vendu dans les pharmacies.

4.2 Curcuma (Curcuma longa)

Le curcuma a été utilisé de facon traditionnelle pour traiter les ulcéres gastroduodénaux. Des études
en laboratoire (in vitro) et sur des animaux (in vivo) indiquent qu'il aurait des effets protecteurs sur
la muqueuse gastrique. (Kositchaiwat et al. 1993 ; Van Dau et al. 1998 ; Prucksunand et al. 2001).
4.3 Réglisse (Glycyrrhiza glabra)

Des études cliniques ont démontré que I'extrait pouvait prévenir la récurrence des ulceres
gastriques. L'une d'elles a conclu qu'un extrait de réglisse était aussi efficace que la cimétidine dans
la mesure ou les patients en prenaient en permanence (Morgan et al. 1985).

4.4 Nopal (Opuntia ficus indica)

Les fleurs de cette plante étaient traditionnellement utilisées en Amérique latine pour soigner divers
troubles gastro-intestinaux, incluant les ulcéres. Les résultats d'essais menés sur des animaux ont
démontré que le nopal avait une action antiulcéreuse (Galati et al. 2002) et anti-inflammatoire
(Park et al. 1998).

4.5 Souci (Calendula officinalis)

Le souci est une plante médicinale largement utilisée dans le monde, en particulier pour les soins

de la peau. Un essai clinique a évalué son efficacité sur 1"ulcére duodénal et la gastroduodénite

(Chakurski et al. 1981).
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4.6 Terenifou (Pteleopsis suberosa)

Une étude experimentale a été réalisée en 1989 sur 23 patients. Au bout de 30 jours de traitement ils

ont enregistré 56,52% de gueérison et au bout de 60 jours 69,57% de cas de guérison (Mariko 1989).

Cependant il existe d’autres plantes ayant fait I’objet d’études scientifiques, utilisées dans le

traitement de I’ulcére gastroduodénal (tableau n°2).

Tableau n°2: Autres plantes utilisees dans le traitement de I’ulcere gastroduodénal et ayant

fait I’objet d’études scientifiques

Noms scientifiques  Familles

Parties utilisées

Références

Acorus calamus L. Arecaceae

Moringa lifer Lam Moringaceae

Nauclea latifolia Rubiaceae
SME

Ocimumgratissimum |amiaceae
L.

Parkia biglobosa Mimosaceae

Benth.
Phyllantus niruri L.  Euphorbiaceae

Sterospermum
kunthianum Cham.

Bignoniaceae

Tamarindus indica  Cesalpiniaceae

L.

Trichilia emetica Meliaceae
Vahl

Vernonia colorata Asteraceae

Drake

Rhizomes

Bourgeons floraux

Ecorces du tronc ou

Racine

Partie aérienne

Ecorces du tronc

Fruit

Racines

Ecorces de tige

Ecorces tige et racine

Feuilles

Rafatullah et al. 1994
Ross 1999

Adjanohoun et al. 1973

Aklikokou et al. 1995

Aklikokou et al. 1995

Ross 1999

Kerharo et Adams.
1974

Aké et al. 1978

Diallo 2000

Kerharo et Adams.
1974

Plusieurs autres plantes sont utilisées dans le traitement des ulcéres dont leur activité n"a pas fait

I"objet d"études scientifiques. Quelques unes sont citées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau n°3: Quelques plantes utilisées dans le traitement de I’ulcére gastroduodénal en

Meédecine Traditionnelle (Keita 2005)

Noms scientifiques Familles
Acacia albida Del. Mimosaceae
Acacia nilotica (L.) Willd. Mimosaceae
Acacia senegal (L.) Willd. Mimosaceae
Anacardium occidentale L. Anacardiaceae
Annona senegalensis Pers. Annonaceae
Anogeissus leiocarpus (DC.) G. et Perr Combretaceae
Argemone mexicana L. Papaveraceae
Burkea africana Hook. Caesalpiniaceae
Bombax costatum Pell. Et Vuill. Bombacaceae

Borassus oethiopum Mart.

Cassia alata L.

Citrus aurantifolia Guill.
Combretum glutinosum G. Don
Combretum micranthum G. Don
Carica papaya L.

Cassia italica L.

Cassia sieberiana DC

Cissus quadrangularis L.
Cochlospermum tinctorium A. Rich
Corchorus tridens L.

Crossopteryx febrifuga (Az.) Benth
Detarium microcarpum Guill. et Perr.
Entada africana G. et Perr.

Ficus platyphylla Del

Fagara zanthoxyloides Lam.
Gardenia ternifolia K. Schum.
Hyptis spicigera Lam.

Ipomaea asarifolia (Derr.) R et Sch.
Lannea velutina A.Rich

Leptadenia hastata (Pers). Decne
Mitragyna inermis (Willd.) O. Kze.
Nauclea latifolia Sm.

Nelsonia canescens (Lam). Spreng
Nymphae lotus L.

Opilia celtidifolia (G et Perr.) Endl.
Parkia biglobosa (Jacg.) Benth.
Pterocarpus erinaceus Poir.
Piliostigma reticulatum (DC.) Hochst
Phyllantus reticulatus Poir.

Prosopis africana (G. et Perr.) Taub.
Pseudocedrela kotschyi (Schui) Harms
Psorospermum febrifugum Spach.
Pteleopsis suberosa Engl. Diels
Raphionacme brownii Daronit berh.

Palmea ou Arecaceae
Caesalpiniaceae
Rutaceae
Combretaceae
Combretaceae
Caricaceae
Caesalpiniaceae
Caesalpiniaceae
Vitaceae
Cochlospermaceae
Tiliaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Mimosaceae
Moraceae
Rutaceae
Rubiaceae
Labiateae
Convolvulaceae
Anacardiaceae
Asclepiadaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Acanthaceae
Nymphaeaceae
Opiliaceae
Mimosaceae
Paplionaceae
Caesalpiniaceae
Euphorbiaceae ou
phyllanthaceae
Mimosaceae
Meliaceae
Hypericaceae
Combretaceae
Apocynaceae ou Periplocoideae
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Noms scientifiques Familles
Spondias mombin L. Anacardiaceae
Sida stipulata Cav. Malvaceae

Sclerocarya birrea (A. Rich.) Hochst.

Scoparia dulcis L.

Securinega Virosa L.
Stereospermum kuntianum Cham.
Tamarindus indica L.

Trichilia emetica Vahl.
Voandzeia subterranean (L.) DC.
Vernonia kotschyana Sch. Bip
Vitellaria paradoxa Gaertn.
Ximenia americana L.

Xylopia athiopica Rich.
Zizyphus mucronata Willd.
Zizyphus mauritiana Lam.

Anacardiaceae ou
Terebinthaceae
Scrophulariaceae
Euphorbiaceae
Bignoniaceae
Caesalpiniaceae
Meliaceae
Paplionaceae
Asteraceae
Sapotaceae
Olacaceae
Annonaceae
Rhamnaceae
Rhamnaceae

5. Approches complémentaires

5.1 Probiotiques

Les probiotiques sont des bactéries vivantes qui exercent une influence bénéfique, entre autres, sur
la flore intestinale. 1l a été démontré que la consommation de probiotiques, en particulier de souche
Lactobacillus acidophilus, permet de réduire la prolifération de H. pylori chez des personnes saines
qui en sont infectées (Michetti et al. 1999 ; Felley et al. 2001).

5.2 Vitamine C

D’apres des études en laboratoire et sur des animaux, la vitamine C inhiberait la prolifération de
H. pylori, (Jarosz et al. 1998).

5.3 Acupuncture

Pour soulager la douleur occasionnée par les ulceres, I’acupuncture serait une thérapie intéressante.
On rapporte que, chez certains patients, ce traitement permet de diminuer la production d’acide dans
I’estomac (Ernst 1998).

5.4 Gestion du stress

La majorité des problémes digestifs semblent étre liés au stress. Les techniques de relaxation
fournissent des outils pour se sortir de la spirale du stress et peuvent ainsi fournir une aide précieuse
pour favoriser la guérison des ulceres, lorsque ceux-ci sont liés aux facteurs émotionnels (Ernst
1998).
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6. Méthodes d’études expérimentales de I’activité antiulcéreuse

L’étude de I’activité antiulcéreuse gastroduodénale consiste & provoquer de maniere expérimentale
I’ulcere gastrique chez les animaux de laboratoire avec différents agents ulcérogenes, les AINS,
I’alcool, HCI, le stress, I’histamine, ligature de pylore, etc.....

L activité antiulcéreuse d’une substance peut étre testée en I’administrant avant ou aprés I’agent
ulcérogéne et a évaluer son effet. L’évaluation de I’activité antiulcéreuse se fait par la détermination

et I’appréciation d’une échelle de gravité des lésions ou de I’indice d’ulcére.

6.1 Ulcéres gastroduodénaux provoqués par les substances chimiques

Les ulceres peuvent étre provoqués chimiquement par :

6.1.1 L’ éthanol

L’alcool est probablement responsable pour une proportion considérable de I’ulcére humain et aussi
c’est un stimulant ulcérogénique expérimentale qui est convenable. Dans certains modéles
d’animaux comme les souris, I’ulcére peut étre provoqué par administration d’éthanol additionné
d’acide chlorhydrique (HCI/EtOH).

6.1.2 Les Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

La toxicité des AINS pour la mugueuse gastroduodénale se manifeste par I’apparition d’érosions et
parfois d’un ulcere, le plus souvent de localisation gastrique (Williamson et al. 1996).

Tous les anti-inflammatoires ont en commun la propriété d’inhiber la cyclooxygénase, enzyme qui
conduit a la synthése des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique. L’absence des
prostaglandines est généralement considérée comme responsable de la genese des Iésions gastriques
(Mignon 1992).

6.1.3 Autres produits chimiques

Histamine, (5-hydroxytryptamine, 5-HT) et les Corticoides (e.g. prednisolone)
Ils peuvent tous provoquer les ulcéres gastroduodénaux a des dosages et dans des conditions

appropriés. (Williamson et al. 1996).

6.2 Le stress

Les ulcéres provoqués par le stress chez les animaux sont désagréables, mais puisque le stress reste
la majeure cause des ulcéres chez I’homme, il est nécessaire d’utiliser occasionnellement un modéle
animal dans lequel I’ulcération est provoquée par le stress. Par I’exemple I’immobilisation et le

froid sont utilisés pour provoquer le stress (Williamson et al. 1996).
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IV. Les polysaccharides

1. Definition (Bruneton 1993)

Ils sont arbitrairement definis comme des polymeres de haut poids moléculaire résultant de la
condensation d’un grand nombre de molécules d’oses. Chaque ose est lié a son voisin par
I’intermédiaire d’une liaison osidique formée par élimination d’une molécule d’eau entre
I’hydroxyle hémiacétalique en C-1 d’un ose et un des hydroxyles quelconque de I’autre molécule
osidique. On les appelle encore polyosides ou glycanes. Les polysaccharides proviennent

principalement des végétaux, mais il existe aussi des sources algales, bactériennes et animales.

2. Structure (Phillips et Williams. 2000)

Les polysaccharides sont composés de longues molécules droites ou ramifiées a glucides simples.
La longueur de la chaine, le nombre et le type d'unités latérales et la charge chimique de la molécule
influent sur les propriétés fonctionnelles, comme la viscosité, la capacité de rétention d'eau et la

réticulation.

3. Exemples de polysaccharides courants
Polysaccharides d’origine :
= Animale tel que les Glycosaminoglycanes (Chitine, Chondroitine, Hyaluronate)
= Dbactérienne comme Curdlane, Gellane, Pullulane, Xanthane ;
= végetale tels que les Arabinoxylanes, Beta-glucanes, Cellulose,
Galactomannanes, Pectine, Amidon, Xyloglucanes ;

= Algale, a savoir, I"’Agar, Alginates, Carraghénane, Ulvane

4. Quelques activités des polysaccharides

Les polysaccharides possédent de nombreuses activités biologiques notamment: action sur le
complément (Roitt et al. 1986 ; Yamada 1994) ; une action antitumorale (Muller et al. 1989) ; anti-
inflammatoire (Tragni et al. 1988) ; antiémétique (Gonda et al. 1994) ; antiulcéreuse (Sun et al.
1992) ; anti infectieuse (Roesler et al. 1991); hepato-protectrice (Hase et Kadota. 1996) ;
anticoagulante et anti thrombotique (Mauray. S et Ficher. A-M. 1995).

5. Quelques utilisations des polysaccharides

Utilisés depuis longtemps comme ingrédients fonctionnels pour contrdler la texture, retenir I'eau et

stabiliser les émulsions, les polysaccharides gagnent en popularité comme ingrédients des aliments

de santé. Ces composés utiles comportent des bienfaits pour la santé comme prébiotiques, fibres

alimentaires et substances mimétiques des matiéres grasses (Warrand 2006 ; Cui 2005).Ce sont des

ingrédients hautement fonctionnels qui entrent dans la préparation de grignotines, de boissons, de
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vinaigrettes, de produits de confiserie, de produits céréaliers et de produits de viande (Cui 2001).
Les polysaccharides (La cellulose, I’alginate et le chitosan) sont utilisés comme matrices pour la
régénération osseuse (M.A. Barbosa et al. 2005). L'amylopectine, la cellulose et I'amylose sont
utilisées comme matiéres premiéres pour synthétiser des phases stationnaires chirales pour la
chromatographie liquide a haute performance (Chassaing et Felix. 1996). Dans I’industrie
pharmaceutique, de nouveaux médicaments basés sur des polymeres composés de gélatine a

libération régulée sont fabriqués (Schacht et al. 1998)
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V. Monographie : Opilia celtidifolia (Guill. et Perr.) Endl. ex Walp.

1. Données botaniques

1.1 Synonymes : (Kerharo et Adam. 1974).

Quelques synomynes de O.celtidifolia :

Opilia amentacea Roxb. ; Groutia celtidifolia Guill. & Perr.

1.2 Systematique : (zipcodezoo.com/plants/O/Opilia_celtidifolia/.)
Régne : VVégétal

Sous/regne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous/embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Santalales

Famille : Opiliaceae

Genre : Opilia

Espece : celtidifolia

1.3 Description botanique

C’est un arbre sarmenteux avec de nombreux rameaux enchevétrés, flexueux, glabres, buissonnant
ou s’enroulant autour des arbres et atteignant 8 a 10 metres. Les écorces sont vertes avec des
lenticelles ou des stries blanches (Kerharo et Adams. 1974). Ses feuilles, persistantes, brievement
pétiolées, a limbe glabre sur ses deux faces, sont elliptiques, longues de 5a 12 cm et largesde 2a 5
cm (Boullard 2001). Le limbe a un sommet en coin obtus, une base en coin obtus; les rameaux sont
bien verts a lenticelles ou craquelures blanches, longitudinales (Flore du Sénégal 1967). Les
inflorescences, jaunatres ou verdatres, sont de courtes grappes tres fournies. Leur succédent des
inflorescences constituées de drupes ellipsoidales, de teinte orangée, mesurant 2 cm de longueur
environ (Boullard 2001).
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figure n°4 : Photo de Opilia celtidifolia

1.4 Distribution géographique

C’est une espece qu’on rencontre dans les savanes boisées et les foréts séches, dans les vallées et les
ravins soudaniens peu humides. (Kerharo et Adam. 1974). Commun dans les forets périphériques et
les savanes, elle est répandue en Afrique de I’ouest du Sénégal au Nigeria et est dispersée sur

toutes les parties séches d’Afrique tropicale (Burkill 1997).

1.5 Le Cycle végétatif (Malgras 1992)
Opilia celtidifolia est toujours feuillu, fleurit de janvier a avril; ses fruits mdrissent d’avril a

octobre.
1.6 Noms locaux (Malgras 1992)

Bamanan : koronge, kukiruni, korongweyin, solaminkon, waraminkon
Malinké : korongoy, nenbosi
Senoufo : kagbolobe, kamugi

Bobo : nyéso

1.7  Utilisations traditionnelles
Opilia celtidifolia est une plante bien connue par les tradipraticiens de santé pour le traitement de

plusieurs maladies. Certaines de ces utilisations sont resumées dans le tableau ci-dessous
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Tableau n°4: Quelques utilisations traditionnelles de Opilia celtidifolia

Parties utilisées Mode de Indications/ Références
préparation Propriétés
piler, réduire en poudre constipation, Malgras 1992
ictére etc.

Bouillir
Racines

diurétique, purgatives

(Malgras 1992 ; Kerharo
1974)

en macération

Vers intestinaux

Togola et al. 2005

en décoction

douleurs abdominales

Togola et al. 2005

en maceération simple ou
avec du sel

Vermifuge

(Kerharo et Adams
1974 ; Malgras 1992)

Les rameaux feuillés en décoction

contre la trichine

Malgras 1992

en décoction avec du
beurre de Kkarité

diarrhées

Malgras 1992

en macération

oedemes, maux des yeux

(Kerharo 1974 ; Malgras

1992)
écrasées dans les mains les morsures de serpent Malgras 1992
en décoction lepre, méningite, comme Malgras 1992
Les feuilles fortifiant...
en poudre comme dermatoses Togola et al. 2005
pommade, en infusion, en
décoction plus écorces de
tiges de Khaya
senegalensis
en macération dans I'eau
de lavage des graines de
Sorghum vulgare
fraiches ou la poudre Blessures
en décoction concentrée blessures, calculs
urinaires
en décoction maux de téte
en décoction avec les maux de téte, maux de
racines de Ximenie poitrine
americana
en décoction Avortement spontané
en poudre dans la bouillie  Etourdissement, maux de
poitrine, infection
génitale
en décoction Flatulence
en décoction plus paludisme
les feuilles de Trichilia
emetica
en macération Apéritif
écrasees dans I’eau Asthme Togola et al. 2005
en décoction Maigreur
poudre de feuilles en lassitude
infusion
en poudre avec les cauchemar, ulcére
graines de Penissetum sp. gastrique
en décoction, en poudre douleurs abdominales
dans la bouillie
poudre en infusion Refroidissement,
Paralysie enfant
en decoction+ les fruits Jaunisse
de Tamarindus indica
décoction concentrée plus calculs urinaires Togola et al. 2005
Fruits fruits de Tamarindus

indica
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2. Données phytochimiques et pharmacologiques

2.1 Données phytochimiques

Les travaux faits par Sangaré (2004) sur Opilia celtidifolia ont montré la présence des saponosides,
des hétérosides cardiotoniques, des stérols et triterpénes, des coumarines, des composés réducteurs,
des oses et holosides et des mucilages dans les feuilles.

Dans les écorces de tronc de Opilia celtidifolia, des saponosides, des tanins, des hétérosides
cardiotoniques, stérols et triterpenes, des coumarines, des composés réducteurs, des oses et

holosides, des mucilages et anthocyanes ont été caractérisés.

Quant aux travaux réalisés par Koudouvo (2009) sur la tige feuillée de O. celtidifolia, les réactions
de caractérisation de I’extrait aqueux ont montreé la présence :

> De saponosides tres abondants

» De tanins:
o Faiblement présents avec I’acétate de plomb a 10%
o Moyennement présents avec le chlorure ferrique au 1/10
o Abondamment présents avec le sulfate de cuivre

» D’alcaloides :

o Faiblement présents avec Mayer

o Moyennement présents Dragendorff et Bouchardat
» De flavonoides

Moyennement présents avec NaOH et FeCl;

Toujours dans les mémes travaux (Koudouvo 2009), les réactions de caractérisation cette fois-ci de
I’extrait hydro alcoolique ont montré la présence :
» De saponosides tres abondants
> De tanins faiblement présents
» Dralcaloides
. Faiblement présents avec Dragendorff et Mayer
. Moyennement presents avec Bouchardat
» De flavonoides
o Faiblement présents avec le chlorure ferrique (FeCl3)

. Moyennement présents avec NaOH
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Un nouveau triterpéne, de structure voisine de celle du 3P-hydroxy lupane, mais avec un isopropyle
en position 20 et un pont oxymethyléne en position 20-28 a été isolé de |"extrait acétylé de Opilia
celtidifolia (Druet et al. 1986).

Un nouveau saponoside, la Heédéragénine 28-O-B-D glucopyranoside 3-O (-O-a-L-
rhamnopyranosyl (1--3) O-B-D glucuronopyranoside) a été isolé des feuilles et des écorces de tiges
de Opilia celtidifolia (Crespin et al. 1993).

2.2 Données pharmacologiques

En litterature, peu d’informations ont été trouvees sur les activités biologiques de Opilia celtidifolia.
Shihata et al (Shihata et al. 1977) ont isolé des saponines a partir d’extrait méthanolique et trouvé
des activités antispasmodiques et antihelminthiques pour ces composés. Ces effets cités ci-dessus
peuvent expliquer I'utilisation de O. celtidifolia dans les douleurs abdominales et contre les vers

intestinaux.

L’extrait aqueux total et les fractions polysaccharidiques de feuilles de O.celtidifolia ont montré une
forte activité de stimulation de plusieurs composantes du systeme immunitaire. Les extraits ont
démontré une forte activité dose dependante de fixation du complément, de stimulation des
macrophages et de stimulation des lymphocytes T et B. Les polysaccharides de poids moléculaires

élevés sont responsables de ces activités (Togola et al. 2007).

L’extrait dichlorométhane des feuilles de O. celtidifolia a montré une concentration inhibitrice de

50% (ICso) de 4,01pg/ml sur Plasmodium falsiparum (Sangaré 2004).
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CHAPITRE Il : TRAVAUX PERSONNELS

Premiere partie : Méthodologie
I. Lieu d’étude

Notre étude a été réalisée au Département de Médecine Traditionnel (DMT). Le DMT est un
département de I’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP). Il a été centre
collaborateur de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en matiere de médecine traditionnelle
depuis 1981. Le DMT est une structure composée de trois services :

- Un service « Ethnobotanique et matiéres premiéres », chargé de la conception des herbiers et
droguiers, de la culture expérimentale des plantes médicinales et de la production des médicaments
traditionnels améliorés (MTA) ;

- Un service des Sciences pharmaceutiques pour la recherche scientifique (phytochimie, galénique,
pharmacologie, toxicologie) des plantes utilisées en médecine traditionnelle ;

- Un service des Sciences médicales pour la consultation, la dispensation des MTA.

Le personnel du DMT est composé de spécialistes en Pharmacognosie, gastroentérologie, de
pharmaciens généralistes, de médecins généralistes, d”ingénieur des eaux et forét, de techniciens de

laboratoire et de préparateurs des phytomédicaments.

Le DMT utilise du matériel de technologie adaptée, fabriqué par les artisans locaux comme les
appareils pour macération et pour le remplissage des flacons de sirop et du matériel importé parmi
lesquels, un chromatographe en phase gazeuse, un spectrophotometre d absorption atomique, un
chromatographe liquide haute performance, un spectrophotomeétre lecteur de plaque, un

lyophilisateur et du petit matériel de laboratoire.

Figure n°5 : Photo du Département de Médecine Traditionnelle
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Il. Mateériel végétal

Notre étude a été réalisée sur la poudre de feuille de Opilia celtidifolia. Les feuilles ont été récoltées
a Blendio dans la région de Sikasso le 26 fevrier 2009. Celles-ci ont été identifiées par un botaniste
par comparaison avec un spécimen enregistré sous le numéro 0904 au DMT. Le matériel a été
séche a I’ombre sur une natte dans la salle de séchage et pulvérisé en poudre fine avec un moulin de

marque OSI. Cette poudre a servi pour différentes opérations.

1. Caracteres organoleptiques et macroscopiques des feuilles de O .celtidifolia
L’analyse macroscopique a porté sur la détermination de la couleur, I’odeur, la saveur (le godt), les

dimensions et la forme des feuilles de O. celtidifolia.

2. Caractéeres microscopiques de la poudre de feuilles de O. celtidifolia
L’observation de la poudre a été effectuée avec un microscope ordinaire a I’objectif 10. Pour

I’immersion, le réactif de Gazet du Chatelier a été utilisé.

I11. Dosages

1. Dosage de I’eau

Deux méthodes ont été utilisées pour le dosage de I’eau :

1.1 Méthode gravimétrique
» Principe
C’est une méthode pondérale qui consiste a déterminer la perte en eau d’une quantité connue de
poudre par dessiccation a I’étuve ou au four réglé a la température de 103 + 2° C pendant 24 h.
» Matériels
Balance de précision, verres de montre, étuve, spatule.
» Mode opératoire
Cing verres de montre ont été tarés et nous y avons introduit des prises d’essai (PE) de 2 a 3¢
(pesées au mg pres) de notre poudre de feuille. Ensuite ces verres ont été introduits dans I’étuve
réglée a 105° C pour une dessiccation pendant 24 h. Au sortir de I’étuve les poudres ont été
refroidies dans un dessiccateur contenant un desséchant (chlorure de calcium, anhydride
phosphorique) et ensuite pesees.
Les calculs suivants permettent d’obtenir le pourcentage en eau :
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Masse prise d’essai (MPE)= masse avant étuve- tare

Masse eau= masse avant étuve — masse apres étuve
D’ou:

Masse eau

Pourcentage eau = X 100

Masse prise d’essali

¥

I X

Figure n°6 : Photo de I’étuve et de la balance de précision

1.2 Méthode azéotropique
» Principe
Cette méthode, encore appelée méthode volumétrique, qui consiste a mesurer le volume d’eau
entrainé par distillation a température constante avec un solvant non miscible a I’eau auquel une
masse de drogue végetale est ajoutée. L’eau condensée est recueillie dans la partie inférieure du
tube collecteur gradué, le volume entrainé est déterminé par une simple lecture.
» Matériels et solvants
Ballon de 250 mm? en verre, Réfrigérant & reflux tube droit de 20cm de long, Tube collecteur
gradué surmonté d’un tube cylindrique de condensation, Source de chaleur (chauffe-ballon), Eau
distillée, Solvant non miscible a I’eau (toluene), balance de précision, spatule.
» Mode opératoire
Dans un ballon sec 100 ml de toluéne et 1 ml d’eau distillée ont été introduits. Nous y avons laissé
distiller pendant une heure (1h) sous un réfrigérant connecté a un tube collecteur gradué dans lequel
I’eau condensée est récupérée. Une fois 1h atteinte, le mélange a été refroidi pendant 30 mn. Apreés
ce temps de refroidissement le volume d’eau a été lu (volume initial noté Vi), ensuite 5g de poudre

ont été ajoutés au contenu du ballon et nous avons procédé comme précedemment. Apres 30 mn de
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refroidissement, le nouveau volume d’eau qui correspond au volume final (Vf) a été lu. Le volume
d’eau (V) contenu dans la prise d’essai a été calculé comme suit :
V= Vf-Vi

Le pourcentage d’eau s’obtient alors par cette formule :

Pourcentage d’eau = X 100
Masse prise d’essali

1.3 Substances extractibles par I’eau (19)

Une décoction a été faite pendant 15 mn avec la poudre de feuille (1g) dans de I’eau distillée (20
ml). Le décocté a éte refroidi pendant une vingtaine de minutes et filtré, ce filtrat a été mis dans un
creuset métallique préalablement taré puis évaporé a sec sur une plaque chauffante. Ensuite le
creuset a froid a été pese et la masse du résidu a été deduite.

Soit (M) la masse du creuset vide et (M) la masse du creuset avec I’extrait sec.

Le pourcentage de substances extractibles par I’eau est calculé comme suit :

M, — M

% substances extractibles par I’'eau = X 100
1

2. Dosage des cendres

2.1 Cendres totales (Ct)

Les cendres proviennent des tissus de la plante ou des éléments étrangers (sable, terre...) adhérant
a la drogue végétale. Elles sont obtenues par calcination compléte de la matiere végétale. La teneur
en cendres est obtenue par dosage pondéral des cendres blanches obtenues par calcination de la

drogue végétale dans un four.

> Matériels
Balance de précision, Four (Controller P 320 ; Nabertherm ; 30-3000°C), Creusets en porcelaine ou

en fer, Spatule métallique, Dessiccateur, Pinces.

» Mode opératoire
3 prises d’essai de la drogue utilisée pour la teneur en eau par méthode gravimétrique (M1, M, et

M3) ont été pesees dans 3 creusets en fer préalablement tarés. Apres incinération au four a une
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température d’environ 600°C pendant 6h, et refroidissement dans un dessiccateur, les masses (M’ 1,
M’,, M’3) des creusets contenant les cendres ont eté determinées.
La masse des cendres totales (MCt) contenue dans le creuset et la masse de la prise d’essai (Mpe)

sont données par les formules suivantes :

MCt = M - T ot Mpe =M -T

Avec T la tare, M la masse avant calcination et M’ la masse aprés calcination.

D’ou la formule du pourcentage des Ct (%Ct) :

Mct
% Ct = —— X 100

Mpe
2.2 Cendres chlorhydriques (Cc)
Ce sont des cendres insolubles dans I’acide chlorhydrique. Ces cendres sont le résidu obtenu en
faisant bouillir les cendres totales dans de I’acide chlorhydrique (HCI) a 10%, leur détermination
permet de mesurer la quantité de matiéres siliceuses, specialement de la terre contenue dans la
drogue.
» Mode opératoire

Dans un tube a essai, les cendres totales ont été introduites, sur lesquelles, 20ml d’HCI ont été
versés et le mélange a été bouilli pendant 15 mn au bain marie. Aprés refroidissement ce dernier a
été filtré sur du papier filtre ; celui-ci a été transféré dans un creuset sec déja taré de masse M.
I’ensemble est pesé (M’), incinéré et repese (M’’).
La masse des Cc (MCc) est donnée par la formule suivante :

MCc=M"-M

Le pourcentage des Cc (%Cc) est donné par le calcul suivant :
MCc

%Cc = — x 100
SMpe

Avec SMpe la somme des masses de prise d’essai pour la détermination des cendres totales.
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2.3 Cendres sulfurigques (Cs)

C’est une méthode d’évaluation des substances inorganiques de la drogue végetale. Les cendres
sulfuriques sont obtenues apres une attaque de la drogue par I’acide sulfurique.

La teneur est déterminée par dosage pondéral des sulfates non volatils obtenus par calcination de la
matiére végétale préalablement traitée avec de I’acide sulfurique dilué au %. Les sulfates résultent
de la conversion des sels organiques.

Dans un creuset en fer sec préalablement taré (T), une prise d’essai de la poudre a été introduite et
I’ensemble a été pesé (M). La poudre a été ensuite humectée avec une quantité suffisante d’acide
sulfurique dilué au %2 et mélangé avec une spatule.

Le creuset a été séché a I’étuve puis mis au four a la température de 600° C pendant 6 heures. Apres
refroidissement le creuset a été pesé (M’). La masse des cendres sulfuriques (MCs) et la masse de la

prise d’essai (Mpe) s’obtiennent comme suit :

MCs=M’-T; Mpe=M-T

Le pourcentage des Cs (%Cs) est donné par le calcul suivant :

MCs
9%Cs = x 100
Mpe

V. Extractions
Une décoction totale et une extraction au Soxhlet par épuisement de la poudre avec le DCM et
I’éthanol a 80% ont été réalisées. Et avec cette poudre épuisée une décoction a été faite (décoction

épuisée).

1. Décoction
» Matériels
Balance de précision, chauffe ballon, une pompe, un réfrigérant, filtres en coton, rotavapor, ballon

de décoction, entonnoir, fiole, congélateur, lyophilisateur, flacons de conservations.

» Mode opératoire
A 270g de poudre séche introduite dans le ballon de décoction, 2700ml d’eau distillée ont éte
ajoutés; le ballon a été placé dans un chauffe ballon a une température de 100°c pendant 2h. Apres
ce temps, le décocté a été filtré, concentré au rotavapor et lyophilisé. L’extrait sec a été ensuite pesé

pour calculer le rendement et conservé dans un flacon préalablement taré.
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Figure n°7 : Photo du dispositif pour la décoction sous reflux de la poudre de feuilles de O.

celtidifolia

Matiere seche
270g

I 2700ml d’H,0 a 100°c pendant 2h

Extrait 100°c
Marc
I H>O

Figure n°8 : Schéma du processus de décoction de la poudre de feuilles de O. celtidifolia

Figure n°9 : Photo du lyophilisateur
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Figure n°10 : Photo du rotavapor

2. Extraction au Soxhlet

Elle consiste & extraire par siphonnage, de la poudre végétale avec des solvants vaporisés par
chauffage.

» Matériels et solvants

Cartouche en tissus, Soxhlet, ballon de 2I, balance de précision, éprouvette graduée, réfrigérant,
spatule, chauffe ballon, rotavapor, ballons de 100ml, congélateur, lyophilisateur,
Solvants organiques [dichorométhane (DCM) et I’éthanol (EtOH)], pompe.

» Mode opératoire :

Une quantité (460g) de poudre a analyser est introduite dans une cartouche mise dans le Soxhlet
qui lui est placé sur un ballon contenant le solvant d’extraction (2140 et 1840ml successivement
pour le DCM et I’ETOH) et surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est entrainé par un chauffage a
I’aide d’un chauffe ballon, I’extraction s’est prolongée jusqu’a épuisement totale de la drogue.
Apres épuisement de la poudre les extraits ont été concentrés au rotavapor. L’extrait DCM apres
concentration a été laissé a I’air libre pour évaporation dans les flacons préalablement tarés et le
rendement a été calculé. L’extrait éthanolique a été concentré a sec au rotavapor, repris avec de
I’eau distillée, congelé et lyophilisé.

Le marc (la poudre épuisée) a été séché pendant plusieurs heures a la température du laboratoire et

utilisé pour la décoction (décoction épuisée).
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Figure n°11 : Photo du dispositif de I’extraction au Soxhlet

Matiere seche
4609

2140ml de DCM

Extrait DCM Marc

| 1840ml d’ETOH

Extrait ETOH

Marc

Figure n°12 : schéma de I’extraction au Soxhlet

3. Décoction de la poudre épuisée

» Matériels : méme que pour la décoction totale
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» Le mode opératoire
Pour cette opération 100g de marc ont été mis dans 2l d’eau distillée pour une décoction de 2h
(Pextraction a été répétée 3 fois). Le décocté a été ensuite filtré, concentré et lyophilisé. Les

lyophilisats obtenus ont été pesés pour calculer le rendement et conservés dans un flacon

Matiére épuisée
1009

I 21 d’H20O a 100°c pendant 2h
|

préalablement taré.

Extrait 100°c
H-O Marc

Figure n°13 : Schéma du processus de décoction epuisée

V. Etudes phytochimiques

1. Réactions de caractérisation

1.1 Alcaloides

IIs forment un groupe important de substances naturelles d’intérét thérapeutique par leur diversité
structurale et I’éventail de leurs activités pharmacologiques. Ce sont des substances azotées qui

agissent comme des bases.

» Solution a analyser
L’acide sulfurique dilué au 1/10 (50 ml) a été ajouté a la poudre de feuille (10g) dans un erlenmeyer
de 250 ml. L'ensemble a été laissé en macération a la température du laboratoire pendant 24 heures

puis filtré. Le filtrat a été complété a 50 ml avec de I’eau distillée.

» Mode opératoire
1 ml du filtrat a été introduit dans deux tubes a essai. 5 gouttes de réactif de Mayer (solution
aqueuse de mercuri-iodure de potassium) et 5 gouttes de réactif de Dragendorff (solution aqueuse
d’iodo-bismuthate de potassium) ont été ajoutées successivement dans le premier tube et le second.

La présence d'alcaloides a été caractérisée par la formation d’un précipité dans chaque tube.

» Confirmation de la présence d’Alcaloides par une extraction
25ml de filtrat ont été introduits dans une éprouvette de 100ml, 25ml d’ammoniaque diluée au %2 et
25ml de Chloroforme y ont été ajoutés. L ensemble a été agité dans une ampoule a décanter. Aprés

décantation, la phase organique a été soutirée dans un petit bécher, cette derniére a été séchee sur
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sulfate de sodium anhydre et partagée en parties égales entre deux tubes a essai. Les deux tubes ont
été mis au bain marie pour évaporation a sec. Le résidu contenu dans le premier tube a été repris par
2ml de HCI dilué (HCI concentreé dilué au 1/10 par I’eau distillée). La solution a été partagée entre
deux tubes a essai et les mémes révélateurs généraux des alcaloides ont été essayés (5 gouttes du
réactif de Mayer dans le premier tube et 5 gouttes du réactif de Dragendorff dans le deuxieme tube).

La présence d’alcaloides a été caractérisee par la formation d’un précipité dans chaque tube.
1.2 Substances polyphénoliques

Solution a analyser : un infusé a 5%
5g de poudre de feuille ont été ajoutés a 100ml d’eau distillée bouillante contenue dans une tasse.
Le mélange a été infusé pendant 15 mn et filtré sur du coton. Le filtrat a été complété a 100 ml avec

de I’eau distillée.

» Tanins
Ce sont des esters de I’acide gallique ou de glucose. Leurs propriétés biologiques sont liées a leur

pouvoir de former des complexes avec les macromolécules en particulier les protéines.

Mode opératoire
Dans un tube a essai, 5ml de I’infusé ont été introduits, une solution aqueuse diluée de FeCl; a 1%
(Iml) a été ajoutée. La présence de tanins a été caractérisée par I’apparition d’une coloration

verdatre ou bleu noiratre.

» Flavonoides
Ce sont les pigments universels des végétaux responsables de la coloration des fruits, des fleurs et
souvent des feuilles.
= Mode opératoire
A l'infusé a 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, un acide (5 ml de H,SO4 a 10%) a
été ajouté puis une base (5 ml de NH,OH dilué au 1/2). La présence d'anthocyanes a été indiquée

par une coloration accentuée par acidification qui a virée au bleu violacé en milieu basique.

= Réaction a la cyanidine
Dans un tube a essai, 5 ml de I’infusé ont été introduits, puis 5 ml d’alcool chlorhydrique (alcool a
95 %, I’eau distillée, HCI concentré a parties égales en volumes) ; 1 ml d’alcool isoamylique et
quelques copeaux de magnésium ont été ajoutes.
L’ apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose violacée (flavanones) ou rouge

(flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool iso amylique indiquait la
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présence d’un flavonoide libre (geénine). Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides
flavoniques.
La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines et les
isoflavones.
» Leucoanthocyanes
La réaction a la cyanidine a été effectuée sans ajouter les copeaux de magnésium et chauffee
pendant 15 mn au bain-marie. La présence de leucoanthocyanes a été caractérisée par I’apparition
d’une coloration rouge cerise ou violacée. Les catéchols donnent une teinte brune rouge avec la

méme réaction.

1.3 Dérivés anthracéniques

Ils appartiennent au groupe des quinones. Ils se caractérisent par leur pouvoir oxydant éleve.
» Anthracéniques libres
= Solution a analyser : un extrait chloroformique
A 1g de poudre, 10 ml de chloroforme ont été ajoutés et chauffés prudemment pendant 3 minutes au

bain marie. Le filtrage a été fait a chaud.

= Mode opératoire
A 1 ml de I’extrait chloroformique obtenu, 1 ml d’ammoniaque dilué au % a été ajouté. Le mélange
a été ensuite agité.
La présence d’anthraquinones libres a été caractérisée par I’apparition d’une coloration plus ou

moins rouge.

» Anthracéniques combinés

% O-Hétérosides

= Solution a analyser
A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, 10 ml d’eau et 1 ml d’acide
chlorhydrique concentré ont été ajoutés. Le tube a essai a été maintenu au bain-marie bouillant
pendant 15mn. L hydrolysat a été refroidi dans un courant d’eau et filtré. Le filtrat a été complété a
10 ml avec de I’eau distillée.

= Mode opératoire
5 ml de I’hydrolysat ont été agités avec 5 ml de chloroforme. Ensuite la phase organique a été
soutirée et introduite dans un tube a essai. La phase aqueuse a été gardée.
A la phase organique, 1 ml d’ammoniaque dilué au %2 a été ajouté. La présence d’anthraquinones a

été caractérisée par I’apparition d’une coloration rouge plus ou moins intense.
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5 ml de I’hydrolysat ont été prélevés, 3 a 4 gouttes de FeCl; a 10 % ont été ajoutées. Le mélange a
été chauffé pendant 5 mn au bain-marie puis refroidi sous courant d’eau. Ce dernier a été agité
avec 5 ml de chloroforme, ensuite la phase chloroformique a été soutirée et introduite dans un tube
a essai ; 1 ml d’ammoniaque dilué a été ajouté et le tube a été agité.

La présence de produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones a été indiquée par une
coloration rouge, plus intense que précédemment (c'est-a-dire sans addition de FeCl3z a 10%)

«» C-Hétérosides

La solution a analyser ici est la phase aqueuse obtenue avec la solution a analyser des O-
Hétérosides. A cette solution, de I’eau distillée (10 ml) et 1ml de FeCls; a 10% ont été ajoutés. Le
tube a essai a été maintenu au bain-marie pendant 30 mn puis refroidi sous un courant d’eau. Le
mélange a été agite avec du CHCI3 (5 ml), puis la phase chloroformique a été soutirée et introduite
dans un tube a essai. De I’ammoniaque diluée au %2 (1 ml) a été ajoutée.

La présence de génines de C-Hétérosides a été caractérisée par I’apparition d’une coloration rouge

plus ou moins intense.

1.4 Stérols, terpénes, coumarines et caroténoides
Solution a analyser
L’extrait a tester a été obtenu a partir de la poudre de feuille (1g) et de I’éther (20 ml), laissé en

macération pendant 24 heures. Le mélange a été filtré et complété a 20 ml avec de I’éther.

» Stérols et triterpénes : réaction de Liebermann- Burchard
Dans un tube a essai 10 ml d’extrait ont été évaporés a sec, puis le résidu a été dissous dans 1 ml
d’anhydride acétique et dans 1 ml de chloroforme. Le mélange a été partagé dans deux tubes a essali,
I’un a servi de témoin et dans I’autre, 1 a 2 ml d’acide sulfurique concentré ont été introduits au
fond a I’aide d’une pipette.
La présence de stérols et triterpénes a été caractérisée par la formation d’un anneau rouge brunatre
ou violet a la zone de contact des deux liquides et la couche surnageante devenant verte ou violette.
» Caroténoides
Apres évaporation a sec de 5 ml d’extrait dans un tube a essai, 2 & 3 gouttes d’une solution saturée
de trichlorure d’antimoine dans le chloroforme ont été ajoutées. La présence de caroténoides a été

caractérisée par I’apparition d’une coloration bleue devenant rouge par la suite.

» Coumarines
L’extrait éthéré (5 ml) a été évaporé a sec, puis le résidu a été repris avec de I’eau chaude (2 ml). La

solution a été partagée entre deux tubes a essai.
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Dans I’un des tubes, de I’ammoniaque a 25 % (0,5 ml) a été ajoutée, mélangée. La fluorescence a
été observee sous UV 366 nm.
La présence de coumarines a été caractérisée par I’apparition d’une fluorescence intense dans le

tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque

1.5 Hétérosides cardiotoniques
Ils forment un groupe homogene posseédant un intérét thérapeutique réel. Ils demeurent des
médicaments majeurs de I’insuffisance cardiaque.

» Solution a analyser
1g de poudre de feuilles a été introduit dans un tube a essai, 30ml d’éthanol a 60 % et 5ml d’acétate
neutre de plomb a 10% ont été ajoutés. Le mélange a été porté au bain marie bouillant pendant
10mn et filtré sur coton apres refroidissement.

» Mode opératoire
Le filtrat a été agité avec 10ml de chloroforme dans un tube a essai. Nous avons laissé le mélange se
décanter, apres décantation la phase chloroformique a été soutirée a I’aide d’une pipette, cette
derniere a été partagée entre 3 tubes a essai. Les contenus des 3 tubes ont été évaporés a sec au bain
marie et les résidus ont été repris avec 0,4ml d’isopropanol.
Iml de réactif de Baljet a été ajouté dans le premier tube, 1ml de réactif de Kedde dans le deuxieme
tube et 1ml de réactif de Raymond-Marthoud dans le troisiéme tube.
Aprés 5 gouttes de KOH a 5% dans I’alcool (0,5g dans 10ml d’alcool absolu) ont été introduites
dans chaque tube.
La présence d’hétérosides cardiotoniques a été caractérisée par I’apparition des colorations
suivantes :
Tube 1 Baljet: orangé
Tube 2 Kedde: rouge violace

Tube 3 Raymond et Marthoud: violet fugace

1.6 Saponosides
Ce sont des Hétérosides caractérisés par leurs propriétés tensioactives.

» Solution a analyser : 100 ml d"un décocté a 1% pendant 15mn.

» Mode opératoire

Dans une série de 10 tubes a essai numeérotés de 1 a 10; 1, 2, ....10 ml du décocté & 1% ont été
répartis successivement. Le volume des 9 premiers tubes a été ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée.
Chaque tube a eté agité dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de deux

agitations par seconde puis laissé au repos pendant 15 minutes. Ensuite la hauteur de la mousse a

53



été mesurée dans chaque tube. Le tube dans lequel la hauteur de mousse a été de 1cm a indiqué la

valeur de I’indice de mousse :

Indice de mousse= 1000/N
N = numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse atteint 1 cm
1.7 Autres caracterisations
Solution a analyser : un décocté a 10%

» Composés réducteurs
5ml du décocté a 10% ont été introduits dans un tube a essai et porté & évaporation au bain-marie
jusqu’a sec. Au résidu, 1 ml de réactif de Fehling (0,5 ml réactif A + 0,5 ml réactif B, mélange
extemporané) a été ajoute.

La présence de composés réducteurs a été caractérisée par I’obtention d’un précipité rouge brique.

» Oses et holosides
5ml du décocté a 10% ont été introduits dans un tube a essai et portés & évaporation au bain-marie
jusqu’a sec. Au résidu, 2 a 3 gouttes de H,SO, concentré ont été ajoutées, puis apres 5 minutes, 3 a
5 gouttes d’alcool saturé avec du thymol ont été ajoutees.
La présence d’oses et holosides a été caractérisée par le développement d’une coloration rouge.

» Mucilages
A 1 ml de décocté a 10 %, 5ml d’éthanol absolu ont été ajoutés. La présence de mucilages a été

caractérisée par I’obtention d’un précipité floconneux, par mélange.

1.8 Hétérosides cyanogénétiques

A la poudre de feuille (1g), 5ml d’un mélange & volume égal d’eau et de toluéne ont été ajoutés.
Aprés agitation, la partie supérieure du tube a essai a été nettoyée et le papier picrosodé
fraichement préparé (avec le réactif de Guignard) a été fixé a I’aide d’un bouchon.

La présence d’hétérosides cyanogénétiques a été caractérisée par I’apparition d’une coloration

rouge plus ou moins rapide du papier picrosodé.

2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes de
séparation: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une
phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique

ou d’aluminium. Aprés que I’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances
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migrent & une vitesse qui dépend de leur affinité avec la phase stationnaire et la nature de solvant de

migration.
> Principe

Lorsque la plaque sur laquelle I’échantillon a été déposé est placée dans la cuve, I’éluant monte a
travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque composant de
I’échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére le front du solvant. Cette vitesse depend d’une
part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque stationnaire et, d’autre part, de
sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent donc alternativement de la phase
stationnaire a la phase mobile, I’action de rétention de la phase stationnaire étant principalement

contrdlée par des phénomeénes d’adsorption.
» Mode opératoire

» Préparation des extraits
La poudre de feuille a été extraite avec les solvants suivants (en raison de 1g dans 10ml) : éther de
pétrole, hexane, dichlorométhane, chloroforme, méthanol, I’éthanol, butanol et I‘eau. Pour les
extraits organiques une macération a froid sous agitation pendant 1 heure a été effectuée, les extraits
ont été filtrés sur du papier filtre. Pour les extraits aqueux, en plus de la macération a froid, une
infusion et une deécoction ont aussi été faites. Ces extraits ont été filtrés sur du coton et le filtrat a
été quantifié.
Pour les extraits aqueux, 5g dans 50ml ont été pris et 4ml de filtrat pour le décocté, 33ml pour
I’infusé et 34ml pour le macéré ont été obtenus.

» Les matériels utilisés
Plaque de silice G60F,s4, une cuve de migration en verre avec couvercle étanche séchoir électrique,
crayon de papier, regle graduée, micropipettes de 10ul, pince pour plaque, lampe UV, papiers
d’aluminium

= Les systemes de solvant

- Ligroine- Aceétate d’éthyle (2- 1) pour les extraits organiques.
- Butanol- Acide acétique- Eau (65- 15- 25) pour les extraits alcooliques et les extraits
aqueux.

= Deépot des différents extraits
L’échantillon (10 microlitres) est deposé a I’aide d’une micropipette en appuyant légérement et
brievement I’extrémité de la pipette sur la couche d’adsorbant en prenant soin de ne pas la

détériorer.
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Les solutions ont été déposées sous forme de point distant de 1,5 cm les uns des autres et situées a

environ 1 cm de la partie inférieure de la plaque. Chaque depdt a été séché a I’aide d’un séchoir.
= Deéveloppement de la plaque

La plaque a été introduite en position verticale dans la cuve de migration restée fermée pendant le
développement. Lorsque la position du front du solvant arrive a environ 1 cm de I’extrémité
supérieure de la plague, celle-ci est retirée de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par
un trait fin, puis la plaque est séchée a I’air libre. Apres séchage les plaques ont été regardées a
I’UV 254 nm et 366 nm. Les taches observées ont été encerclées au crayon, en traits pleins pour les

taches détectées a I’UV 254 nm et en traits pointillés pour les celles détectées a I’UV 366 nm.
» Révélation

Les plaques ont été révélées avec les réactifs suivants : FeCls, AICIl3;, le Godin et le mélange
(Anisaldehyde, Acide acétique glacial, Méthanol et I’Acide sulfurique concentré), par

pulvérisation. Les taches observées apres révélation ont été mises entre crochet.

= Calcul de Rt (rapport frontal)

dc

ds

dc : distance parcourue par le composé (mesuré a partir du dép6t jusqu’au centre de la tache)

ds : distance parcourue par le front du solvant

Le rapport frontal des composés détectés a I’UV 254 nm, 366 nm et apres révélation a été calculé et
les couleurs noteées.

NB : le rapport frontal est toujours inférieur ou égal a 1.
3. Chromatographie sur colonne (Biogel P6)
» Principe

La chromatographie sur colonne est une méthode de fractionnement des extraits en vue de
déterminer leur composition. Il repose sur la séparation selon la masse moléculaire, les substances

de masse éleveée sont les premiéres a étre recueillies.
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> Matériels

Colonne en Biogel P6, pompe, collecteur de fractions contenant des tubes, tubes a essai, béchers,
erlenmeyers, éprouvettes, une balance de précision, fioles, agitateur magnétique, filtre,
micropipettes, gants, cuves pour le spectrophotomeétre, spectrophotometre, hotte, rotavapor, ballons

de 100ml, congélateur, lyophilisateur, flacons pour conservation.
» Solvants

Eau distillée dégazée, phénol, acide sulfurique concentré
» Préparation des extraits

5g du décocté épuisée ont été dissous dans 50 ml d’eau distillée, pour une dissolution compleéte, le
mélange a été agité sous agitateur magnetique pendant quelques minutes et ensuite filtré sous vide,
la solution obtenue a été passée sur le gel a I’aide d’une pompe.

» Le dispositif

Le dispositif est composé d’une colonne (Pharmacia) contenant du Biogel P6-DG comme support
de chromatographie. La colonne est reliée a une pompe péristaltique (Pharmacia) qui aspire les
extraits et I"éluant, et a un collecteur de fractions (Pharmacia) qui, comme son nom l"indique,

collecte les fractions au sortir de la colonne.

Figure n°14 : Photo du dispositif de la chromatographie sur colonne
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Figure n°15 : Photo du collecteur de fractions

> Elution

Le solvant d’élution a été de I’eau distillée dégazée a I"aide d’une pompe. Le débit était réglé a
Iml/mn. L’éluant a été recueilli dans des tubes disposés dans le collecteur réglé a son tour a

10mn/tube.
» Test al’acide sulfurique et au phénol

Le Principe de ce test (figure n°16) est basé sur la transformation des molécules de polysaccharides
en substances colorées qui absorbent la lumiére & une longueur d”onde précise. La mesure de cette

absorbance permet de déterminer le profil d"élution de ces polymeres.

La figure n° 16 montre le principe chimique de la réaction. Les molécules d"hydrates de carbones
sont naturellement sous la forme pyrane (A) en présence d"acide sulfurique elles sont transformées
en forme furane (B) (qui est une forme instable), celles-ci en présence de phénol forment un

complexe (C) qui absorbe la lumiére a 487 nm
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Figure n°16 : Principe du test a I"acide sulfurique et au phénol
» Mesure de I"absorbance

100pl ont été prélevés dans chaque deuxiéme tube du collecteur, 1 ml d’acide sulfurique et 0,5 ml
de phénol ont été ajoutés. Apres agitation du mélange I’absorbance a été déterminée a 487 nm a
I"aide d’un spectrophotometre. Une courbe numéro de tube/absorbances a été tracée et a permis de
déterminer les différentes fractions de I’extrait. Ces fractions ont été concentrées, lyophilisées et

gardées dans des flacons préalablement tarés.
4. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Préalablement a |"analyse par CPG, les échantillons sont d"abord hydrolysés et transformés en

dérivés volatils par utilisation du triméthylsilane.

4.1 Méthanolyse
La méthanolyse est une hydrolyse chimique des polysaccharides utilisant de I"acide chlorhydrique
qui en présence de la chaleur découpe de longues chaines de polymeres en molécule simple.
» Principe
La solution de méthanolyse (méthanol/HCI) agit sur les molécules de polysaccharides par rupture

des liaisons glucosidiques. On obtient des méthylgucosides en C; puis des méthylesters glucosides.

COOH CH,OH COOMe CH,OH
Q MeOH/HCI e Q
OH R o OH T OH
80 20 ~ 40
HO o] o] OMe e
OH HO HO  OH OH OH

Figure n°17 : Réaction de méthanolyse (Chambers et Clamp.1971)
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» Mode opératoire
Dans des flacons secs, 2mg des différents extraits ont été introduits, puis 1ml du meélange 4M
(méthanol/HCI) et 100ul, de mannitol ont été ajoutés. Les flacons ont été ensuite agités et bien
fermés. Ces derniers ont été placés dans I’étuve a 80°c pendant 24heures. Ceux-ci ont éte
décompressés aprés 30mn d’incubation, refermés et replacés a I’étuve.
Les solutions ont été évaporées apres incubation sous un courant d’air chaud et d’azote dans des
conditions anhydre, puis chaque résidu a été lavé a deux reprises avec 1ml de méthanol anhydre et

séché. Les flacons ont été fermés et conservés dans un dessiccateur.

4.2 Réaction de dérivatisation avec le triméthylsilane (TMS)
Principe
Le TMS agit sur les groupements hydroxyles libres des produits de la dépolymérisation pour

donner des dérivés triméthylsilanes volatils. Des conditions anhydres sont indispensables a

I’opération.
COOMe
COOMe
o Q TMS
—>
OH
OCHg3 OMe
OH OTMS
CH,OTMS
CH,OH OTMS
O S TMS
OH
OMe
OH OTMS

Figure n° 18 : Réaction de la formation des dérivés du TMS (Chambres et Clamp, 1971)
4.3 LaCPG

La CPG est une technique de séparation des molécules d"un mélange sur une colonne dont la phase
stationnaire est solide ou liquide et la phase mobile est un gaz porteur. Cette technique est appliquée

aux substances qui sont susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans se décomposer.

» Matériels : Un chromatographe, hélium (gaz porteur), hydrogene, balance de précision,

spatule, flacons, un bécher, étuve, micropipettes micro seringue dessiccateur agitateur.
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» Mode opératoire

L'extrait a analyser est injecté dans la colonne a travers I'injecteur. Les substances sont rendues
volatiles par la température de l'injecteur et transportées a travers la colonne par le gaz porteur. Les
molécules contenues dans I"extrait sont donc séparées en fonction de leur affinité avec la phase
stationnaire qui provoque une rétention chromatographique dont la valeur (temps de rétention)
permet I"identification des composés. A la sortie de la colonne, les composés sont détectés par un
détecteur a flamme (alimenté par de 1"hydrogene produit a partir d’un générateur). Les composés

sont enregistrés sous forme de pics dont la surface est proportionnelle a leur quantité.

Figure n°19 : Photo du chromatographe en phase gazeuse

» Programme de température
Température de I"injecteur 260°C
Température du détecteur 310°C

Température de la colonne :

1°c / mn 6°c / mn 30°c / mn
140°c ———————» 170°c » 250°c » 300°c
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5. Formulation des pommades de 10% a tester
» Les matériels utilisés
Un mortier et un pilon en porcelaine, une balance de précision, un bécher, une éprouvette de 10ml,

spatule, micropipette, papier aluminium, gants, pots de pommade.

» Les solutions utilisées : Eau distillée, gentalline injectable dosée a 40mg

» Les différents extraits a tester : Extrait total, Fraction | et Fraction |1

» Excipient : Le beurre de karité « valorisé »

Le processus de valorisation du beurre de karité consiste a faire bouillir les noix au lieu de faire
une fumigation lors de la production du beurre. Ce processus donne du beurre ayant une couleur
assez claire avec une odeur légere.

» Mode opératoire

Une quantité précise d’extrait (voir tableau n°20) a été introduite dans le mortier et écrasée avec le
pilon. 5 ml d’eau distillée et une quantité précise de gentalline dosée a 0,01% (voir tableau n°20),
ont été ensuite ajoutés pour former une patte avec I"extrait. Le beurre de karité a été ensuite ajouté
et le tout a été mélangé jusqu'a I obtention d"une pommade homogene. Trois types de pommade ont
été formulés: Une pommade a base d’extrait décocté total nommée Pommade A, une pommade a
base de la fraction | nommée pommade B et une pommade a base de la fraction Il nommée

pommade C.

Figure n°20 : Photo de préparation de pommade
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V1. Activités biologiques
1. Activité cicatrisante : Test in vivo

» Principe

Ce test consiste a créer des plaies sur des animaux préalablement anesthésiés puis a les traiter avec

les préparations de pommade a tester.

» Matériel animal
Les animaux utilisés étaient des lapins de couleur blanche (deux males et une femelle) de poids
compris entre 1,500 et 2,300kg.

» Matériels utilisés : Balance en bascule, ciseaux, lame de rasoir, lame de bistouri, pince, coton,
seringue a insuline, bécher, régle et spatule.

» Mode opératoire
Les lapins ont été marqués a la téte, au dos et a la queue dans le but de les identifier. Ils ont été
pesés en vue de déterminer leur poids. Les lapins ont été rasés avec des ciseaux et une lame de
rasoir. La xylocaine a 2% a été utilisée comme produit anesthésiant en raison de 5mg/kg. La dose a
administrer a été calculée en fonction du poids des animaux. Les plaies d”incision d’environ 16 cm?
ont été créées avec une lame de bistouri et nettoyées avec du coton avant application de la
pommade. Le pansement des plaies a été fait tous les jours en raison d’une fois par jour avec une
quantité précise de pommade (environ 0,40g) appliquée sur les plaies nettoyées avec de I’alcool a
96° C. Les mesures des plaies ont été faites tous les deux jours jusqu'a guerison complete. L’aspect,
la couleur et I’odeur des plaies ont été notés pendant toute la durée du traitement.

Le pourcentage de rétrécissement (Pr) des plaies a été donné selon la formule suivante :

M J;- MJ,
Prd,  _ X 100
M J

D’ol Jn:n*™ jour
J1 : premier jour
M. J1 : mesure au 1% jour

M. J, : mesure au n"*™ jour
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2. Activité protectrice de la muqueuse gastrique : Test in vivo
» Principe
Elle consiste a vérifier I’action protectrice des extraits contre I’ulcere provoqué chez les animaux

par administration d’un agent ulcérogene.

> Matériel animal
Les animaux utilisés étaient des rats de couleur blanche méles et femelles de poids compris entre 90
et 205¢.

> Les extraits en étude

- Le décoté total aux doses de 100 et 200mg/kg

- Le décocté épuisé a la dose de 100mg/kg

- Le Sucralfate a la dose de 1000mg/kg

- L’eau distillée a la dose de 10ml/kg

» Nombre de Lots
Au total 5 lots de quatre rats ont été constitués pour le test a raison d’un lot pour chaque dose
d“extrait, un pour le témoin (Sucralfate) et un dernier pour I’eau distillée.

> Lejeun
Les rats ont été mis en jeun pendant 24 heures avec acces libre a de I’eau avant expérimentation.
» Matériels utilisés : Balance, seringue pour administration, éprouvettes, spatule, ciseaux,

béchers, loupe, regle, tablette pour I’étalage.
» Reéactifs

= Agent ulcérogéne: Ethanol a 90%
= Eau physiologique 9%o : utilisée pour le lavage des estomacs
= Formol a 5% : utilisé pour la fixation des ulceres

» Protocole expérimental

Au temps To = 0, les rats ont recu par voie intra gastrique les différents extraits aqueux
préalablement préparés, aux doses de 100, 200 mg/kg pour le décoté total et 100 mg/kg pour le
décocté épuisé. Le sucralfate a été administré a la dose de 1000 mg/kg. Le lot témoin a recu
seulement I’eau distillée a la dose de 10 mi/kg.
Une heure aprés les traitements, chaque rat a recu par voie intra gastrique 0,5ml d’éthanol a 90%
selon la méthode reportée par (Germano’ et al. 1996). Une heure apres I’agent ulcérogéne les rats
ont été sacrifiés. L’estomac de chaque rat a été préleve, ouvert selon la grande courbure a I’aide
d’un ciseau, lavé avec la solution physiologique, puis fixé dans la solution de formol pendant
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quelgues minutes. Aprés ce temps, chaque estomac a été bien étalé sur une tablette pour mieux
observer les ulceres formés a I’ceil nu et a I’aide d’une loupe. Les estomacs ont été scannes pour une
meilleure vision.

La longueur de chaque ulcere a été mesurée a I’aide d’une régle graduée en mm. Le nombre et la
gravité des ulcéres ont été déterminés selon une échelle arbitraire de 0 a 6 reportée par Germano’ et
al. (1996) : 0= pas de lésion ; 1= 1 a 3 petites lésions< 10mm ; 2 = 1 & 3 larges lésions> 10mm ; 3
= 1 a 3 Iésions épaisses ; 4= plus de 3 petites lésions ; 5 = plus de 3 p larges Iésions ; 6 = plus de 3
Iésions épaisses

L’indice d’ulcere (IU) de chaque estomac est exprimé en fonction de la somme des points d’ulcére;
et le pourcentage de protection (PP) a été calculé par rapport au groupe témoin dont la formule est

la suivante :

IU tgmoin — IU traité
100

I
4

PP
U témain
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Deuxiéme partie : Résultats

I. Matériel végétal

1. Caracteres macroscopiques et organoleptiques des feuilles de Opilia celtidifolia

Les feuilles de couleur verte, ont une forme lancéolée (le sommet et la base sont en forme pointue),
sont longues de 5 a 8 cm et larges de 2 a 4 cm. La nervure principale (centrale) sépare la feuille en
deux parties égales ; quant aux nervures secondaires, elles alternent de part et d’autre de la nervure
centrale. Les rameaux sont de tailles variables. Les feuilles possedent une odeur non caractéristique

et ont un godt amer.

2. Caractéres microscopiques de la poudre de feuilles de O. celtidifolia

L analyse au microscope de la poudre de feuilles de O.celtidifolia a permis d’observer de tres
nombreuses fibres, de cristaux d'oxalates de calcium, de grains d’amidons et de fragments
d"épiderme ; de méme qu’une présence modérée de cellules périspermatiques et de parenchyme

cortical. La figure n°21 présente la structure de ces éléments identifiés.

Figure n°21 : Eléments microscopiques

. Fibres

. Cristaux d’oxalate de calcium
: Grain d’amidon

: Parenchyme cortical

: Cellules périspermatiques

© O O TD
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Il. Contréle de qualité

Les résultats des différents dosages exécutés figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°5: Résultats des differents dosages realisés sur la poudre de feuilles de O.

celtidifolia
Dosage Résultats (%)
Méthode gravimétrique 4,48
Eau
Méthode azeotropique 6
Totales 16.39
Cendres Chlorhydriques (10%) 4.61
Sulfuriques (50%) 23,67
Substances extractibles par I’eau 14

La teneur en eau dans notre matériel était faible ; avec les deux méthodes utilisées nous avons

obtenu un taux moyen de 5% d"eau.

I11. Extraits
Le rendement, la couleur et I’aspect des différents extraits obtenus a partir de la poudre de feuilles

de O. celtidifolia sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau n°6: Rendements et caractéristiques des extraits des feuilles de O. celtidifolia

Extraits MPE  Masse d’extrait  Rendements Couleur  Aspect

(%)
DCM 460g  21,97¢ 4,78 Noir Collant, pateux.
Ethanol 4609 55,419 12,04 Vert cristaux Brillants

Noiréatre

Décocte 270g  48,94g 18,12 Marron Terne avec quelques
total verdatre cristaux.
Décocté 300g 43,169 14,39 Marron cristaux Brillants
épuisé

MPE : masse prise d’essai
Le rendement le plus élevé, soit 18,12% a éteé obtenu avec le décocté total et le plus faible, soit

4,78% avec I’extrait dichlorométhane au Soxhlet.
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IV. Chimie

1. Réactions de caractérisation

Les réactions en tubes ont révélé la présence de certains groupes chimiques notés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau n°7: Résultats des réactions de caractérisation en tubes

Groupes chimiques Résultats
Coumarines (Fluorescence U.V.366 nm) ++
Oses et Holosides ++++
Polyuronides (mucilages) ++++
Stérols et Triterpénes (Lieberman et Burchard) ++
Mousse ++++
Saponosides
Indice de mousse 1000
Hétérosides
cardiotoniques Raymond-Marthoud ++

Les résultats ont été interprétés comme suit :

++++ : Réaction tres positive
++ : Réaction moyennement positive

- : Réaction négative

Les groupes chimiques comme les tanins, flavonoides, alcaloides, caroténoides, anthracéniques,

composés réducteurs, hétérosides cardiotoniques (Keede et Baljet), hétérosides cyanogénetiques,

anthocyanes et de leucoanthocyanes n“ont pas été détectés selon les techniques utilisées.

2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les résultats de la CCM des différents extraits obtenus a partir de la poudre de feuilles de

O.celtidifolia sont rapportés dans les tableaux et chromatogrammes ci-dessous.
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Tableau n°8 : Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait EtOH avant (254

nm et 366 nm) et apres révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure n°

22, 23 et 24).

Rf 254 nm 366 nm Godin Meélange AICl;
Anisaldehyde (Visible et

366nm)

0,09 - - - Vert -

0,1 Visible - - - -

0,22  Visible Rose - - Rose clair

0,27 - Tache - - -

0,31 - - - Gris -

0,35 - Bleu - - -

0,40  Visible Tache claire - Bleu foncé -

0,44 - - Violet vif - -

051 - - Orange clair ~ Ocre -

0,54  Visible Tache sombre - Bleu noir -

0,57 - - violet foncé - -

0,60 - - - Vert moyen Tache claire

0,65 - - Orange clair - Bleu

0,67 - - - Tache -

0,84  Visible Rose moyen - - -

087 - - - Tache -

0,90  Visible Rose sur noir - - -

0,94  Visible - - - -

09 - - - - Jaune clair

097 - - Vert Sombre -

La présence d"une substance ayant une fluorescence bleue au Rf : 0,35 a 366 nm, pourrait étre des

coumarines.

La présence d"une substance ayant une coloration violette aux Rf : 0,44 et 0,57 apres révélation par

le Godin, pourrait étre des saponosides (figure n°22).

La présence d une substance ayant une coloration Bleue aux Rf: 0,40 et 0,54 apres révélation par

I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpenes (figure n°23).

La présence d"une substance ayant une coloration jaune claire au Rf: 0,95 apres révélation par

AICl3, pourrait étre des flavonoides (figure n°24).
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Tableau n°9: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait BUOH avant (254

nm et 366 nm) et apreés révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure n°

22,23 et 24)

Rf 254 nm 366 nm Godin Melange AICl;
Anisaldehyde (Visible et

366nm)

0,51 Visible Sombre - - -

0,59 - - - Tache Sombre

0,72 - - - - Sombre

0,84 - - - Tache -

0,91 - Rose clair - - -

0,94 Visible - - - -

0,95 - - - - Jaune clair

0,96 Visible Rose moyen Marron Bleu noir Rose vive

La présence d'une substance ayant une coloration Bleue au Rf: 0,96 aprés révélation

I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpénes (figure n°23).

par

La présence d"une substance ayant une coloration jaune claire au Rf: 0,95 apres révélation par

AICl3, pourrait étre des flavonoides (figure n°24).

Tableau n°10 : Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait MeOH avant

(254 nm et 366 nm) et apres révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure

n° 22, 23 et 24).

Rf 254 nm 366 nm Godin Meélange AICl3

Anisaldehyde (visible et
366nm)

0,07 Visible - - - -

0,09 - - - Vert -

0,17 - - - Tache -

0,21 Visible Rose - - -

0,27 - Tache - - -

0,30 - - - Tache -

0,35 - Bleu - - -

0,40 Visible - - Bleu noir -

0,42 - - Violet clair - -

0,44 - - - - Bleu noir

0,47 - Tache claire - Ocre -

0,50 - - Orange clair - -

0,52 Visible Sombre - Bleu trés noir -

0,54 - - - - Bleu moyen

0,56 - - Violet moyen - -

0,59 - - - Vert moyen Tache claire

0,62 - - Orange moyen - -

0,66 - - - Sombre Bleu clair

0,86 Visible Noir sur rose - Tache -

0,90 Visible Rose clair - - -

0,94 Visible Rose moyen - - Jaune clair

0,96 - - Vert moyen Noir -
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La présence d"une substance ayant une fluorescence bleue au Rf : 0,35 a 366 nm, pourrait étre des
coumarines.

La présence d"une substance ayant une coloration violette aux Rf : 0,42 et 0,56 aprés révélation par
le Godin, pourrait étre des saponosides (figure n°22).

La présence d une substance ayant une coloration Bleue aux Rf: 0,40 et 0,52 apres révélation par
I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpénes (figure n°23).

La présence d"une substance ayant une coloration jaune claire au Rf: 0,94 aprés révélation par

AICl3, pourrait étre des flavonoides (figure n°24).

Tableau n°11: Facteurs de rétention et coloration des substances du macéré avant (254 nm et

366 nm) et aprés révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure n° 22, 23 et

24)

Rf 254 nm 366 nm Godin Meéelange AICl;
Anisaldehyde (366nm)

0 Visible - - - Rose clair

0,09  Visible - - Vert moyen -

0,12 - Rose - - -

0,20  Visible  Rose - - Rose clair

0,27 - Tache - - -

031 - - - Tache -

0,41  Visible Bleu - Tache -

0,46 - Tache claire - Vert moyen -

0,51  Visible Tache Violet clair Bleu clair -

057 - - Violet clair - -

065 - - - Bleu un peu noir Bleu clair

0,69 - - Violet clair - -

0,75 - Tache - Bleu clair Bleu noir

0,86  Visible  Rose noir - - Tache claire

0,94 - - - - Vert clair

09 - - Ocre Bleu foncé

La présence d"une substance ayant une fluorescence bleue au Rf : 0,41 a 366 nm, pourrait étre des
coumarines.

La présence d’une substance ayant une coloration violette aux Rf: 0,51 ; 0,57 et 0,69 apres
réveélation par le Godin, pourrait étre des saponosides (figure n°22).

La présence d"une substance ayant une coloration Bleue aux Rf: 0,51 ; 0,65; 0,75 et 0,96 apres

révélation par I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpenes (figure n°23).
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Tableau n°12: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’infusé avant (254 nm et

366 nm) et aprés révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure n° 22, 23 et

24)

Rf 254 nm 366 nm Godin Meélange AICl3
Anisaldehyde (366nm)

0 Visible - - Vert Rose clair

0,07 Visible - - - -

0,09 - - Marron clair Vert marron -

0,12 - Rose avec noir - - -

0,20 Visible  Rose avec noir - - Rose clair

0,25 - Tache - - -

0,30 - - - Tache -

0,32 - Tache - - -

0,41 Visible - Violet clair Bleu foncé -

0,47 - Tache claire Violet clair Vert foncé -

0,51 Visible  Sombre Orange clair - Bleu noir

0,54 - - - Bleu noir -

0,57 - - Violet moyen - Sombre

0,60 - - - Vert moyen -

0,64 - - Orange clair - Bleu clair

0,66 - - - Sombre -

0,69 - - - - Tache claire

0,87 Visible  Tache - - -

0,91 - - - Rose clair

0,95 - - Bleu clair -

La présence d'une substance ayant une coloration violette aux Rf: 0,41 ; 0,47 et 0,57 apres

révélation par le Godin, pourrait étre des saponosides (figure n°22).

La présence d une substance ayant une coloration Bleue au Rf : 0,41 ; 0,54 et 0,95 aprés révélation

par I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpenes (figure n°23).
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Tableau n°13: Facteurs de rétention et coloration des substances du décocté avant (254 nm et

366 nm) et aprés révélation par le Godin, le mélange Anisaldehyde et AICI; (figure n° 22, 23 et

24)

Rf 254nm 366 nm Godin Meélange AICl; (visible
Anisaldehyde et 366nm)

0 Visible Rose avec noir Marron clair Noir Jaune clair

0,06  Visible - - - -

0,1 - Tache Marron clair Vert moyen -

0,21  Visible Rose - - Rose clair

0,27 - Bleu Marron clair - -

0,31 - - - Tache -

0,35 - Tache - - -

0,44  Visible - - - -

051 - Tache claire Violet+orange  Bleu noir -

0,55  Visible - - - Bleu noir

057 - Sombre Violet Bleu moyen -

0,61 - - - Vert moyen Tache claire

064 - - Orange clair - -

0,67 - - - Vert moyen Bleu clair

0,70 - - Violet - Tache claire

0,86  Visible Rose moyen - - -

0,92 - - - - Rose claire

0,94  Visible Rose clair Vert marron Noir -

La présence d"une substance ayant une fluorescence bleue au Rf : 0,27 a 366 nm, pourrait étre des
coumarines.

La présence d'une substance ayant une coloration violette aux Rf: 0,51 ; 0,57 et 0,70 apres
révélation par le Godin, pourrait étre des saponosides (figure n°22).

La présence dune substance ayant une coloration Bleue au Rf: 0,51 et 0,57 apres révélation par
I’ Anisaldehyde, pourrait étre des triterpenes (figure n°23).

La présence d"une substance ayant une coloration jaune claire au Rf : 0 apres révélation par AICls,

pourrait étre des flavonoides (figure n°24).
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Figure n°22 : Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par le Godin

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60Fs4
- Dépét : 10 ul

- Eluant : B.A.W (65-15-25)

- Révélateur : Godin
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Figure n°23: Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par le Mélange
Anisaldehyde

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60F,5

- Dépét : 10 pl

- Eluant : B.A.W (65-15-25)

- Révélateur : Mélange Anisaldehyde
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Figure n°24: Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par AICl;

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60Fs4
- Dépét : 10 pl

- Eluant : B.A.W (65-15-25)

- Révélateur : AIClI;

76



Le FeCl; ayant pour but de révéler les tanins n’a rien donné avec les extraits alcooliques et aqueux
(figure n°25)
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Figure n°25: Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par FeCls

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plagque de Silice G60F 254
- Dépot : 10 pl

- Eluant : B. AW (65-15-25)

- Révélateur : FeCl;
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Tableau n°14: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait Ether de pétrole

avant (254 nm et 366 nm) et apres réveélation par le Godin et AICI; (figure n° 26 et 27)

Rf 254 nm 366 nm Godin AICl; (366nm)
0 - Rose clair Violet clair -

0,49  Visible - - -

050 - - - Rose clair

059 - Tache - -

0,69 - Tache - -

092 - - - Sombre

0,94  Visible Tache Vermillon -

Tableau n°15: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait Hexane avant

(254 nm et 366 nm) et apres révélation par le Godin et AICI; (figure n° 26 et 27)

Rf 254 nm 366 nm Godin AICl; (366nm)
0 - Rose tres clair Violet clair -

0,20  Visible - - -

0,50  Visible Rose clair - Rose clair

0,57 - Tache - -

0,69 - Tache - -

0,92 - - - Sombre

0,94  Visible Tache Rouge foncé -

Tableau n°16: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait DCM avant (254

nm et 366 nm) et aprés réveélation par le Godin et AICI; (figure n° 26 et 27)

Rf 254 nm 366 nm Godin AICl; (visible
et 366nm)

0 Visible Orange clair Marron Jaune clair

0,02  Visible Rose clair - -

0,04 - - - Orange clair

0,12 - - - Jaune clair

0,14  Visible Rose clair - Rose clair

0,20  Visible Rose clair - -

0,27  Visible Rose clair - -

0,37  Visible Rose clair - -

0,46  Visible Rose Orange clair Rose

0,47 - - - Jaune clair

0,50  Visible Rose Tache -

0,52 - - - Rose clair

0,57  Visible Rose sombre Vert -

0,59 - - - Rose foncé

0,70 - Tache - -

0,75 - Tache - -

0,84 - Tache - -

0,94  Visible Tache - -

0,9 - - Rouge Sombre
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La présence d'une substance ayant une coloration jaune claire aux Rf: 0; 0,12 et 0,47 apres

révélation par AICls, pourrait étre des flavonoides (figure n°27).

Tableau n°17: Facteurs de rétention et coloration des substances de I’extrait CHCl; avant (254

nm et 366 nm) et apres révélation par le Godin et AICI; (figure n° 26 et 27)

Rf 254 nm 366 nm Godin AICl; (visible
et 366nm)

0 Visible Orange Marron Jaune clair

0,02  Visible - - Orange clair

0,04 - Rose clair - -

0,12  Visible Rose moyen - Jaune clair

0,14 - - Orange clair Rose clair

0,16 - Rose clair - -

0,19  Visible - - -

0,21  Visible - - -

0,25  Visible Rose trés clair - -

0,35 - Rose trées clair - -

0,37  Visible - - -

0,46  Visible Rose Orange clair -

0,50  Visible Rose Tache Rose

054 - - - Rose clair

057 - - Vert moyen -

0,60  Visible Rose sur noir - Rose foncé

0,72 - Tache - -

0,87  Visible Tache claire - -

0,96  Visible Tache claire Rouge -

La présence d’une substance ayant une coloration jaune claire aux Rf : O et 0,12 aprées révélation

par AlCls, pourrait étre des flavonoides (figure n°27).
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Figure n°26: Chromatogramme des extraits organiques révélé par le Godin

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60F 54

- Dépot : 10 pl

- Eluant : ligroine — acétate d’éthyle (2- 1)
- Révélateur : Godin
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Figure n°27: Chromatogramme des extraits organiques réveélé par AICl;

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60F 54
- Dépébt : 10 pl

- Eluant : ligroine — acétate d’éthyle (2- 1)

- Révélateur : AICI;
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Les extraits DCM et CHCI; ont réevélé avec FeCls une tache brune verdatre aux Rf respectifs 0,46 et
0,49 (figure n°28), ces taches pourraient étre des substances polyphénoliques.
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Figure n°28: Chromatogramme des extraits organiques réveélé par FeCls

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60F;s4

- Dép6t : 10 pl

- Eluant : ligroine — acétate d’éthyle (2- 1)
- Révélateur : FeCl;
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3. Chromatographie sur colonne :
La chromatographie sur colonne a permis d’identifier 3 fractions polysaccharides en fonction de
leur teneur en sucre dosée par la méthode de I"acide sulfurique et du phénol. Le profil d"élution de

ces fractions est présenté sur le schéma de fractionnement ci-dessous (figure n°29).
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Figure n°29: Courbes de fractionnement du décocté épuisé des feuilles de O.celtidifolia sur
Biogel, P6

Le numéro des tubes, la couleur et I"aspect des fractions apres lyophilisation sont donné dans le

tableau ci-dessous :

Tableau n°18: Numéro des tubes, coloration et aspect des différentes fractions de I’extrait

aqueux.
Extrait Fractions n° des Couleur Aspect
tubes

F1 11- 35 Grise claire Floconneux
Décocteé épuisé

F2 36-73 Marron foncé  cristaux Brillant

Cristaux Brillant I1égérement
F3 74- 95 Marron clair floconneux
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4. Chromatographie en phase gazeuse :
La teneur en sucre et la composition en monosaccharides des polysaccharides contenus dans les
fractions (I, I1, 111) ; le décocté total (DT) et le décocté épuisé (DE) est donné dans le tableau ci-

dessous :

Tableau n°19: Composition en monosaccharides des polysaccharides des extraits et fractions

Monosaccharides DT DE FI Fll FlI
Arabinose 4.49 5.6 20.9 5.39 2.66
Rhamnose 5.08 7.2 2.72 9.27 3.06
Xylose 3.44 4.01 1.35 1.54 1.0
Mannose 1.22 2.0 1.97 0.96 1.15
Galactose 4.95 8.55 18.4 7.72 10.12
Glucose 6.42 5.25 3.32 6.11 6.61
Acide Glucuronique  4.28 3.29 4.11 1.54 4.33
Acide 3.37 13.75 15.08 27.48 4,14
Galacturonique

% Hydrates de 33.26 53.65 67.85 60.01 33.07
carbone

La fraction | contenait la plus forte teneur en polysaccharides:¢8%). Le décocté total a vait une
teneur en sucre inférieure a celle du decocté épuisé et la fraction Il était assez pauvre en sucre.
L arabinose, le galactose, le rhamnose et |'acide galacturonique étaient les monosaccharides
majoritaires des polysaccharides contenus dans I"extrait brut et les fractions.

5. Pommades de 10% formulées :
La composition des différentes pommades a tester a été dressée dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°20 : composition des différentes pommades testées pour I’activité cicatrisante

ommades Pommade A Pommade B Pommade C

composition

Quantité d’extrait 10g 19 59
Eau distillée 5ml 5ml 5mi
Beurre de karité 90g 99 459
Gentalline 0,5ml 0,05ml 0,25ml
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V. Activités biologiques

1. Activité cicatrisante :
Le processus de guérison s'est passé par plusieurs phases; une disparition progressive de
I"inflammation (plaies devenaient moins rouges figure n°30), une phase de contraction (les plaies
devenaient dures et se couvraient de crodtes un peu noiratres, figure n°31); Le traitement a permis
d obternir une guérison compléte des plaies (figure n°32). L utilisation de la gentalline dans la
préparation des pommades a favoriser I"absence d’infection. Les plaies étaient sans odeur tout au

long du traitement.

1.1 Plaies traitées avec la pommade A

Les deux plaies traitées avec la pommade A a base du décocté total des feuilles de O. celtidifolia
ont guéri au bout de 11 jours pour la premiere et 20 jours pour la seconde. Elles ont été traitées
avec une quantité d’environ 0,40g de pommade pendant les premiers jours de traitement jusqu’a ce
que les plaies atteingnent approximativement 50% de retrecissement. Ensuite la quantité de

pommade appliquée était de 0,209 jusqu’a la guérison.

La figure ci-dessous montre les images des plaies traitées avec la pommade A au J1 (création de la
plaie), J7 (lorsque la plaie a atteint 50% de rétrécissement) et J21 (repousse des poils). En 20 jours
de traitement la pommade a base du décocteé total a entrainé une guerison totale de la plaie cutanée,

le remodelage des tissus et la repousse des poils.

0

7¢ jour 21°% jour

Figure n°30 : Photo des plaies traitées avec la pommade A

1.2 Plaies traitées avec la pommade B

La pommade B a base de la fraction polysaccharidique | a entrainé une guérison des plaies cutanées
en 11 jours pour la premiére plaie et 17 jours pour la seconde. La quantité initiale de pommade
utilisée pour le traitement était de 0,40g. Cette quantité diminuait de 50% lorsque la plaie
atteingnait 50% de retrecissement. Les images ci-dessous montrent le retrecissement des plaies en

fonction de la durée de traitement.
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Figure n°31: Photo des plaies traitées avec la pommade B

1.3 Plaies traitées avec la pommade C
Les plaies traitées avec la pommade C preparée a base de la fraction FII du décocté épuisé ont guéri
au bout de 12 jours. La figure ci-dessous montre la guérison des plaies en fonction du temps. Les

mémes quantités de pommade ont été utilisées comme précedemment.

7¢ jour jour

23% jour

Figure n°32: Photo des plaies traitées avec la pommade C

1.4 Plaies traitées avec le beurre de karité
Les deux plaies traitées avec le beurre de karité ont guéri au bout de 14 jours. Les mémes quantités

de pommade ont été utilisées comme précedemment ( figure n°33).

6° jour 17° jour

Figure n°33: Photo des plaies traitées avec le beurre de karité
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1.5 Plaies traitées avec I’auréomycine 3%

L auréomycine 3% a induis la guérison des plaies en 12 jours. Elle a été utilisée selon les mémes

conditions et quantités que les produits a tester (figure n°34).

8° jour o 15° jour 23% jour

Figure n°34: Photo des plaies traitées avec I’auréomycine 3%

1.6 Plaie traitée avec la creme Amustil (une créme cicatrisante)
La plaie traitée avec la creme Amustil a guéri au bout de 9 jours. Cette derniére a été traitée avec
une quantité d’environ 0,40g pendant quelques jours et 0,209 jusqu’a guérison.

1% jour 10° jour

Figure n°35: Photo des plaies traitées avec Amustil

1.7 Plaie non traitée

La plaie non traitée a guéri au bout de 20 jours (figure n°36)

Figure n°36 : Photo des plaies non traitées
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Tableau n°21 : Récapitulatif des pourcentages de rétrécissement des plaies

% de rétrécissement de la surface initiale des plaies dans le temps

Pdes J1 J3 J5 J6 J7 J8 J9 Jio Ji1 J12 Ji3 Ji4 Jis5 Jie Jiv Ji8 Ji19 J20

T 0 - 75 - 22,5 - 37,5 - - 50 - 67,5 - 80 - - 92,5 100
BK 0 36,3 - 38,8 - 56,3 - 73,8 - - 938 100

0 345 - - 55 - 73,3 - 76,5 - - - - 91 - 975 - 100
B 0 298 463 - - 58,8 - 79,8 - - - - 955 - 100

0 203 - - 36,8 - 81,6 - 97,5 100
Au 0 225 34 - - 55,3 - 86,4 - 100
Am 0 225 - - 70 - 100

Pdes : pommades ; T : témoin (plaie non traitée) ; BK : beurre de karité, Au : Auréomycine ; Am :
Amustil

La durée de traitement a été la méme pour la pommade C préparée a base de la deuxiéme fraction
polysaccharidique et I"auréomycine (12 jours). La pommade A ne semble pas avoir démontré un
effet de cicatrisation notoire puisque les plaies traitée avec cette pommade ont guéri au méme
rythme que les plaies non traitées. L excipient (le beurre de karité) utilisé dans la fabrication des
pommades testées a montré aussi une activité de cicatrisation supérieure a celle de I"extrait total

(pommade A).

2. Activité protectrice de la muqueuse gastrique:
Cette étude a permis d’évaluer le degré de protection de la muqueuse gastroduodénale par

O.celtidifolia contre les ulcérations causées par I’éthanol a 90% chez les rats (figure n°37).

Tableau n°22: Activité protectrice de la muqueuse gastrique des décoctés total et épuisé des
feuilles de Opilia celtidifolia contre I’ulcére provoqué par I’éthanol 90% pendant 60 minutes

chez les rats.

Produits Doses/kg Indice d’Ulcére (1IU £ DS) Protection en %
Eau distillée 10 mi 3,20+1,09 ---
Décocté total 100 mg 2,20+1,64 NS 31,25
Décocté total 200 mg 0,60+0,37** 81,25
Décocté epuisé 100 mg 0,80£0,27** 75,00
Sucralfate 1000 mg 0,40 +0,54** 87,50
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N= 5 rats par groupe ; Les résultats sont exprimés en moyenne de I’indice d’ulcere plus ou moins la
déviation standard (IU) + (DS), La significativité est exprimée par : NS = non significatif ; **trés

significatif avec P<0,01 test de Student (comparé au groupe témoin traité avec I’eau).

100

Figure n°37: Photo des estomacs de rats non traites et traites
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Troisieme partie : Analyses et discussion

Opilia celtidifolia est une plante bien connue par les tradipraticiens de santé pour le traitement de
plusieurs maladies comme le paludisme, les dermatoses, les douleurs abdominales, comme apéritif,
contre les plaies, les vers intestinaux etc... (Malgras 1992 ; Kerharo et Adams 1974 ; Togola et al.
2005).

Notre travail est une investigation a I’étude de la propriété cicatrisante des feuilles de Opilia
celtidifolia. Le choix de cette plante a été basé sur les informations ethnobotaniques et les résultats
des tests de fixation du complément. Les feuilles de cette plante possédent des propriétés
cicatrisantes des plaies en Médecine Traditionnelle (Diallo et al. 2002 ; Inngjerdingen et al. 2004 ;
Togola et al. 2005) et elles contiennent aussi des polysaccharides ayant une propriété d activation
de plusieurs composantes du systéeme immunitaire notamment le complément, les macrophages, les
lymphocytes B et T (Togola et al. 2007).

De nombreux travaux ont démontré que les plantes utilisées traditionnellement comme cicatrisant
possédent des propriétés d’activation du systéme immunitaire; cette activation serait due a la
présence des polysaccharides, qui seraient responsables de la guérison des plaies externes et de
I"'ulcére gastroduodénale (Yamada et Kiyohara, 1999 ; Nergard et al. 2005).

Notre drogue constituée de feuilles, a été récoltée a Blendio dans la région de Sikasso. L’étude a été
faite sur les feuilles seches et pulvérisées a I’aide d’un moulin.

Au préalable, une étude macroscopique et microscopique a été menée. L’observation a I’ceil nu des
feuilles de O.celtidifolia a montré des résultats similaires avec ceux de Berhaut (Flore du Sénégal,
1967) : forme lancéolée, longues de 5 & 8 cm et larges de 2 & 4 cm et sont de couleur verte. Quant a
la microscopie, elle nous a révélé une présence abondante de fibres, de cristaux d’oxalates de

calcium et de grains d’amidon. Une présence de cellules périspermatiques a été observée.

Une étude phytochimique a été réalisée pour la détermination des groupes chimiques par des
réactions en tubes et les méthodes chromatographiques.

Les réactions en tubes ont révélé :

- La présence modérée de coumarines, d’hétérosides cardiotoniques (avec le réactif de

Raymond-Marthoud), les stérols et triterpénes.

- La présence en proportion tres élevée de saponosides, de mucilages, d’oses et holosides.
Ces différents résultats sont similaires & ceux de Sangaré (2004) a la différence que cet auteur a
trouvé une forte présence de composes réducteurs dans les feuilles de O.celtidifolia testées. Celle-ci
peut étre due a plusieurs facteurs tels que la période de récolte, la composition du sol, I"age de la

plante récoltée etc.
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Par rapport aux travaux de Koudouvo (2009) qui a trouvé des tanins, des alcaloides et des
flavonoides ; ces résultats sont completement différents du notre excepté la présence abondante de
saponosides. Cette différence peut étre due a la nature du solvant d’extraction, surtout a la nature et
a la composition du sol etc.

La littérature rapporte plusieurs propriétés biologiques que peuvent conférer ces substances a la
plante. La présence de coumarines pourrait conférer des propriétés anticoagulantes. La présence
d’hétérosides cardiotoniques mérite une confirmation vu qu’ils ont été obtenus avec un seul réactif
(Raymond-Marthoud). Cette présence peut s’expliquer par I’hypersensibilité de la réaction (Paris
1986). Les composes terpéniques (stérols et triterpenes) présents, conferent a la plante une propriété
antipyrétique, souvent analgésique et anti inflammatoire (Bruneton 1993 ; Gupta 1980). Les
saponosides sont utilisés par plusieurs végétaux dans leur systeme de défense antimicrobienne.
Certains d’entre eux conféerent a la plante des propriétés antiinflammatoire, antalgique,
antioedemateuse et hémolytique (Bruneton 1993). Les mucilages quant a eux, considérés comme
des constituants cellulaires normaux sont tres recherchés pour leurs propriétés cicatrisantes
(Bruneton 1993). Ainsi les mucilages de O. celtidifolia pourraient étre utilisées dans la réalisation
de certaines préparations a application locale, pour la prévention des plaies et d’autres affections
cutanées. O. celtidifolia n"a pas fait I"objet de plusieurs études scientifiques, mais les utilisations
traditionnelles recueillies au niveau de la littérature et lors des enquétes ethnobotaniques stipulent

les différentes propriétés dont ces groupes chimiques isolés pourraient étre responsables.

Pour le contrble de qualité, il a été prouvé que la poudre se prétait bien a une bonne conservation
sans altération des substances actives avec une teneur en eau inférieure a 10% (normes établies par
la pharmacopeée internationale), soit 6% par la méthode azéotropique et 4,48% par la méthode
pondérale. Ce taux empéche les réactions d’oxydation, de fermentation et la formation de
moisissures dans notre drogue (OUA/CSTR 1988).

Les cendres totales renseignent sur la charge en éléments minéraux, les cendres sulfuriques quant a
elles résultent de la conversion de sels organiques en sulfates et les cendres chlorhydriques
insolubles dans I’acide chlorhydriques renseignent sur les matiéres siliceuses.

Les différents dosages effectués ont donné 16,39% de cendres totales, 23,67% de cendres
sulfuriques et 4,61% de cendres chlorhydriques. Un taux de cendres chlorhydriques faible indique
I"absence ou un faible taux d’impuretés dans la matiere végétale. La teneur de substances
extractibles par I’eau environ 14% exprime la quantité de substances solubles dans I’eau.
L importance de cette teneur est grande dans le cadre de notre étude puisque les substances d”intérét

sont les polysaccharides hydrosolubles.
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Le meilleur rendement d’extraction (18,12%) a été obtenu avec le décocté total tandis que le
dichlorométhane a donné le plus faible rendement 4,78%.

Il a été remarqué que les extraits aqueux ont un rendement supérieur a celui des extraits
organiques. Ceci est en faveur des formes d’utilisations traditionnelles des plantes par les

tradipraticiens de santé, puisqu’une grande quantité de composés sont solubles dans I’eau.

L’ observation & I’UV et la révélation des chromatogrammes avec les réactifs suivants : Godin,
mélange Anisaldehyde, le chlorure d’aluminium et le chlorure ferrique, ont permis de confirmer la
présence de saponosides qui donne une coloration violette avec le réactif de Godin, de stérols et
triterpénes qui donne une coloration bleue avec le mélange Anisaldehyde. Aucune présence de
flavonoides n"a été détectée par les réactions en tubes alors que la CCM a révélé des taches jaunes
avec AICI; qui sont caractéristiques des flavonoides. Cette différence de résultats entre ces deux
processus phytochimiques peut s’expliquer par la différence de solvant d’extraction. Les
flavonoides ont été observés apres CCM avec des extraits alcooliques alors que la caractérisation
des flavonoides a été effectuée sur un infusé a 5%. Ces composés peuvent conférer a la plante des
propriétés de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance
(Bruneton 1993).

La chromatographie sur colonne a permis d’obtenir trois fractions nommées FI, FIl et Flll. La
teneur en sucre et la composition en monosaccharide de ces fractions ont été déterminées par
chromatographie en phase gazeuse. Il a été remarqué que Fl, avec une teneur de 67,85% était la
fraction la plus riche en sucre. Les différents monosaccharides présents dans les différents extraits
et fractions sont: Arabinose, Rhamnose, Xylose, Mannose, Galactose, Glucose, Acide
Glucuronique, Acide Galacturonique. La fraction | était composée essentiellement d’Arabinose
(20,9%) et de Galactose (18,4%). La fraction Il est la plus riche en Acide Galacturonique (27.48%)
et avec 9.27% de Rhamnose. La forte teneur en polysaccharides isolés en Arabinose, Galactose,
Rhamnose et Acide Galacturonique indique la présence d’Arabinogalactanes qui sont les
polysaccharides majoritaires dans FlI et de Rhamnogalacturonans majoritaires dans Fll. Ces deux
types de polymeres sont reconnus pour leur propriété d’activation des composantes du systéme
immunitaire (Togola et al. 2007). Ceci pourrait expliquer I’utilisation de cette plante dans le

traitement des plaies.

L'un des objectifs de ce travail était de déterminer [I"activité cicatrisante dextraits
polysaccharidiques de O. celtidifolia. Pour ce faire, trois types de pommades ont été formulés avec
les extraits obtenus, le premier a base du décocté total (pommade A), le second a base de la
fraction | (pommade B) et le dernier a base de la fraction 1l (pommade C). La fraction Il n"a pas été

étudié en raison de sa teneur en sucre largement inférieure a celle des autres fractions (33,07%). En
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plus, les polysaccharides étant des composés de haut poids moléculaire sont plus susceptibles d”étre
présents dans les deux premiéres fractions. Les sucres présents dans la fraction Il sont tres
probablement des oligo et monosaccharides qui de fagon générale ne renferment pas les propriétés
biologiques recherchées dans le cadre de cette étude.

Les extraits ont été formulés sous forme de pommade ; étant une préparation semi solide, cette
forme est destinée a étre appliquée le plus souvent sur la peau dans le but de libérer localement (de
facon transdermique) les principes actifs. Son application sur une plaie est plus facile que celle du
Iyophilisat et elle permet une estimation correcte de la quantité du produit utilisee pour le
traitement. Le choix du beurre de karité comme excipient dans la formulation des pommades était
motivé par sa propriété adoucissante sur la peau qui probablement augmenterait |"activité des
polysaccharides, et par son colt peu élevé qui aurait un impact sur le colt d'un éventuel
phytomédicament cicatrisant a base de O. celtidifolia. Une concentration de 10% d"extrait pour la
formulation de la pommade a été choisie.

La gentalline a été incorporée a 0.01% pour prévenir une éventuelle infection des plaies étant donne
que le protocole du test ne prévoyait pas I’utilisation de pansement, de ce fait, il est difficile de
réunir toutes les conditions d"asepsie chez les animaux d"étude (Choi et al. 2001)

L’activité cicatrisante a été effectuée sur des lapins. Les pommades ont été appliquées
quotidiennement sur des plaies d’incision superficielle (16cm?) sur la peau épilée des animaux. La
guérison des plaies etait I"objectif de ce test et le paramétre de comparaison des produits testés et
témoins était le nombre de jours nécessaires pour le traitement.

Une guérison compléte des plaies a été obtenue en 12 jours pour la pommade C (FII) qui était plus
active que la pommade A (20jours) et B (17 jours). Cette pommade a donné une activité similaire a
celle de I"auréomycine qui est largement utilisée dans le traitement des plaies humaines. Le fait que
la pommade a base de FlI soit plus active que celle préparée avec FI trouve une corrélation avec les
activités immunomodulatrices déja décrites pour ces deux fractions in vitro. La fraction FlI riche en
rhamnogalacturonan a montré une activité de fixation du complément (CIHso = 0.5ug/ml)
supérieure a celle de FI (CIHsp = 0.9ug/ml), et aussi une activité de prolifération des lymphocytes T
(24% de prolifération) supérieure a celle de FI (14% de prolifération) a 100 pug/ml chacune (Togola
et al. 2007).

Le mécanisme de la cicatrisation des plaies n"a pas été investigué pendant notre étude. Une
hypothése probable pour ce mécanisme est |"activation des composantes du systeme immunitaire;
les polysaccharides ayant une structure du type rhamnogalacturonan auraient donc une propriété
d’activation des composantes du systéme immunitaire plus prononcée que ceux du type

Arabinogalactane in vivo autant qu’in vitro.
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Le décocté total contenant peu de polysaccharides a montré une activité inférieure a celle des
fractions, ce qui justifie le fractionnement de cet extrait mere afin d"isoler les composés actifs.

La creme Amustil a base d”Irgasan (nom chimique : trichlosan), un dérivé diphenyl ester du phénol,
a démontré la guérison la plus rapide. L lrgasan est largement utilisé en cosmétique comme
antiseptique, et possede des propriétés bactériostatique et fongistatique.

La pommade A a base du décocté total a donné les mémes nombres de jours de guérison que la
plaie non traitée, cependant, elle a entrainé un rétrécissement de 50% de la plaie en 7jours
seulement, comparé aux pommade B (a base de FI) et C (a base de FII) et le beurre de Karité
(I"'excipient) qui ont donné ce résultats en 8 jours. Quand aux plaies non traitées, elles se sont
rétrécies de 50% en 12 jours.

Le beurre de karité a montré une guérison en 14 jours. Une propriété adoucissante sur la peau est
connue pour ce produit, son activité pourrait étre liée a cette propriété. Le fait que I"excipient ait eu
une activité supérieure a l'extrait brut et la fraction | peuvent avoir plusieurs explications
notamment la profondeur des plaies. Les plaies ont été induites manuellement, avec aucune
possibilité de mesure de leur profondeur. Les plaies traitées avec le beurre de karité pouvaient étre
moins profondes.

Comparees a la plaie non traitée, celles traitées avec nos différentes pommades (B et C) ont guéris
rapidement et ceci pourrait s’expliquer par la présence des polysaccharides existant dans nos

différentes fractions.

Un autre objectif de ce travail était de déterminer I"activité protectrice de la muqueuse gastrique de
la plante sur les plaies internes (ulcere gastrique). Pour ce test, nous avons utilisé les décoctés total
et épuisé. Ceux-ci administrés par voie intra gastrique a des doses différentes semblent protéger la
mugqueuse gastrique contre les ulcérations provoquées par I’éthanol a 90% chez les rats.

Il a été remarqué que le décocté épuisé avec une protection de 75%, protége plus la muqueuse
gastrique que le décocté total a la méme dose (100mg/kg). Le décocteé total a la dose de 200mg/kg
induit une protection de 81,25%.

Le sucralfate utilisé comme médicament de référence a la dose de 1000mg/kg induit une protection
de 87,50% tres significative. Son effet est plus élevé que les extraits utilisés dans les mémes

conditions expérimentales.

Les polysaccharides peuvent avoir une propriété de protection de la muqueuse gastrique
(pansement) notamment de par leur viscosité et aussi une propriété de guérison de la maladie
proprement dite. C’est le cas de Vernonia kotshyana dont les polysaccharides protegent la
muqueuse gastrique (Germano’ et al. 1996) et cicatrisent les ulceres ((Nergard 2005). Pour les

polysaccharides de cette plante il existe un lien entre la protection de la paroi gastrique et I’activité
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antiulcéreuse. Dans notre étude, les polysaccharides de O. celtidifolia ont montré une activité de
protection, qui serait une indication a la cicatrisation des ulcéres. L "étude de |"activité des extraits

administrés apres provocation de I"ulcere chez les animaux est donc en perspective.

A ce point, les résultats obtenus apportent une justification a I’utilisation traditionnelle des extraits
aqueux de O.celtidifolia dans le traitement des plaies externes et ouvrent la voie a d"autres études
plus approfondies pour déceler le mécanisme de cette activité.
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Quatrieme partie : Conclusion perspective et recommandations

» Conclusion
L une des missions du Département de Médecine Traditionnel est la recherche et le développement
de phytomédicaments a base de plantes accessibles aux populations a faible revenu, et la
valorisation des savoirs traditionnels locaux. C’est dans ce but que la vérification de I"utilisation
traditionnelle des feuilles de Opilia celtidifolia a été entreprise.
Le choix de la plante était justifié par son utilisation traditionnelle contre les plaies et ses propriétées
immunomodulatrices démontrées par des études antérieures
Les études phytochimiques nous ont permis de connaitre la composition chimique des feuilles de O.
celtidifolia dont les principaux groupes sont les saponosides, les mucilages, les oses et holosides.
Les résultats de l"activité cicatrisante ont montré un potentiel de guérison rapide des plaies par les
extraits polysaccharidiques des feuilles a 10% en formulation pommade avec du beurre de Kkarité
comme excipient sur les lapins. Les fractions | et Il ont été plus actives que I"extrait brut.
Les résultats de l"activité de protection de la muqueuse gastrique chez les rats ont indiqué un
potentiel de protection des extraits total et épuisé contre |"ulcére gastrique provoqué par |I"éthanol.
Ces propriétés biologiques démontrées in vivo, essentiellement dues aux polysaccharides et
accessoirement aux autres composants de la plante, peuvent confirmer I’utilisation traditionnelle de
O. celtidifolia dans le traitement des plaies.
Cependant d’autres études sont nécessaires pour confirmer ces différentes activités.
Au terme de cette étude, nous espérons avoir participé a la valorisation de la médecine traditionnelle
pour parvenir a la réalisation des MTA efficaces et accessibles par tous dans le traitement des plaies
aussi bien externes qu’internes.
En perspective, I"étude de I"activité cicatrisante d extraits polysaccharidiques des feuilles de Opilia
celtidifolia a des concentrations supérieures a celles utilisées dans ce travail est prévue. L activité
pourrait étre dose dépendante de ce fait des concentrations élevées pourraient donner de meilleurs
résultats. Ces études doivent inclure, si possible, une évaluation biologique et histologique de la
cicatrisation qui en méme temps pourrait fournir assez d"information sur le mécanisme de I activite.
Pour le cas de I"activité antiulcéreuse, le test de cicatrisation doit étre préconisé pour évaluer
I"activité de ces substances sur une plaie interne. Ensuite la toxicité générale et cutanée de ces

extraits doit étre étudiée.
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» Recommandations

Au DMT
De poursuivre les investigations sur Opilia celtidifolia dans la prise en charge des plaies aussi bien
externes qu’internes (ulcéres gastroduodénaux) afin d’obtenir des MTA accessibles par tous.

En étudiant :

d’autres concentrations de pommade

le mécanisme de la cicatrisation

d’autres excipients

et cette fois-ci I’activité antiulcéreuse

Aux populations
- De ne pas négliger les plaies, aussi petites soient telles pour éviter le tétanos et d’éventuelles
complications.

- Drutiliser judicieusement les plantes pour éviter la disparition de certaines especes.
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Annexes
Composition des réactifs

» Reéactif pour les flavonoides :
Solution éthanolique de chlorure d’aluminium (AICl3) a 5%
» Réactif pour les tanins :

Solution de chlorure ferrique (FeCls) a 10% dans le méthanol a 50%
> Reéactif de Baljet
o [0 [ o] 0 ¢ o UL PPN B o

Ethanol @ 50° alcoolique g S P...veve et e e e e een2. 100 M

> Réactif de Kedde
Acide dinitro 3,5 DENZOTQUE. .. ... eueueei e et e e e e e e e e e e e ean 19
Ethanol @ 95 © alCOOIIGUE g S Prrnrrrrerinet it et vet et e e et e e e e e ees 100 ml

» Reéactif de Dragengorff

Nitrate de bisSmuth PUIVEFISE. .. .......on i e e 20,80 g
0 L= 38,10 ¢
lodure de SOdiuM aNNYAre. .. ....c.ue e e e e e e e e 200 g
BAU diStIIIER 0 S Prr e ittt et e e 1000 ml

Agiter pendant 30 mn

» Reéactif de Fehling
Solution A :

Laisser refroidir et compléter a 1 litre avec de I’eau distillée.

Solution B :

Sl U S gNEIE. .. et ettt et e e e e 150 g
BaU diStilIBe. ..ot 500 ml
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée a 1 litre avec de I’eau distillée.

NB : Meélanger les deux solutions a volume égal au moment de I’emploi.
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» Reéactif de Godin

Solution A :
NV ANIIINE o 1lg

Ethanol @ 95° @lCOOIQUE. .. ... v it e e e e e e e e 1000 mi

Solution B :

ACIAE PEIChIONIQUE. .. . e e e e e e 3ml
BaU diStillBe. ..o 100 ml
Mélanger les deux solutions au moment de I’emploi, ensuite pulvériser

sur les plagues CCM avec une solution de H,SO4 a 4 %.

> Reéactif de Guignard (Papier picrosodé)

o Lo L= o o3 o [T 19
Carbonate de SOIUM... .. .ot e e e e e e e e e 10g
EaU AiStIIIE g S Prrr et e e e e 100 ml

> Reéactif de Mayer
L0 T L= 0 L= T 3 [ 25¢
ChIOrure MerCUMQUE. ... ...e et e e e e e e ete e een e e 0,770

EaU AIStIIEE O S Purin ettt et e e e e e e 50 ml

» Reéactif de Raymond - Marthoud
1,3 dIiNItrODENZENE. .. ... e 1lg

Ethanol @ 96° alCOOliqUE g S Puv. v e e e e e e e 100 ml

» Réactif a I’Anisaldéhyde

ANISAIAENYE. .. ..o 0,5ml
Acide acétique glacial.............cooiii i 20ml
IMEBTNANOL. .. .. e e e e e 85ml
ACTAE SUITUITQUE. . oot e e e e e e e e e et e e e e, 10ml
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Résumé

Notre étude a porté sur I’activité cicatrisante des feuilles de Opilia celtidifolia utilisées en Médecine

Traditionnelle contre les plaies.

Le screening phytochimique réalisé sur la poudre de feuilles, a mis en évidence différents groupes
chimiques dont certains ont une importance reconnue dans le domaine de la Médecine

Traditionnelle.

Les pommades de 10% a base des fractions polysaccharidiques de type Arabinogalactanes et
Rhamnogalacturonans ont montré une activité cicatrisante. La plus active a été la pommade a base

de la fraction Rhamnogalacturonans avec 12 jours de traitement sur les plaies de types incisionnels.

L activité de protection de la muqueuse gastrique a montré d’excellents résultats avec les extraits

aqueux a différentes doses contre I’ulcére provoqué par I’éthanol.

MOTS-CLES: Médecine Traditionnelle - Opilia celtidifolia — Polysaccharides — Plaies —
Cicatrisant - Protection.
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