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TMS : Triméthylsilane
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INTRODUCTION

Dans de nombreux pays en voie de développement, 1’acces a la médecine
conventionnelle reste limité aux grandes agglomérations. Les difficultés de
déplacements, I’insuffisance du personnel qualifié, le colit élevé des prestations et des
médicaments conventionnels et les facteurs socio-économiques, ne laissent a une
grande partie de la population, d’autres choix, que celui de la médecine traditionnelle
pour traiter les maladies courantes.

Notre travail est une contribution a 1’étude de deux plantes médicinales de la
pharmacopée gabonaise : Terminalia catappa L. (Combretaceae) et Kalanchoe
crenata (Andr.) Haw. (Crassulaceae) utilisées dans la prise en charge de 1I’anémie.
Kalanchoe crenata est une plante caractérisée par des feuilles épaisses et succulentes.
Elle est tres répandue en Afrique tropicale et est traditionnellement et principalement
utilisée contre les otites et le rhume mais aussi contre les douleurs oculaires, de
’oreille et I’asthme.

Terminalia catappa est une plante qu’on retrouve sur la plupart des cotes du monde.
Elle est traditionnellement utilisée dans I’anémie mais aussi contre la gonorrhée,

I’asthme, les maladies hépatiques, les rhumatismes et les maladies de la peau.

L’anémie constitue un probléme de santé publique dans le monde entier et en
particulier dans les pays en voie de développement car elle entraine des conséquences
majeures sur la santé aussi bien que sur le développement économique et social.

L’OMS estime que, pour I’ensemble du monde, I’anémie atteint le chiffre ahurissant
de 2 milliards d’individus affectés. Elle estime aussi qu’environ 50 % des cas est du a
la carence en fer et que les populations a haut risque sont les nourrissons, les enfants et

les femmes en age de procréer.



Au Mali, la prévalence de ’anémie en zones rurales et périurbaines se situe entre 8,3
et 28,6 % chez I’adulte ; 31 et 52,6 % chez I’enfant ; les estimations de la prévalence
en milieu hospitalier bamakois montrent une grande variabilité selon les populations
¢tudices. En effet, 58,4 % des femmes en fin de grossesse, 53,7 % des nouveau-nés a
la naissance selon Diallo et al. en 1994 et 27,30 % des adultes hospitalisés dans le
service de médecine interne de I’hopital du Pt G selon Dicko en 1997 sont anémiés.

Bien que I’anémie soit reconnue comme un probléme de santé publique depuis de
nombreuses années, on a rapporté a ce jour peu de progres dans ce domaine et son
niveau ¢levé de prévalence a 1’échelle mondiale reste inacceptable. Il devient donc
urgent de mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de lutter
efficacement contre ce fléau.

Le Département de médecine traditionnel de Bamako, centre collaborateur de I’OMS,
travaille en collaboration avec les tradithérapeutes afin de mettre a la disposition de la
population des médicaments traditionnels améliorés (MTA) a base de plantes.

Le but de la présente étude est de mettre au point un MTA qui contribuerait a la prise

en charge des anémies.






MOTIVATIONS ET OBJECTIFES

MOTIVATIONS :

Notre travail a été motivé par :
- larevalorisation de la médecine traditionnelle ;
- I’'insuffisance de 1’accés aux soins conventionnels ;
- laprévalence ¢levée de I’anémie ;
- la vérification des propriétés thérapeutiques des écorces de troncs de Terminalia
catappa L. dans la prise en charge des anémies ;
- larecherche des activités biologiques de Kalanchoe crenata (Andr.) Haw. ;
- la formulation, au niveau du DMT, d’un nouveau MTA pour la prise en charge

des anémies.

OBJECTIFS :

Objectif général :

Etudier la phytochimie et quelques activités biologiques de deux plantes
utilisées en médecine traditionnelle gabonaise: Terminalia catappa L.

(Combretaceae) et Kalanchoe crenata (Andr.) Haw. (Crassulaceae).

Objectifs spécifiques :

- Identifier les groupes chimiques présents dans la poudre d’écorces de tronc de
Terminalia catappa et de Kalanchoe crenata ;
- Déterminer la teneur en ions Na" et K des extraits aqueux obtenus & partir de

nos drogues ;



Déterminer la composition en monosaccharides des polysaccharides des extraits
aqueux de nos deux plantes ;

Déterminer 1’activité antibactérienne des extraits de nos deux plantes ;
Déterminer 1’activité antifongique des extraits obtenus a partir de nos drogues ;
Déterminer 1’activité antioxydante des extraits de T. catappa et K. Crenata ;
Déterminer la capacité de fixation du complément par les extraits de T. catappa
et K. Crenata ;

Déterminer I’effet du décocté obtenu a partir de la poudre d’écorces de tronc de
Terminalia catappa selon la préparation du tradithérapeute sur certains

parametres du sang.






1- MONOGRAPHIE DES PLANTES

1.1- Terminalia catappa L.

» Synonymes

Plusieurs synonymes existent pour T. catappa. Il y a entre autres :
- Juglans catappa Lour
- Terminalia latifolia Blanco
- Terminalia mauritiana Blanco
- Terminalia moluccana Lamk
- Terminalia mirobalana Roth

- Terminalia subcordata Willd

» Systématigue

Reégne : Veégétal
Sous-regne : Eucaryotes

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes ou Spermatophytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Série : Caliciflores

Sous-série : Diplo-méristémones
Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae
Sous-famille : Strephonematoideae
Tribu : Laguncularieae

Sous-tribu : Terminaliideae

Genre : Terminalia



Espece : catappa

> Noms vulgaires

Le nom vulgaire de T. catappa est :
- « Badamier — Amande tropicale » (Europe),
- « Amandier des Indes » ( Indes),
- « M’handaya » (Comores),
- « Lingtak » (Malaisie). Mais aussi :
- en Wolof (Sénégal) « Gerté tubab »
- et au Nigeria c’est « Efik mbansan ».
- « Cocoma » en Cote d’Ivoire

- en Bambara, on I’appelle « Cocomasi ».

> Description botanigue

C’est un tres bel arbre de 20 a 25 m de haut a rameaux étagées et aux grandes feuilles
lisses formant un bouquet. Les feuilles sont caduques, simples, un peu ovales, a pétiole
court et épais. Elles virent du jaune au rouge avant de tomber. Le badamier perd la
quasi totalité de ses feuilles environ deux fois par an, en Janvier-Février et en Juillet-
Aott. Ce qui est inhabituel chez les arbres subsahariens.

Les jeunes feuilles sont velues et les nervures trés marquées sont peu nombreuses.

Les inflorescences sont en épis serrés et portent de nombreuses petites fleurs
duveteuses comportant un calice a cinq divisions et dix étamines. Les fleurs femelles,
blanches, et les fleurs males qui sont sur le méme arbre, sont inapergues et pas tres
voyantes.

Le fruit est une drupe seche ovale, charnue et bombée, virant du vert au jaune ou
rouge ou pourpre quand il mirit. La peau externe lisse couvre une couche de fibres
semblables a du liege qui entourent la chair.

Le bois qui est ¢lastique, est rougeatre, avec des grains croisés, bouclés et tordus.



re 1: Photo de Terminalia catappa
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Figure 2: Feuilles, fleurs et fruit de Terminalia catappa

Figure 3: Ecorce et tronc de Terminalia catappa



» Origine et répartition géographique

C’est un arbre originaire de Malaisie et de I’ouest du Pacifique. Introduit en Afrique,
il est présent dans les zones bien irriguées allant de 1I’Afrique de I’ouest (Sénégal) a
I’ Afrique centrale.

C’est une plante pantropicale qu’on retrouve surtout en bord de mer sur la plupart des
cotes.

Au Gabon, on la retrouve surtout a 1’Ouest, depuis le Nord jusqu’au Sud, sur toute la
surface cotiere.

Au Mali, importée de Cote d’Ivoire, c’est une plante encore peu répandue qu’on

rencontre presqu’exclusivement a Bamako.

» Conditions culturales

Grace a leur coquille 1égere, les fruits sont le plus souvent dispersés par 1’eau.

La propagation se fait grace a ses graines.

Sa culture demande le plein soleil, de I’humidité et un sol bien irrigué.

C’est un arbre qui tolére le sel et la sécheresse.

Comme pour beaucoup d’arbres tropicaux, le badamier peut étre cultivé dans un pot
ou sa taille peut étre controlée pendant plusieurs années.

Quand la tige simple atteint une bonne taille, elle donne plusieurs branches

horizontales.

> Utilisation en médecine traditionnelle

Feuilles : Au Nigeria, elles sont macérées dans I’huile de palme pour le traitement des
amygdalites.
En Inde et au Pakistan, le jus de feuilles est utilisé contre la gale, les maladies de

peau et la Iépre (www.naturia.per.sqg).




On les utilise aux Philippines contre les parasites intestinaux, contre les affections

hépatiques a Taiwan et contre la diarrhée.

Jeunes feuilles : Elles sont utilisées dans la préparation de pommade contre la gale, la

Iépre et autres maladies cutanées (Burkill, 1985).

Ecorces : Elles ont ét¢ recommandées pour leur utilisation en décoction dans le
traitement de la gonorrhée, la leucorrhée, les fiévres nauséeuses et les crampes
d’estomac a San Diego, et dans celui de la diarrhée au Brésil. Mais elles sont aussi
utilisées pour soigner les plaies, la blennorragie et I’anémie.

En Indonésie, I’écorce riche en tannins et donc astringente est utilisée en médecine

buccale (Boullard, 2001).

Fruits : En Inde, ils sont utilisés contre la Iepre et les maux de téte. Les fruits mirs sont
utilisés contre les nausées de voyage au Mexique.
Les amandes servent a préparer des émulsions adoucissantes pectorales, antitussives

tant en Extréme Orient qu’aux Caraibes (Boullard, 2001).

Feuilles, écorces et fruits : En Asie du Sud Est, ils sont utilisés pour lutter contre la

dysentérie et contre les rhumatismes en Indonésie et en Inde.

Fruits et écorces : On les utilise contre la toux a Samoa et 1’asthme au Mexique.

» Chimie

Les feuilles, les fleurs et les écorces sont riches en tanins (punicaline, punicalagine et
tercateine). Les fruits en contiennent également autour de 6-20 %.

Certains colorants responsables de la coloration des feuilles sont :
la violaxanthine, la lutéine et la zéaxanthine. Il y a également des flavonoides actuelles
comme la quercetine et le kaempferol.

La présence de stérols a également été rapportée.



L’amande obtenue a partir du fruit contient 51-63 % d’une huile appelée : Huile de
badamier ou Huile d’amande indienne.

Le matériel végétal de Cote d’Ivoire a €té analysé et contient des glycérides, de
I’acide palmitique (34,4 %), de I’acide oléique (32,1 %), de I’acide linoléique (27,5 %)
et de I’acide stéarique (6 %) (Burkill, 1985).

Formules chimiques de quelques composés isolés de T. catappa

Violaxanthine

(CH=CH-C=CH),CH=
CHs
HO

Zeaxanthine ou Zeaxanthol Kaempferol

Lutéine ou Xanthophylle ou Lutéol



Quercétine

» Données pharmacologiques

Les feuilles , en usage externe, sont rafraichissantes et sudorifiques. Elles contiennent
des agents pour la chimio-protection du cancer et offrent probablement des possibilités
intéressantes anticarcinogéniques. Elles ont également un effet anticlastogénique
(processus qui empéche des coupures dans les chromosomes) di a leurs propriétés

antioxydantes (Www.tropilab.com).

L’amande a montré une activité aphrodisiaque, elle peut probablement étre employée
dans le traitement de quelques formes d’insuffisances sexuelles. Cette amande est
¢galement employée par des sélectionneurs de poissons tropicaux d’aquarium pour les

maintenir sains, ceci grace a ses propriétés antibactériennes (Www.tropilab.com).

Dans la péninsule indochinoise (Burkill, 1985) son écorce riche en tanins et donc
astringente est utilisée en médecine buccale.

En Chine on attribue des vertus astringentes prononcées aux décoctions ou infusion
de fruits du mirobolan (Boullard, 2001).

L’exploration biochimique des feuilles de Terminalia catappa par Fofana, en 2004,

a révélé un pouvoir immunogene.

> Autres usages

Le Badamier est trés souvent planté comme espéce ornementale mais surtout pour
donner de ’ombre, ses feuilles et ses écorces, riches en tanins, servaient a la
fabrication de teinture noire et d’encre.

Le bois, dans 1’ouest du Pacifique, est utilis€ pour ses propriétés de dureté et de

durabilité. En Malaisie, il sert pour la construction de bateaux et de maisons. Dans



certaines iles, le bois est transformé en des articles résistants comme des chariots, des
roues et des poteaux. Les copeaux de bois trempés dans I’eau donnent une solution
jaune.

L’amande est comestible et a une saveur trés subtile se rapprochant beaucoup de
I’amande commerciale, a la différence que I’amande du Badamier peut étre mangée.
Méme I’huile extraite a partir de ces amandes séchées est également comestible et

utilisée pour la cuisson en Amérique du sud.

1.2- Kalanchoe crenata (Andr.) Haw.

» Systématigue

Reégne : Végétal
Sous-régne : Eucaryotes

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes ou  Spermatophytes

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales
Série : Caliciflores

Sous-série : Diplo-méristémones
Ordre : Rosales ou Saxifragales
Famille : Crassulaceae

Genre : Sempervivum
Sous-genre : Kalanchoe

Espece : crenata

> Noms vulgaires

On lui connait des noms dans certaines langues du Gabon ; en Puvi: Bukolo ; en
Punu et Nz¢bi : Madjoudjouga ; en Obamba et Téké : Landjouga.
Au Togo on I’appelle : Aoke.



» Description botanique

C’est une plante d’aspect caoutchouteux, succulente et persistante pouvant atteindre
1,5 m de haut environ. Les feuilles crénelées, sont opposées et lisses.
Les fleurs, de couleur jaune orangée, sont groupées et possédent quatre sépales et

quatre pétales réunies en tube érigé (Boullard, 2001).

Figure 4: Plants de Kalanchoe crenata

» Origine et répartition géographigue

Peu de détails sont connus en ce qui concerne les origines de cette espece de
Kalanchoe. C’est une plante trés répandue en Afrique tropicale. On la rencontre
¢galement en Afrique de I’Ouest, de I’Est, en Australie et dans une partie de I’ Asie.

Au Gabon, on la retrouve principalement dans des zones fraiches, humides et

moyennement ensoleillées. C’est une plante répandue dans tous le pays.



» Conditions culturales

La culture, facile, est de type tropicale. La reproduction se fait par semis ou
bouturage de tige ou de feuille. En fait, le semis est peu pratiqué en raison de la trés
petite taille de la graine.

Le bouturage des feuilles consiste a prélever une feuille saine, mature mais pas trop
agée, avec son pétiole, puis, apres cicatrisation pendant deux a trois jours, planter la
base du pétiole dans un mélange terreux légérement humide.

Cette espece a la facult¢ de produire de petites racines dans les échancrures des
feuilles aprés que celles-ci aient été détachées de la plante.

Les fleuristes provoquent ’apparition des boutons floraux en réduisant la durée du
jour a 8-10h, la plante étant maintenue dans le noir le reste du temps. La durée du jour

peut ensuite étre augmentée pour la floraison elle méme.

» Utilisations en médecine traditionnelle

La seve de feuilles réchauffée est communément utilisée dans le traitement des otites
(c’est une indication scientifiquement reconnue) (Boullard, 2001). Dans la médecine
traditionnelle Ghanéenne, les feuilles sont considérées comme purifiantes mais cette
propriété est mitigée.

La séve réchauffée des feuilles est également utilisée, au Gabon, contre les otites, le
rhume, les épistaxis et les douleurs oculaires.

Les feuilles, lorsqu’elles sont bouillies sont utilisées contre 1’asthme, et lorsqu’elles
sont macérées dans I’eau, servent a calmer les palpitations. Au Nigeria, leur infusion et
leur décoction sont utilisées comme sédatives le plus souvent dans 1’asthme (Burkill,
1985). Chez certains peuples nigérians, elles sont utilisées dans les incantations pour la
recherche du calme. Au Gabon, les femmes utilisent la décoction des feuilles pour
faciliter les accouchements.

Au Rwanda (Rwangabo, 1993), on les utilise pour soigner les coliques et maux de
ventre (Boullard, 2001).



La plante entiere, en décoction, est utilisée comme anthelminthique et les racines,
¢galement en décoction, sont utilisées par les femmes enceintes comme tonique.

Les racines fraiches sont prisées ou encore machées dans le traitement du rhume.

» Chimie

Dans le matériel végétal nigérian, on a retrouvé des traces d’alcaloides, avec une

forte présence dans les racines (Burkill, 1985).

» Données pharmacologiques

En Cote d’Ivoire, la séve des feuilles est utilisée comme antivomitif et comme
calmant contre les douleurs intercostales et intestinales. Les feuilles elles, sont utilisées
comme antihémorragiques.

En Tanzanie, la seve de feuilles est utilisée comme galactogogue sous forme de
boisson mais aussi comme antipaludique, tout comme les racines.

En République Démocratique du Congo ainsi qu’au Gabon, on utilise la seve de
feuilles comme cicatrisant pour les plaies, contre le rhume et les maladies oculaires et

auditives (Burkill, 1985).

> Autres usages

Au Gabon, les feuilles de Kalanchoe crenata sont consommées comme 1égume.

C’est une plante fréquemment plantée pour la beauté des fleurs qu’elle produit.



2- RAPPEL

2.1- LE SANG

Le sang est un liquide rouge visqueux et opaque qui circule dans les vaisseaux
sanguins (arteres et veines).
C’est le seul tissu liquide de ’organisme. A I’intérieur de ce liquide se trouvent en

suspension les éléments figurés baignant dans un liquide complexe : le plasma.

Le sang possede un gotit salé et métallique, d’une couleur rouge écarlate quand il est
riche en oxygéne (sang artériel), et d’une couleur rouge sombre quand il est dépourvu

en oxygene (sang veineux).

2.1.1- Le plasma

Le plasma, partie liquide du sang dans laquelle sont suspendues les cellules
sanguines, est composée d’eau a 90% ; cependant, c’est un liquide complexe qui
comprend un nombre important de substances organiques et inorganiques.

Les protéines sont les substances organiques les plus abondantes puisqu’elles
occupent 7 % du poids total du plasma. On distingue trois grands groupes de protéines
plasmatiques :

- les albumines ;
- les globulines ;
- le fibrinogene.
Les albumines forment le groupe le plus important.
Les protéines plasmatiques sont pour la plupart fabriquées par le foie, a I’exception

des immunoglobulines, qui, proviennent des tissus lymphoides.



2.1.2- Les éléments figurés du sang

Apres centrifugation, les éléments figurés vont se déposer au fond de 1’éprouvette
alors que le plasma, moins lourd, flotte a la surface. Ces éléments figurés sont :
- les globules blancs (leucocytes) qui participent a la défense de ’organisme et qui
comprennent les granulocytes ou polynucléaires, les monocytes et les lymphocytes ;
- les plaquettes intervenant dans la coagulation ;
- les globules rouges proprement dits (érythrocytes) dont la fonction est de transporter
I’oxygene.

Ces ¢léments figurés correspondent a 45 % environ du volume total du sang. Le reste

(55 %) est donc composé de plasma.

Figure 5: Globules rouges du sang circulant

(Www.leucémie-espoir.org)




2.1.3- Les éléments nécessaires a I’éryvthropoiése

Ces ¢léments sont des nutriments tels que des acides aminés, des glucides, des
lipides, mais aussi les facteurs de croissance indispensables que sont le fer, 1’acide
folique et la vitamine By,.

Le fer est un élément essentiel de la molécule d’hémoglobine car c’est sur lui que
I’oxygene se fixe.

Le fer de I"organisme qui n’est pas pris en charge par 1’hémoglobine existe sous
forme de réserve ou sous forme circulante. Dans les deux cas il n’est pas libre mais
fixé a une protéine. Les réserves en fer sont de deux types :

- une réserve rapidement accessible : la ferritine ;
- une réserve lentement disponible : I’hémosidérine.

Le fer circulant dans le plasma est fixé a la sidérophiline, €galement appelée
transferrine.

L’acide folique est une vitamine indispensable a la synthése des cellules de
I’érythropoiese. L’absorption de ’acide folique se fait le long de I’intestin gréle. Un
déficit en acide folique provoque une perturbation de la prolifération et de la
maturation des érythrocytes.

La vitamine B, est une molécule contenant du cobalt ; elle appartient au groupe des
cobalamines. Les besoins quotidiens sont faibles, de ’ordre de 1pg, et sont largement
couverts par 1’alimentation. La vitamine B, est mise en réserve dans le foie en grande
quantité. Un déficit en cette molécule entraine une insuffisance de prolifération et de

maturation des érythrocytes ; il s’agit d’'une anémie appelée anémie pernicieuse.



Structure chimique de ’héme
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2.1.4- Les fonctions du sang

Le sang posseéde plusieurs fonctions :
» Transport de 1’oxygéne et des nutriments (substances nutritives pouvant étre
assimilées directement par 1’organisme, sans avoir besoin de passer par le tube

digestif) en provenance des poumons et du systeme digestif ;

» Transport des déchets vers les poumons (gaz carbonique) et vers les reins

(déchets a base d’azote) ;

» Transport des hormones ;

» Protection (prévention de 1’hémorragie et de I’infection par le transport des

anticorps et des globules blancs) ;

» Régulation par le maintien de la température du corps en absorbant la chaleur,

mais également en répartissant cette chaleur dans tout I’organisme ;



» Régulation de I’acidité de tous les tissus ;

» Maintien d’une certaine quantité de liquide dans les vaisseaux, permettant une

tension artérielle suffisante pou irriguer I’ensemble des organes.

2.2- L’ANEMIE

2.2.1- Définition et épidémiologie

L’anémie est définie comme la diminution du taux de I’hémoglobine par unité de
volume de sang au dessous des valeurs physiologiques. On parle d’anémie au dessous
de:

- 13 g d’hémoglobine pour 100 mL de sang chez I’homme adulte ;
- 12 g d’hémoglobine pour 100 mL de sang chez la femme et I’enfant ;
- 14 g d’hémoglobine pour 100 mL de sang chez le nouveau-né.

Les globules rouges sont mesurés sur trois valeurs de I’hémogramme (prélevement de
sang sur anticoagulant comportant deux types d’analyses distinctes: [’analyse
quantitative des globules rouges, des leucocytes et des plaquettes et I’examen
morphologique des cellules) : leur nombre, le taux d’hémoglobine et I’hématocrite. Ce
qui est important pour I’organisme, ce n’est pas le nombre de globules rouges, mais la
quantité d’oxygene qu’ils transportent et par conséquent le taux d’hémoglobine par

unité de volume.

I1 existe des fausses anémies par hémodilution répertoriées dans quatre cas :
- la grossesse, a partir du 2° trimestre ;
- les splénomégalies volumineuses ;
- certaines immunoglobulines monoclonales ;

- Dinsuffisance cardiaque.



L’anémie est la modification la plus fréquente en pathologie. Elle représente environ

la moitié des anomalies constatées sur un hémogramme.

2.2.2- Physiopathologie

La baisse du taux d’hémoglobine peut résulter de deux mécanismes fondamentaux,
une augmentation des pertes a laquelle une augmentation compensatrice de la
production médullaire ne parvient pas a faire face ou une diminution de la production
médullaire.

Dans le premier cas, les réticulocytes augmentent, t¢émoignant de 1’effort de la moelle
qui tend a compenser 1’exces de perte, mais cette augmentation est légérement retardée
par rapport au début de I’anémie.

Dans le deuxiéme cas, la baisse du taux des réticulocytes est le primum movens de
I’anémie et elle précede la baisse du taux d’hémoglobine.

On qualifie souvent les anémies du premier groupe d’ « anémies régénératives », et

celles du deuxieme groupe d’ « anémies arégénératives ».

2.2.3- Symptomatologie

Les manifestations cliniques de I’anémie, quelle qu’en soit 1’étiologie, dépendent
essentiellement de la diminution de la capacité du sang a transporter I’oxygene, ce qui
entralne une hypoxie cellulaire, et de 1’augmentation compensatrice du débit

cardiaque.

Péleur : habituellement nette si le taux d’hémoglobine est inférieur a 9 g/dL ; la paleur

est surtout visible a la conjonctive palpébrale, aux I€vres et aux ongles.

Symptomes subjectifs : faiblesse, vertiges, céphalées, bourdonnements d’oreilles,

sensation de mouches volantes, tendances aux syncopes, parfois irritabilit¢ ou

somnolence.



Dyspnée et Tachycardie (« cceur anémique ») : dans les anémies 1égeres, 1’¢lévation du

debit cardiaque et du volume d’¢éjection systolique peut étre suffisant pour compenser
au repos la diminution de la capacité du sang a transporter I’oxygene, mais a I’effort le
patient a des palpitations, une tachycardie dite « d’effort » et une dyspnée. Pour des
efforts de moins en moins marqués 1’asthénie est nette.

Dans les anémies graves, on observe une dilatation ventriculaire et des signes
d’insuffisances cardiaques avec dilatation du cceur. L’¢lévation du débit cardiaque
survient lorsque le taux d’hémoglobine est < 7 g/dL . Cela se traduit par une polypnée
permanente avec tachycardie, et a I’auscultation ou des gros vaisseaux un soufflement
systolique anorganique, voire, plus tardivement des cedémes des membres inférieurs

ainsi que des signes d’anoxie cérébrale et autres symptomes subjectifs.

Troubles digestifs : anorexie et vomissement, diarrhées.

Aménorrhée chez la femme et impuissance chez ’homme.

Fiévre peu ¢élevée et augmentation du métabolisme basal.

Icteres et Splénomégalie dans certains types d’anémie

.B : Dans les cas extrémes le patient pourrait tomber dans ce qu’on appelle « le coma

anémique ».



2.2.4- Diagnostic des anémies

Tableau 1 : Diagnostic des anémies (Fattorusso V. et Coll., 2004)

Volume Concentration | ETIOLOGIE | EXAMENS DE
globulaire globulaire LABORATOIRE
moyen (VGM) | moyenne en
hémoglobine
Anémie Inférieur a 82 f1 | Inférieure a Anémie Fer sérique diminué
microcytaire 32% ferriprive Capacité totale de fixation
hypochrome du fer augmenté
Réticulocytes diminués
Thalassémies Hémoglobine F, A2, H, S
Réticulocytes augmentée
Anémie Sidéroblastes dans le sang
sidéroblastiques | Fer sérique augmenté
(peuvent étre Résist. globul. augmenté
normocytaires)
Anémie Entre 82 et 98 fl | Entre 32 et Hémorragie Hyperplasie médullaire
normocytaire 36 % récente Réticulocytes augmentés
normochrome Anémies Test de Coombs +
hémolytiques Réticulocytes augmentés
auto-immunes | Hyperbilirubinémie
indirecte
Anémies dans Fer sérique diminué
les maladies Capacité de fixation du fer
chroniques diminuée
Anémie Leucopénie
aplastique Moelle osseuse pauvre
Anémie Supérieur a Supérieur a Déficit en Sang : mégalocytes
macrocytaire | 98 fl 36 % vitamine B12 Moelle : mégaloblastes
normochrome Test de Schilling positif

Déficit en acide
folique

Folates érythrocytaires
diminués




2.2.5- Traitement général

Selon le type d’anémie, le traitement doit étre spécifique et I’effet obtenu permet
souvent de confirmer le diagnostic. Dans 1’anémie pernicieuse, le traitement est

poursuivi durant toute la vie.

Note : Dans le diagnostic des anémies, D’erreur la plus fréquente consiste a en

méconnaitre la cause.

Le principe du traitement d’une anémie est celui du traitement de son étiologie.

Il faut se rappeler que les médicaments antianémiques d’usage courant (fer, acide
folique et vitamine B;,) n’ont d’efficacité que lorsqu’il existe un déficit correspondant.

Contrairement a ce que suggerent de nombreuses publicités médicales, il n’existe
aucun médicament antianémique « tous azimuts ».

La stimulation de 1’érythropoi¢se par la corticothérapie releve par ailleurs de cas
particuliers et d’un domaine spécialisé. L’indication de la vitamine Bg reléve
¢galement de cas fort rares du domaine du spécialiste. Quant a I’érythropoiétine
recombinante, elle n’est & coup str indiquée que dans I’anémie sévere de 1’insuffisant
rénal chronique et dans I’anémie induite par des chimiothérapies avec un sel de

platine.



Tableau 2: Indications des médicaments anémiques (Bernard J. et Coll., 1996)

Médicaments

Indications

Doses

Sels de fer per 0s

Anémies  par
martiale prouvée

carence

100 a 200 mg de fer métal/jour (le
nombre de comprimé dépend de la
teneur en fer du sel utilisé¢). Durée : 4
mois

Fer injectable Grandes malabsorptions Cf.: Indications données par le
Dialysés rénaux laboratoire
Exceptionnellement
sidéropénie carentielle
résistante au fer per os

Vitamines B, per 0s Pas  d’indication  sauf
exceptionnelle en  cas
d’apport

Vitamines B, per os + | Pas d’indication

facteur intrinséque

animal

Vitamines B, IM Exclusivement : anémie | Hydroxocobalamine : 1000
par carence prouvée en | ug/injection; 6injections suffisent a
vitamines B, remplir les réserves, puis 1

injection/mois

Cyanocobalamine : 1000 pg/injection
tous les 2 jours jusqu’a 10 ou 12 puis 1
injection/mois

Acide folique per 0s Exclusivement carence | Spéciafoldine 5 a 15 mg/jour (1 cp.
prouvée en acide folique Contient 5 mg)

Acide folinique Pas d’indication sauf | Variable selon les indications
malabsorption et
neutralisation d’un
traitement antifolique

Prednisone Anémies hémolytiques auto- | 1,5 a 2 mg/kg jour, puis doses
immunes et certaines | dégressives. Indication du spécialiste
¢rythroblastopénies

Androgenes Exclusivement insuffisances | 2 mg/kg jour. Indication du spécialiste
médullaires quantitatives
graves

Erythropoiétine - Anémie de l’insuffisance | Indication du spécialiste

recombinante rénale

- Anémie des cancers traités
par cisplatine




Dans certaines situations d’urgence ou 1’anémie est symptomatique, voire profonde,
une transfusion sanguine est réalisée.

Pour cela on utilise des concentrés globulaires issus des dons de sang. Ils sont
perfusés a I’anémique en respectant la compatibilit¢ des groupes et phénotypes
sanguins et du Rhésus.

Les anémies inexpliquées exigent un examen clinique et radiologique approfondi.

2.2.6- Classification des anémies

I1 existe plusieurs types d’anémies :

2.2.6.1- Anémies par carence martiale ou « ferriprives » de ’adulte

La carence martiale est la 1°° cause des anémies de 1’adule, et les anémies par

carence martiale sont, dans tous les pays et sous toutes les latitudes, les plus fréquentes
des anémies. (Bernard J. et Coll., 2001)

C’est une anémie chronique caractérisée par des hématies petites et pales (anémie
microcytaire hypochrome) due a un déficit en fer nécessaire a la synthése de

I’hémoglobine.

2.2.6.2- Les anémies inflammatoires

Les anémies inflammatoires sont les plus fréquentes des anémies, apreés les anémies

par carence martiale. Elles sont particulierement fréquentes en milieu hospitalier.

2.2.6.3- Les anémies aigués hémorragiques

Une confusion est fréquemment faite entre « anémie par hémorragie chronique »
et « anémie aigu€ hémorragique ». Les premicres sont dues a des hémorragies
répétées, mais minimes par elles-mémes, qui ne modifient pas sensiblement la

masse sanguine, elles sont liées a la perte de fer. Elles réalisent donc un tableau



d’anémie microcytaire arégénérative. A I’inverse, les anémies aigués
hémorragiques correspondent a des saignements importants et forcement limités
dans le temps, entralnant une perte de masse globulaire et par conséquent une

anémie immédiate.

2.2.6.4- Anémies mégaloblastiques

C’est un groupe d’anémies macrocytaires et mégaloblastiques dues a un déficit en

vitamine B, ou en acide folique, exceptionnellement a d’autres causes.

2.2.6.5- Les anémies hémolytiques

Les anémies hémolytiques ont des mécanismes tres divers et des étiologies tres
nombreuses. Une fois affirmé le diagnostic d’hyperhémolyse, et apres avoir €carté les
causes les plus fréquentes, un avis spécialisé est le plus souvent nécessaire. Parmi les
anémies hémolytiques majeures, on peut citer les hémolyses bactériennes et

parasitaires, et les hémoglobinopathies.

2.2.6.5.1- Les hémolyses bactériennes et parasitaires

Les hémolyses bactériennes ¢taient surtout fréquentes au cours de la septicémie a
Clostridium perfringens avec un tableau d’hémolyse aigué intravasculaire
accompagnant la septicémie. Elles s’observent parfois aussi dans d’autres infections
postabortum, et beaucoup plus rarement, dans d’autres septicémies : a colibacilles ou a

streptocoques hémolytiques.

Les hémolyses parasitaires s’observent au cours du paludisme et des bartonelloses.
L’hémolyse palustre, fréquente, survient dans un contexte fébrile souvent fébrile
souvent associée a une neutropénie, une monocytose et une thrombopénie. La
réticulocytose peut étre basse, le Plasmodium détruisant principalement les

réticulocytes. Le diagnostic repose sur la mise en évidence du parasite.



2.2.6.5.2- Anémies hémolytiques dues aux hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies sont des maladies du sang dues a une anomalie de
I’hémoglobine dont les plus fréquentes sont les thalassémies et la drépanocytose. La
thalassémie est due a un déficit de syntheése de 1’hémoglobine (hémoglobinopathie
quantitative), tandis que la drépanocytose résulte d’un changement dans la structure de
I’hémoglobine (hémoglobinopathie qualitative).

Certains individus sont porteurs d’une anomalie de 1’hémoglobine. Ils ne sont pas
malades mais peuvent transmettre cette anomalie a leurs descendants (hétérozygotes).
Les personnes homozygotes ou doubles hétérozygotes sont malades et ont une anémie
hémolytique plus ou moins sévére. On parle de thalassémie sévere et de syndrome

drépanocytaire.



2.2.7- Quelques plantes utilisées dans le traitement traditionnel de ’anémie

Tableau 3: Plantes utilisées dans le traitement traditionnel de DP’anémie

(Adjanohoun E. et Coll., 1985)

Noms scientifiques et Famille Partie utilisée Extrait utilisé

Acridocarpus congolensis Racines Décocté

Sprague (Malpighiaceae)

Bougainvillea glabra Choisy Fleurs Décocté

(Nyctaginaceae)

Bridelia ferruginea Benth. Racines et Ecorces de | Décocté
(Euphorbiaceae) tronc
Erigeron floribundus (Kunth) | Feuilles Décocté

Schults-Bip. (Asteraceae)

Fagara zanthoxyloides Lam. Ecorces de racines Décocté
(Rutaceae)
Hymenocardia acida Tul. Ecorces de racines fraiches | Décocté

(Euphorbiaceae)

Mitragyna stipulosa (D.C.) O. Ecorces de la tige fraiche | Décocté

Kuntze (Rubiaceae)

Parinari capensis Harv. Racines fraiches Décocté

(Chrysabalanaceae)

Syzigium brazzavillense Aubr. et | Ecorces de tiges Décocté

Pellegr. (Myrtaceae)




2.3- LES ANTIOXYDANTS

2.3.1- Généralités

Les étres vivants aérobies ont besoin de I’oxygene dans leur environnement pour se
développer et pour vivre. En effet, ces derniers utilisent le haut niveau énergétique de
I’oxygene moléculaire pour oxyder des substances comme les hydrates de carbone, les
protéines, les graisses et produire essentiellement du dioxyde de carbone (CO,), de
I’eau et de 1’énergie nécessaire au processus de la vie. Le métabolisme des composés
endogenes et exogenes par les enzymes telles que les monoamines-oxydases ou les
mono-oxygénases nécessite 1’utilisation de 1’oxygene (Cavin, 1999).

En thérapeutique, I’oxygeéne est utilis¢é en inhalation contre 1’anoxie cellulaire ou
globale, les hémorragies ainsi que dans de nombreuses affections pulmonaires, les
embolies gazeuses des plongeurs, etc...

Cependant, I’oxygeéne peut étre €également une source d’agression pour tous les étres
vivants. Sous ’action des rayons UV, des radiations ionisantes, des métaux de
transition ou au cours de diverses réactions enzymatiques, 1’oxygeéne peut fournir des
formes hautement réactives telles que 1’anion superoxyde (O;), ’oxygeéne singulet
('0,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), les peroxydes alkyles (ROOH) et les radicaux
hydroxyles (OH), peroxydes (ROO), et alcoyles (RO) qui sont a I’origine de la
peroxydation des lipides membranaires, au niveau du poumon, du systéme nerveux
central et de la rétine (Allain, 1996). On leur donne le nom d’Espéces Réactives de
I’Oxygéene (ERO).

Sur le systéme nerveux, la toxicité de I’oxygene se traduit par des troubles visuels,
des contractions musculaires, des convulsions (Allain, 1996).

Dans les conditions normales la production des radicaux libres est controlée par
I’organisme par un phénomene appelé homéostasie. L homéostasie est 1’établissement
d’un équilibre fragile entre la formation de substances pro-oxydantes et leur

¢limination (action des antioxydants). Lorsque cet équilibre est rompu en faveur de la



production des pro-oxydants, 1’organisme endure un stress oxydant de telle sorte que
les cellules ne peuvent plus éliminer leur surproduction (Pincemail et al., 2002).

Les ERO sont utilisées par les cellules phagocytaires de 1’organisme (macrophages)
pour combattre les agents infectieux (bactéries, virus). Cependant, cette utilisation
avantageuse des ERO ne va pas sans conséquences car elles ont la capacité d’agir sur
les structures biologiques des cellules (protéines, lipides, ADN). En effet, des études
¢pidémiologiques et cliniques ont suggéré le role de ces ERO dans le développement
de nombreux processus pathologiques: maladie de Parkinson, asthme, arthrite,
mongolisme, neuro-dégénérescence telle que la maladie d’Alzheimer, athérosclérose
(Pincemail et al., 2002) ou encore la trisomie 21, le cancer de peau non mélanome et

mélanome (Chevalley, 2000).

2.3.2- Quelques définitions

> Radical libre :

On appelle radical libre, toute espece moléculaire indépendante contenant un ou
plusieurs électrons non appariés. Le terme radical a été le plus souvent assimilé a une
espece réactive ou a un oxydant mais tous les radicaux libres ne sont pas des oxydants
et tous les oxydants ne sont pas des radicaux libres. Les radicaux libres sont considérés
comme des armes a double tranchant. En effet, ils protégent notre organisme contre les
microorganismes et les cellules tumorales mais sont aussi a 1’origine de 1’altération et
de I'usure des tissus (Allain, 1996). IIs constituent une cible privilégiée pour

I’amélioration des thérapies a différents stades pathologiques.

> Antioxydant :

On nomme antioxydant, toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle d’un substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére
significative 1’oxydation de ce substrat. Le terme de substrat oxydable inclut toutes

sortes de molécules in vivo. Lorsque des especes réactives de 1’oxygene sont produites



in vivo, de nombreux antioxydants interviennent. Ce sont principalement des
enzymes : la super oxydase dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPO), la
catalase et aussi des molécules de faible masse moléculaire comme le tripeptide

glutathion ou I’acide urique (Cavin, 1999).

> Le stress oxydant

En situation physiologique il y a un équilibre parfait entre la production d’especes
réactives de I’oxygene et les systemes de défenses antioxydantes. On parlera de stress
oxydant lorsqu’il y a un déséquilibre profond entre antioxydants et pro-oxydants en
faveur de ces derniers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles (Pincemail

et al, 1999).

2.3.3- Origines des radicaux libres

La pollution de I’environnement ( automobiles, industries ) génere les especes
réactives de I’oxygene.
Le tabac : une bouffée de cigarette contient environ 10'* radicaux et aussi des
traces d’ions métalliques pouvant réagir avec le peroxyde d’hydrogéne.

La vitamine C: considérée comme un antioxydant, elle peut dans certaines

conditions, étre a I’origine des radicaux libres (notamment en présence de peroxyde

d’hydrogene) (Chevalley, 2000).

2.3.4- Dommages liés aux radicaux libres

Les radicaux libres sont caractérisé€s par leur grande réactivité chimique et leur courte
durée de vie (Allain, 1996).

De part leur nature instable les radicaux libres (ERO ) sont toxiques et interagissent
avec toute une série de substrats biologiques importants. Des dénaturations de
protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation de glucose, des cassures au

niveau de I’ADN avec possibilit¢ de mutation et des processus de peroxydation



lipidique peuvent alors apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles pour la
cellule (Pincemail et al., 2002). C’est ainsi que certains radicaux libres semblent jouer
un role dans les phénomenes de vieillissement, qui pourraient étre la conséquence des

dommages oxydants irréversibles accumulés tout au long de 1’existence.

2.3.5- Intérét des antioxydants

L’intérét porté aux antioxydants est grandissant surtout ceux d’origine naturelle. Les
antioxydants agissent de diverses manicres. Leur action inclut le captage de I’oxygéne
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente ou leur
réduction, la complexation d’ions et de métaux de transition (Cavin, 1999). En
situation physiologique, ces systémes antioxydants ont la capacit¢ de réguler la

production des ERO (Pincemail et al, 2002).

> Les différents Types

Il existe deux catégories d’antioxydants : les antioxydants naturels et les autres
substances a propriétés antioxydantes. On les regroupe en antioxydants de type I ou II

selon leur mécanisme d’action.

- Antioxydants de Type [

Les antioxydants de type I sont des substances qui vont interrompre la chaine de
propagation dans le processus de formation des peroxydes en leur cédant un

hydrogéne. Ils sont appelés « Phagocytes de radical libre ».

Exemples :

Le gallate de propyle, le tocophérol (Vit E) et le terbutyl hydroxy-anisol (BHA).



- Antioxydants de Type 11

Ils empéchent ou diminuent la formation des radicaux libres. Ils sont appelés aussi les
séquestrants de métaux. Ils précipitent les métaux en inhibant leur réactivité par

occupation de tous les sites de coordinations.

Exemple : Acide citrique, Cystine

2.3.6- Sources

En plus des substances propres a 1’organisme, les médicaments, I’alimentation et les

plantes sont des sources potentielles d’antioxydants (Cavin, 1999).

» Meédicaments

Comme médicaments a propriété antioxydante, nous pouvons citer: les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), les antihyperlipoprotéiniques et les

antihypertenseurs. Citons quelques exemples :

=  Probucol ® (Lurselle)

Ce produit diminue non seulement le taux de cholestérol dans le sang mais aussi
supprime 1’oxydation des lipoprotéines de faible densit¢ (LDL) et prévient ainsi

I’arthérogénese (Cavin, 1999).

= N- Aceétyl- Cystéine
I1 a un important intérét dans les affections des poumons dues a des espéces réactives
de I’oxygene. C’est un précurseur du glutathion. Tripeptide composé de Cystéine,
d’acide glutamique et de glycine, le glutathion est le transporteur d’hydrogéne dans

I’organisme.



= [ ’hydrazaline, le captopril, le terazosin

Ce sont des médicaments utilisés contre I’hypertension artérielle, reconnus pour la

production d’enzymes antioxydantes dans certaines conditions (Cyberscience.com).

> Antioxydants naturels

Leur intérét ne cesse de croitre, de plus en plus de publications sur leur compte sont
retrouvés dans les revues scientifiques. Elles sont présentes dans toutes les parties des
plantes supérieures. Ce sont pour la plupart des composés phénoliques (c’est-a-dire des
compos€s possédant un noyau aromatique contenant un ou plusieurs constituants
hydroxyles), incluant différents groupes fonctionnels dérivés (esters, glycosisdique) ;
on les retrouve dans les plantes alimentaires et ils sont consommés par un grand

nombre d’individus (Bossokpi, 2002).

=  Alimentation

Certaines substances que nous rencontrons dans notre alimentation de tous les jours

possedent aussi des propriétés antioxydantes.

- Tocophérol (vitamine E)

Vitamine de la reproduction, c’est le principal agent antioxydant membranaire ; elle
prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo par capture des radicaux
peroxyles. On les rencontre dans les fruits et Iégumes a feuilles vertes, le lait et les
graines, les noix, les ceufs et les amandes ainsi que dans les huiles végétales telles que
I’huile de palme, de mais, de soja, de charbon, d’olives préssées a fond et de tournesol

(Cavin,1999).



HO

Vitamine E

- Acide ascorbique (vitamine C)

Substance a propriétés antiasthéniques, I’acide ascorbique est aussi un puissant
réducteur ; il intervient dans la régénération de la vitamine E (Mireille, 2001).

Dans le tube digestif, elle manifeste un effet antioxydant en empéchant 1’oxydation
des  nitrates en  nitrites et nitrosamides (composés  cancérigenes)

(www.esculape.com/textes/antioxydant.html, 30/11/2003).

La vitamine C est aussi probablement la plus effective et la moins toxique de tous les
antioxydants solubles dans I’eau identifiée dans le systéme des mammiféres (Levine,
1986 ; Frei et coll., 1988). Légumes, persil, agrumes et bien d’autres fruits en sont
particuliérement riches (Bossokpi, 2002). Les concentrations de la vitamine C dans les

lentilles sont plus élevées que dans le plasma (Taylor et coll., 1991).
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Vitamine C ou Acide ascorbique

- Sélénium

Le sélénium est un oligoélément qui ne possede pas d’activité antioxydante
proprement dite. Il est toutefois considéré comme tel puisqu’il participe a la
constitution et a la régulation de la glutathion peroxydase, enzyme qui participe a la

destruction des peroxydes lipidiques (Pincemail et al, 1999).



Jadis connu comme toxique, les effets bénéfiques du sélénium sur 1’organisme ne
sont connus que depuis un quart de siecle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb,
mercure) et prévient le vieillissement. Il aurait aussi une action préventive sur certains
cancers ( Diallo, 2005). Il a été montré qu’un apport de 200 ug faisait baisser de

moitié le risque du cancer de la prostate (Aouissa, 2002).

On le retrouve dans la viande, le poisson et les céréales.

- B-caroténe

I1 sert de précurseur a la vitamine A. Il est capable de réagir avec 1’oxygene singulet
et empéche ainsi I’oxydation des constituants biologiques. Il est présent dans
Amarindus viridis L. (épinard vert), Lactuca sativa L. (laitue cultivée), Daucus carota
L. (carotte), Prunus armeniaca L. (abricot), Capsicum annuum L. (poivron), Carica

papaya L. (papayer), Brassica oleracea L. (chou), Mangifera indica L. (manguier).

X X XY XYY

B- caroténe

=  Plantes

Les plantes sont sources de nombreux composés a propriétés antioxydantes. Peuvent
étre cités entre autres composés les tanins, les flavonoides, les coumarines, les

caroténoides.

- Les tanins

Les tanins sont des composés présentant des propriétés antioxydantes significatives.

Deux grands groupes peuvent étre distincts :



- Les tanins hydrosolubles : des esters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un

nombre variable de molécules d’acide phénol.

Exemple : I’acide gallique

COOH
HO OH
OH
Acide gallique

- Les tanins condensés ou proanthocyanidols : polymeres flavaniques constitués
d’unités de flavan-3-ols. Ils ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes

végétaux, Gymnospermes et Fougeres y compris (Bruneton., 1993).
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Gallate d'épigalocatéchine Flavon-ol

- Les caroténoides

Constituants membranaires des chloroplastes, ils forment un groupe de pigments
liposolubles contribuant a la coloration jaune, orange ou rouge des fruits et des
légumes. Ils sont trés souvent retrouvés dans les plantes alimentaires telles que la
tomate (Solanum lycopersicum L.), la carotte (Daucus carota L.), le melon (Cucumis

melo L. subsp. melo) et I’épinard (Spinacia oleracea L. ).



Les caroténoides réagissent avec 1’oxygeéne singulet, les radicaux peroxydes et

alkoyles, en capturant les radicaux libres. Exemple : le B-caroténe

- Les lignanes

Les lignanes les plus étudiés du point de vue de leurs activités antioxydantes sont les
dérivés bifuranyles des graines de sésame (Sesamum indicum DC, Pediliaceae). La
forte résistance a la détérioration oxydative de 1’huile de sésame a suscité depuis
plusieurs années de nombreuses recherches sur les graines de sésame. Les lignanes
diarylfuranofuraniques tels que le sésaminol, ont montré des propriétés antioxydantes

expliquant ainsi la stabilité de cette huile. Exemples : la sésamine et le sésaminol

O
>
O
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- Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de métabolites tres répandu dans les plantes.
Ils se trouvent presque dans toutes les parties de la plante, a différentes concentrations
ou ils jouent un role déterminé dans le systeme de défense comme antioxydants. Ces
composés sont intéressants dans le domaine médical car associ¢ a de nombreuses
activités biologiques telles que anti-inflammatoires, antihépatotoxiques, antitumorales,
antihypertensives, antithrombiques, antibactériennes, antivirales, antiallergiques et
antioxydantes. Les relations structures-activités des flavonoides et des autres composés
phénoliques ont démontré que 1’activité était déterminée par la position et le degré

d’hydroxylation. Exemples : I’eucalyptine ou encore la morine



OH O Eucalyptine Morine

- Les coumarines

Les coumarines ont la capacité de prévenir la peroxydation des lipides membranaires
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ces composés agissent
comme les flavonoides.

Exemple : I’esculoside
HO e} F

OH OH

Esculoside

- Les stilbénoides

Ce sont des composés phénoliques possédant deux noyaux benzéniques séparés par un
pont éthane ou éthéne. Présents dans de nombreuses familles de végétaux supérieurs,

ils sont souvent antifongiques et antimicrobiens. Exemple : la pinosylvine

HO\O

OH  Pinosylvine



- Les xanthones

Les xanthones sont des substances phénoliques reconnues pour leur activité
antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout 1’inhibition de la monoamine-oxydase.

Exemple : la manguiférine.

HO I l l OH
HO O-Glc
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Manguiférine

2.3.7- Effets des antioxvdants sur certaines pathologies

> Le stress oxydatif et les antioxydants en relation avec le risque de cataracte

La cataracte est un disfonctionnement des lentilles dii & une opacification, elle est
I’une des causes majeures de cécité de par le monde.

Les jeunes lentilles ont une réserve en antioxydants et en enzymes antioxydantes qui
peuvent prévenir les dommages.

Le stress environnemental tel que le tabac et ’exposition excessive a la lumicre
entraine une déplétion en antioxydants et ainsi donc rehausse le risque de cataracte.
Des ¢tudes ont montré que I’absorption des ascorbates, les caroténoides et tocophérol
aussi bien que la consommation de Iégumes et fruits peuvent étre les moins coliteux et

les plus réalisables de fagon a retarder la cataracte (Chétima,2003).

> Les antioxydants et la prévention du cancer

L’intérét des antioxydants dans la prévention du cancer concerne surtout les cancers

dus au tabac tel que le cancer du poumon.



Une étude a montré que la consommation des fruits et 1égumes, sources premicres de
B-caroténe, vitamine E, et autres antioxydants tel que le glutathion est inversement
associée au risque de cancer du poumon chez les hommes et les femmes de différents
pays, chez les fumeurs, les ex-fumeurs et ceux qui n’ont jamais fumé (Block et

col.,1992 ; Ziegler et col., 1996).

> Les antioxydants et la prévention du diabéte

Des études in vivo et in vitro ont montré que les radicaux réactifs contribuent a la
destruction des cellules pancréatiques dans le diabéte insulinodépendant (Rabinovitch
et col., 1982).

La raison de cette sensibilité des cellules pancréatiques aux radicaux pourrait étre une
déficience des cellules en défense (Grankvitst et coll., 1981 ; Malaisse et coll.,1982) .
Ces radicaux sont responsables de la perturbation de la production en insuline par les
cellules  du pancréas.

L’acide dihydrolipoique qui est un antioxydant, exerce une considérable action par

I’inhibition partielle de I’inflammation et par une suppression incompléte du diabéte.

> Les antioxydants et ’anémie

Fournier et coll. en 1993 ont rapporté que les radicaux libres dérivés de 1’oxygéne
provoquent dans les lipides et les phospholipides membranaires une réaction
radicalaire en chaine avec péroxydation des lipides.

En présence d’oxygene, apparait un radical péroxy (ROO’) qui se transforme en
hydropéroxyde lipidique instable puis forme par rupture spontanée un radical hydroxyl
(OH’) et un radical alcoxy (RO"). Il apparait aussi lors de la péroxydation lipidique, de
I’oxygene sous la forme excitée qui réagit spontanément et vigoureusement avec les
structures biologiques stables.

Toutes ces réactions entrainent la perte de 1’intégrité membranaire et des hémolyses

dans le cas des globules rouges.



Les antioxydants qui posseédent la capacité de piéger les radicaux libres jouent donc
un réle bénéfique pour la protection de I'intégrité¢ de la cellule et en particulier de la

membrane.

2.3.8- Méthodes d’études des antioxydants

2.3.8.1- Test mesurant Pactivité antioxydante contre le lysosome

Principe : Ce test consiste en la détection de I’activité antioxydante d’une substance

par oxydation des lysosomes par le 2, 2’-azobis, 2-amidinopropane (Amadou, 2004).

2.3.8.2- Réduction du radical 1.1°-diphényl-2-picryvlhvdrazyle (DPPH)

Test sur CCM : 11 consiste a déposer les produits a tester sur des plaques de CCM en

aluminium recouvertes de gel de silice GF,s4 et a les développer dans des systémes de
solvants appropriés. Apres séchage, les plaques sont révélées avec une solution
méthanolique de DPPH a 2 mg/mL. Les activités antiradicalaires apparaissent sous

forme de spots de couleur jaune-blanc sur fond violet (Cavin, 1999).

2.3.8.3- Test mesurant I’activité antioxydante au moven des caroténoides

Test sur CCM

Les plaques CCM sont préparées de la méme maniere que pour le test du DPPH, puis
giclées avec une solution chloroformique a 0,5 mg/mL de B - caroténe. La plaque
CCM est ensuite exposée sous une lampe UV a 254 nm jusqu’a décoloration de la
plaque. Les zones antioxydantes apparaissent en jaune sur fond blanc. Il faut faire
particuliérement attention aux substances déja colorées en jaune, car elles peuvent

donner de faux positifs (Cavin, 1999).



2.3.9- Quelques plantes a activité antioxydante

Tableau 4 : Plantes a activité antioxydante

Familles & Noms scientifiques

Parties utilisées

Références

Anacardiaceae

Lannea velutina Rich

Araliaceae

Cussonia barteri Seenm

Capparidaceae

Maerua angolensis DC.
Cesalpiniaceae

Cassia nigricans Vahl.
Combretaceae

Combretum glutinosum Perr. ex DC.
Guiera senegalensis J.F. Gmel.
Ebenaceae

Diospyros abyssinica (Hiern) F. White
Hypericaceae

Psorospermum guineense Hochr
Leguminoseae

Burkea africana Hook.

Mimosaceae

Entada africana Guill. et Perr

Feuilles, écorces (des

racines et tronc)

Racines

Feuilles, fruits, écorces
Parties aériennes

Ecorces du tronc, écorces
des racines

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Ecorces du tronc

Racines

Bathily, 2001

Diallo, 2000

Fotsing, 2005

Mogode, 2005

Souley Amadou, 2005

Diallo, 2000

Bathily, 2001

Diallo, 2002

Keita, 2002




2.4- Le complément

2.4.1- Définition

Le complément est un systeme auxiliaire de I’immunité en particulier de la réponse
humorale et de la réponse innée. Le complément comprend un ensemble d’environ 30
protéines plasmatiques et parfois membranaires synthétisées essentiellement par le foie
et les macrophages et qui peuvent étre activées par des cascades protéolytiques. Il

existe 3 voies de déclenchement de la cascade du complément :

2.4.2- Les différentes voies d’activation du complément

1) La voie classique : Elle est déclenchée par les anticorps. Le complément (C1 a

C9) associé aux anticorps est capable de tuer les cellules portant des antigénes viraux

et méme inactiver des virus enveloppés en absence d’anticorps spécifiques.

2) Lavoie alterne : Elle est déclenchée par des substances bactériennes en absence

d’anticorps.

3) La voie dépendante des lectines qui reconnaissent certains polysaccharides

bactériens.
Ces deux dernieres voies sont mises en jeu dans la réponse innée.

Les phases initiales de la cascade du complément sont différentes selon la voie utilisée
mais conduisent toutes a I’activation de la fraction C3 qui elle-méme active C5. Dans
la voie alterne la fraction C3 est directement activée par liaison covalente a des
composants structuraux propres aux bactéries. Dans la voie classique ou la voie des
lectines les fractions C4 et C2 sont d’abord activées, permettant le recrutement de C3.

Dans la voie des lectines, la fraction C4 est activée apres que des protéines affines



pour les sucres (les lectines) et présentes dans le plasma ont rencontré des
polysaccharides bactériens tels que le lipopolysaccharide (LPS). Les phases terminales
communes utilisent les fractions C6, C7, C8, C9. La moiti¢ des protéines du
complément servent a réguler 1’action des facteurs C1-C9 essentiellement afin d’éviter

I’emballement du systéme et de protéger nos propres cellules contre le complément.

2.4.3- Fonctions du complément

Trois grandes fonctions sont attribuables au complément : 1’opsonisation,

I’inflammation et la lyse.

- L’opsonisation. Le fragment C3 du complément vient s’attacher de facon
covalente a la surface des bactéries (de facon dépendante des anticorps dans la voie
classique ou indépendante des anticorps dans la voie alterne). Les bactéries ainsi
recouvertes de C3 sont phagocytées plus efficacement par les macrophages

(implications de récepteur au complément)

- L’inflammation. Les fragments C5 (ou anaphylatoxines) se fixent a des
récepteurs au complément présents sur les mastocytes et les neutrophiles. Dans le
premier cas, cela conduit a la dégranulation des mastocytes (c’est a dire le relachement
du contenu des granules des mastocytes dans le compartiment extracellulaire). Ces
granules contiennent eux-mémes des molécules pro-inflammatoires telles que
I’histamine. Dans le second cas, on a un chimiotactisme (c’est a dire une attraction)

des neutrophiles vers le foyer infectieux.

- La lyse. Les fragments C6-C9 forment le complexe d’attaque membranaire (MAC) qui
perfore la paroi et la membrane de bactéries. Ce mode d’action du complément ne nécessite

pas I’implication des récepteurs au complément.






1- METHODOLOGIE

1.1- LIEUX D’ETUDE

Pour cette étude, le matériel végétal a été récolté a Libreville (GABON) et acheminé
sur Bamako. Les études phytochimiques et les activités biologiques ont été réalisées
d’une part, au Département de Médecine Traditionnelle (DMT) et d’autre part, au
laboratoire de microbiologie et d’hématologie du Département de Diagnostic et
Recherche Biomédicale (DDRB) de [D'Institut National de Recherche en Santé

Publique (INRSP).

1.2- MATERIELS

1.2.1- Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué par les écorces de tronc de Terminalia catappa et
les feuilles de Kalanchoe crenata. Ces échantillons ont été récoltés, d’une part, au
cours du mois d’octobre 2005 a la sabliere qui est une zone de la périphérie de
Libreville (GABON), et, d’autre part, au cours du mois de janvier 2006, toujours a
Libreville, respectivement pour T. catappa et K. crenata. Un spécimen de chaque
¢chantillon est disponible a 1’herbier de Libreville sous les numéros 11148, 559 et

2082 respectivement pour T. catappa et K. crenata.

Un pulvérisateur Resch type SM2000 OSI / 1430 ppm a été utilisé pour le broyage de
T. catappa apres son séchage a ’ombre, a la température ambiante du laboratoire du

DMT.

1.2.2- Matériel animal




Les animaux sur lesquels les ¢tudes ont ¢t€¢ menées ¢€taient des souris males et
femelles blanches de la race OF1 (Oncins France Souche 1), ayant des masses

comprises entre 23 et 42 g.

1.2.3- Microorganismes

Champignon : Candida albicans
Bactéries : Escherichia coli ; Staphyloccocus aureus ; Klebsiella pneumoniae ; Proteus

mirabilis ; Streptococcus B-hémolytique et la souche de référence 25922 d’E. coli.

1.2.4- Matériel technique

Boites de Pétri ; pipettes Pasteur stériles; eau physiologique ; tubes stériles de 16x160
mm ; micropipettes de 20 pL ; eau distillée ; flacons stériles ; balance de précision ;
spatule ; milieux de culture; microscope; plaques et cuves en verre pour la
chromatographie ; réfrigérateur ; étuve réglée a 37 °C ; disques non imprégnés de 6

mm de diamétre.



1.3- ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1.3.1- Réactions de caractérisation

Toutes les réactions de caractérisation ont été effectuées selon le protocole suivant :

> Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner pour désigner des substances
naturelles réagissant comme des bases. Les alcaloides ont une structure complexe, leur
atome d’azote est inclus dans un systeme hétérocyclique et ils possédent une activité
pharmacologique significative s’exercant dans les domaines les plus variés tel que le

systéme nerveux.

Préparation de la solution a analyser

A la drogue végétale séchée et grossicrement pulvérisée (10 g), ajouter de I’'H,SO,4 a
10 % (50 mL), dans un erlenmeyer de 250 mL. Apres macération pendant 24 heures a
la température du laboratoire filtrer puis compléter le filtrat obtenu a 50 ml avec de

I’eau distillée.

Caractérisation

Introduire dans deux tubes a essais une quantité de filtrat (ImL) dans chacun puis
ajouter un peu de réactif de Mayer (solution aqueuse de mercuri-iodure de potassium,
5 gouttes) dans le premier tube et un peu de réactif de Dragendorff (solution aqueuse
d’iodo-bismuthate de potassium, 5 gouttes) dans le second. La présence d’alcaloides

est caractérisée par la formation d’un précipité.

» Polyphénols



Certains polyphénols sont des inhibiteurs enzymatiques mais, ils sont surtout reconnus

pour leurs propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires.

Préparation de la solution a analyser (infusé a 5 %)

A 5 g de poudre, nous avons ajouté de 1’eau bouillante (100 mL) dans un erlenmeyer
de 250 mL. Aprés une infusion de 15 mn, compléter le filtrat & 100 mL avec de I’eau

distillée.

Caractérisation

+¢ Tanins
Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles qui présentent, a c6té des réactions
classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres

protéines. Ils exercent un effet antidiarrhéique, vasoconstricteur et antiseptique.

Réaction de coloration

Dans un tube a essai, introduire SmL d’infusé a 5 % et ajouter une solution aqueuse
de FeCl; a 1 % (1 mL). La présence de tanins est caractérisée par une coloration

verdatre ou bleu noiratre.

Différenciation des tanins : Réaction de Stiasny

Ajouter a I’infusé a 5 % (30 mL), le réactif de Stiasny (10 mL de formol a 40 % et 5
ml d’HCI concentré : 15 mL) ; Chauffer le tout au bain-marie a 90 °C pendant 15 min

environ. L’obtention d’un précipité¢ montre la présence de tanins catéchiques.

Filtrer, puis saturer le filtrat avec de ’acétate de sodium pulvérisé (5 g). Ensuite,

ajouter goutte a goutte une solution de FeCl; a 1 % (1 mL). L’obtention d’une teinte



bleu - noire témoigne de la présence de tanins galliques non précipités par le réactif de

Stiasny.

< Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La principale
activité biologique attribuée aux flavonoides est une propriété « vitaminique P » : ils
sont potentiellement veino-actifs, ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins

et renforcent leur résistance.

Réaction de coloration

A D'infusé 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, ajouter un acide
(H,SO4 a 10 %), puis une base (NH4,OH 50 %). Une coloration s’accentuant par
acidification, puis qui vire au bleu violacé en milieu basique, conclut a la présence

d’anthocyanes.

Réaction a la cyanidine

Introduire dans un tube a essai I’infusé a 5 % (5 mL), et ajouter de 1’alcool
chlorhydrique (éthanol a 95 °alcoolique, eau distillée, HCI concentré a parties égales
en volume, 5 mL); puis de I’alcool isoamylique (I mL) et quelques copeaux de
magnésium.

L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones), rose violacée (flavanones) ou
rouge (Flavonols, flavanolols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool
isoamylique indique la présence de flavonoides libres (génines).

Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques.

» Leucoanthocyanes




Le terme d’anthocyane s’applique a un groupe de pigments hydrosolubles
responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou violette de la

plupart des fleurs et des fruits.

Caractérisation

Effectuer la méme réaction que précédemment sans ajout de copeaux de magnésium
et chauffer au bain-marie pendant 15min. L’apparition d’une coloration rouge cerise
ou violacée indique une réaction positive. Une teinte brun-rouge est observée en

présence de catéchols.

» Dérivés anthracéniques

+» Anthraquinones libres

A la poudre (1 g), ajouter du chloroforme (10 mL). Chauffer le mélange pendant 3
min au bain-marie et compléter le filtrat & 10 mL (si nécessaire) . A I’extrait
chloroformique (1 mL), ajouter du NH,OH 50 % (1 mL) et agiter. Une coloration plus

ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

+» Anthraguinones combinées

O- Hétérosides :

Au résidu de la drogue épuisée par le chloroforme, ajouter de I’eau (10 mL) et un peu

d’HCl concentré (1 mL). Maintenir le tube a essai au bain-marie . :jant pendant 15

min. A I’hydrolysat ainsi préparé (5 mL), ajouter du chloroforme (5 mL) et agiter.

Soutirer la phase organique (chloroformique), et y ajouter de NH,OH dilué (1 mL) : la



présence d’anthraquinones est révélée par une coloration rouge plus ou moins intense.

Conserver la phase aqueuse.

En cas de réaction négative ou faiblement positive, poursuivre par addition de
I’hydrolysat (5 mL), de FeCl; a 10 % (3 a 4 gouttes), agiter avec du chloroforme (5
mL). A la phase chloroformique, ajouter du NH,OH dilué¢ (1 mL) et agiter. En
présence de produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones, la coloration rouge

s’intensifie (caractéristique des O-hétérosides a genine réduite).

C - Hétérosides :

A la phase aqueuse conservée, ajouter de I’eau distillée (10 mL), puis du FeCl; a 10
% (1 mL). Mettre & ébullition au bain-marie pendant 30 min. Agiter avec du
chloroforme (5 mL). A la phase chloroformique ajouter du NH,OH dilué (1 mL). Une

coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de génines C-hétérosides.

» Stérols et triterpénes

L’intérét thérapeutique et I’emploi industriel des stéroides et des triterpénes en font

un groupe de métabolites secondaires de 1 importance.

Préparation de la solution a analyser

La solution que nous avons utilisée est obtenue comme suit. A 1 g de la poudre
ajouter de 1’éther (20 mL); Laisser en macération pendant un temps suffisant. Filtrer et
compléter le filtrat avec de I’éther (20 mL). Aprés avoir évaporé a sec 10 mL de
I’extrait obtenu, dissoudre le résidu dans un mélange d’anhydride acétique (1 mL) et

de chloroforme (1 mL). Partager la solution obtenue entre deux tubes a essai.

Caractérisation




Au fond d’un des tubes, I’autre servant de témoin, mettre du H,SO,4 concentré (1 a 2
mL) a I’aide d’une pipette sans agitation. A la zone de contact des deux liquides, la
formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte

ou violette révele la présence de stérols et triterpénes.
> Caroténoides

Les caroténoides sont des molécules tétraterpéniques. Leur chromophore
caractéristique explique leur coloration jaune ou orangée et leur trés grande sensibilité

a ’oxydation. L’intérét des caroténoides est multiple.

Caractérisation

Evaporer a sec une partie de I’extrait éthéré (5 mL) obtenu plus haut et ajouter un peu
de solution saturée de tri chlorure d’antimoine dans le chloroforme (2 a 3 gouttes). Il
se développe, en présence de caroténoides, une coloration bleue devenant rouge par la

suite.

» Coumarines

Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones. Elles sont principalement

veinotoniques, vasculoprotectrices , vasodilatatrices et photosensibilisantes.

Caractérisation

Apres évaporation a sec du reste de 1’extrait éthérique (5 mL) obtenu plus haut,
reprendre le résidu avec de 1’eau chaude (2 mL). Partager la solution entre 2 tubes a
essais. Ajouter, dans 1’'un des tubes a essai du NH,OH a 25 % (0,5 mL). Faire une

observation sous rayonnement ultraviolet a 366 nm. La présence d’une fluorescence



intense dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque est caractéristique des

coumarines.

> Heétérosides cardiotonigues

Les glucosides cardiotoniques constituent un groupe bien individualisé et d’une
grande homogénéité tant structurale que pharmacologique. Les hétérosides
cardiotoniques d’origine végétale demeurent des médicaments majeurs de

I’insuffisance cardiaque.

Préparation de la solution a analyser

Introduire une prise d’essai de poudre végétale (1 g) dans un tube a essai. Ajouter de
I’éthanol a 60°alcoolique (10 mL) et une solution d’acétate neutre de plomb a 10 % (5

mL). Porter ensuite le tout a ébullition pendant 10 min et filtrer.

Caractérisation

Agiter le filtrat avec du CHCl; (10 mL) en évitant la formation d’une émulsion.
Apres décantation (dans une ampoule a décanter), soutirer la phase chloroformique et
partager entre trois tubes a essai puis évaporer au bain-marie jusqu’a sec. Reprendre
les résidus avec 1’isopropanol (0,4 mL). Dans les trois tubes, ajouter respectivement
ImL de chacun des réactifs suivants : réactifs de Baljet, de Kedde et de Raymond-
Marthoud. Introduire ensuite dans chaque tube, du KOH a 5 % dans 1’éthanol a 80 %
(5 gouttes). Apres dix minutes de contact environ, le développement des colorations
suivantes caractérisent les cardénolides:

tube 1 : orangé ; tube 2 : rouge violacé ; tube 3 : violet fugace.



» Saponosides
Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides tres fréquents chez les
végétaux. IIs sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives ; ils se dissolvent dans

I’eau en formant des solutions moussantes.

Préparation de la solution a analyser (Décocté a 1 %):

Porter a ébullition de I’eau distillée (100 mL) dans un erlenmeyer de 250 ml. Y
introduire une prise d’essai de poudre végétale (1 g), puis, maintenir le mélange en

¢bullition modérée pendant 15 min. Filtrer et compléter le filtrat a 100 mL.

Caractérisation

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, repartir successivement 1,
2,....10 ml du décocté a 1 %. Ajuster le volume dans chaque tube a 10 ml avec de
I’eau distillée. Agiter ensuite chaque tube dans le sens de la longueur pendant 15
secondes a raison de 2 agitations par seconde (soit 30 agitations). Apres un temps de
repos de 15 min, mesurer la hauteur de la mousse dans chaque tube et noter le numéro
du tube dans lequel la hauteur de mousse est de 1 cm (N). L’indice de mousse est

obtenu par la relation :

1000

Indice de mousse =



» Composeés réducteurs

Introduire du décocté aqueux a 10 % (5 mL) dans un bécher et évaporer au bain-
marie jusqu’a sec. Ajouter au résidu, 1 mL du réactif de Fehling (mélange
extemporané de 0,5 mL de réactif A et de 0,5 mL de réactif B). L’obtention d’un

précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs.

> Oses et holosides

Introduire 5 mL d’un décocté a 10 % dans un bécher. Au résidu obtenu aprés une
¢vaporation a sec, ajouter quelques gouttes de H,SO, concentré puis de 1’alcool saturé
avec du thymol (3 a 4 gouttes) 5 min apres. Le développement d’une coloration rouge

caractérise les oses et les holosides.

» Mucilages

Les mucilages sont des macromolécules osidiques qui se dissolvent plus ou moins au

contact de 1’eau pour former des solutions colloidales ou des gels.

Caractérisations

Ajouter de 1’éthanol absolu (5 mL) au décocté aqueux a 10 % (1 mL). L’obtention
d’un précipité floconneux par mélange aprés dix minutes, indique la présence de

mucilages.

» Heétérosides cyanogénétiques

La cyanogenése est la facult¢ que possédent certains organismes vivants (en
particulier les végétaux) de produire dans des circonstances particuliéres de 1’acide

cyanhydrique. Les substances cyanogenes appelées encore hétérosides



cyanogénétiques sont treés peu utilisées en pharmacie a cause de leur grande toxicité

due a I’acide cyanhydrique.

Caractérisation

Dans un tube a essai, introduire environ 1 g de poudre, et ajouter un mélange a
volume égal d’eau et de toluéne (5 mL). Apres agitation, nettoyer la partie supérieure
du tube et y fixer a I’aide d’un bouchon, un papier picrosodé fraichement prépar¢.

Une coloration rouge plus ou moins rapide du papier picrosodé caractérise une

réaction positive.

1.3.2- Dosages

1.3.2.1. Taux d’humidité

Deux méthodes ont été utilisées pour le dosage de 1’eau :

Méthode gravimétrique

Principe : C’est une méthode pondérale qui consiste en la détermination de la perte de

masse par dessiccation a 1’étuve.

Matériel : - Balance analytique de précision (type SARTORIUS)
- Four - Pince - Spatule métallique

Verre de montre (ou creuset) - Dessiccateur — Etuve

Technique : Cinq verres de montre ont été tarés et des prises d’essai (PE)de 1 a2 g
(pesées au mg pres) y ont été introduites. Ces verres de montre contenant les poudres
ont été¢ pesés avant d’étre introduits dans 1’étuve réglée a 103 £ 2 °C pour une

dessiccation pendant 24 h. Au sortir de 1’étuve les poudres ont été refroidies dans un



dessiccateur contenant un desséchant (chlorure de calcium, anhydride phosphorique) ;

elles ont ensuite été pesées. Le calcul suivant permet d’obtenir le pourcentage en eau:
Calcul: Masse prise d’essai = masse avant four - tare

Masse eau = masse avant four— masse apres four

% eau = (masse eau ~ masse PE) x 100

Méthode volumétrique

Principe : Elle consiste au dosage de I’eau par entrainement azéotropique. La réaction
azéotropique se fait a une température constante. Apres condensation des vapeurs de

I’azéotrope, 1’eau se sépare et est dosée en volume.

Matériel et solvants :

- Ballon de 250 millilitres.

- Réfrigérant a reflux tube droit de 20 centimétres de long
- Tube cylindre gradué

- Source de chaleur

- Eau distillée

- Solvant non miscible a I’eau (toluéne, benzene, xylene, ...)

Technique : Nous avons introduit dans le ballon sec 1 mL d’eau distillée et 100 mL de
toluene.

Ce mélange a ét¢ distillé pendant une heure (1 h), et laissé reposer pendant trente
minutes (30 min).

Le volume initial (Vi) d’eau distillée est ensuite lu.

Nous avons ensuite introduit dans le ballon une prise d’essai (PE) de 5 g du matériel

végétal.



L’ensemble a été bouilli pendant 1 h et laissé reposé pendant 30 min puis le volume
final (Vf) d’eau dans ’appareil a ét€¢ lu. On recherche le pourcentage d’eau dans la
drogue par le calcul suivant.

Calcul : % d’eau dans la drogue = (Vf— Vi) x 100 ~ PE

1.3.3- Substances extractibles par ’eau

Nous avons fait une décoction pendant 15 min de la poudre végétale de Terminalia
catappa et des feuilles fraiches de Kalanchoe sp. (1 g) dans de I’eau distillée (20 mL)
puis le filtrat a été mis dans une capsule préalablement taré puis évaporé a sec. Nous

avons pes¢ ensuite la capsule refroidie et déduit la masse du résidu.

1.3.4- Substances extractibles par I’éthanol 70 %

Nous avons fait macérer 1 g du matériel végétal dans de 1’éthanol 70 % ( 20 mL)
pendant 24 h. Apres filtration, nous avons mis le filtrat dans une capsule tarée, et
¢vaporé¢ a sec (au bain-marie). Nous avons pesé ensuite la capsule refroidie et déduit la

masse du résidu.

1.3.5- Cendres

Matériel : Le matériel est identique a celui utilisé pour la détermination de la teneur en
eau par la méthode gravimétrique excepté les verres de montre, remplacés ici par des

creusets.

Cendres totales

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 dans I’air.



Mode opératoire : Peser une prise d’essai de la drogue (M) dans un creuset en silice

préalablement taré (T). Apres incinération au four a une température d’environ 600 °C,
et refroidissement dans un dessiccateur, la masse du creuset contenant la prise d’essai

est déterminée et notée M’.
La masse des cendres totales (MCt) contenues dans le creuset est donnée par la
formule :
MCt=M’-M
La masse de la prise d’essai (PE) est donnée par la formule :
PE=M-T
Le pourcentage des cendres totales (% Ct) est donné par la formule :
M Ct
% Ct = 100 x ——
PE

Réaliser 5 essais de la méme maniére afin de déterminer un pourcentage moyen.

Cendres sulfurigues

Ces cendres sont les substances résiduelles non volatilisées recueillies lorsque
I’échantillon de drogue est calciné avec du H,SO, Elles déterminent la quantité de
substances inorganiques contenues dans la drogue.

Dans un creuset en quartz sec préalablement taré ( T ), introduire une prise d’essai de
la poudre et peser I’ensemble (M ).

La poudre est ensuite humectée avec H,SO, a 50 % et laissée a 1’étuve pendant 24

heures a la température de 100 °C, le creuset est porté a calcination dans un four a la



température de 600 °C pendant 6 heures et pesé ensuite apres refroidissement ( M’ ).

La masse des cendres sulfuriques (MCs ) s’obtient comme suit :

MCs=M’-T

La masse de la prise d’essai est :

PE=M-T

Le pourcentage des cendres sulfuriques (% Cs ) est donné par la formule :

MCs

% Cs = 100 x

PE

Cendres insolubles dans I’acide chlorhydrigue 10 %

La détermination de ces cendres est faite sur les cendres totales.

Nous avons introduit les cendres totales dans un erlenmeyer et ajouté 20 mL d’acide
chlorhydrique a 10 %. L ensemble est porté a ébullition pendant 15 min au bain-marie.
Apres refroidissement, recueillir et laver la matiére non soluble sur un papier filtre

sans cendre, puis, transférer le filtre dans un creuset sec préalablement taré (T ).

Le creuset contenant le papier filtre est ensuite séché a 1’étuve pendant 24 heures et
calciné pendant 6 heures au four a la température de 600 °C. Apres refroidissement
dans un dessiccateur, peser le creuset contenant les cendres (M’).

La masse des cendres chlorhydriques (mCc ) est donnée par la formule :

mCec =M’ -T



La masse de la prise d’essai (PE) est donnée par la formule :

PE=M-T

M ¢étant la masse du creuset + celle de la poudre avant calcination
Le pourcentage des cendres chlorhydriques (% Cc) s’obtient de la maniére suivante :
mCc
% Cc = 100 x
PE

1.3.6- Extractions

Extraction par les solvants a polarité croissante

Le soxhlet a été utilisé pour 1’extraction par les solvants a polarité croissante.
Pour ce faire, les solvants suivants ont ¢té utilisés : 1’¢ther de pétrole, le

dichlorométhane et le méthanol.

Une quantité¢ de 20 g de la poudre a analyser a été introduite dans une cartouche
placée dans le soxhlet surmonté d’un réfrigérant et porté par un ballon contenant le
solvant d’extraction ( 100 mL ). Une série de plusieurs siphonages a permis

I’extraction jusqu’a épuisement de la poudre par chacun des solvants utilisés.

Le marc (résidu) a été séché et utilisé pour une digestion puis une décoction. Les
extraits polaires ont ¢été évaporés au Rotavapor, récupérés dans des ballons
préalablement tarés en vue d’une lyophilisation. Les extraits apolaires ont été évaporés

a I’air libre dans des flacons tarés.

Les extraits secs obtenus ont été pesés par la suite afin de déduire le rendement de
I’extraction ; ils ont ensuite été conservés dans des flacons en verre hermétiquement

fermés.



Ces extraits secs ont €té utilisés pour les investigations ultérieures.

Poudre écorces
de tronc de Tc

(20 g)

Ether de pétrole (100 mL)

Extrait éther de Marc
pétrole
Dichlorométhane (100 mL)
Extrait DCM Marc
Meéthanol (100 mL)
Extrait
méthanolique Marc
Eau 50 °C (200 mL)
Digesté Marc
Eau 100 °C (200 mL)
Décocté

Marc

Figure 6 : Schéma d’extraction par les solvants a polarité croissante de la poudre

d’écorces de tronc de Terminalia catappa (Tc).



Macération a I’eau

La poudre d’écorces de Terminalia catappa (100 g) et de 1’eau distillée (500 mL) ont
été introduits dans un erlenmeyer et soumis a une agitation magnétique pendant 24
heures a la température du laboratoire. Le mélange a été filtré et le filtrat lyophilisé
apres concentration.

Le lyophilisat obtenu a été par la suite conservé dans des flacons secs, propres et

stériles.

Poudre écorces
de tronc de Tc
(100 g)

Eau (500 mL)

Macéré aqueux Marc

Figure 7 : Schéma de I’extraction par macération a I’eau de la poudre d’écorces de

Terminalia catappa (Tc).

Macération a I’éthanol 70 %

Le mode opératoire est le méme que celui de la macération aqueuse avec ici comme
solvant de I’éthanol 70 %.

A la poudre végétale d’écorces de tronc de Terminalia catappa (250 g), il a été ajouté
de I’éthanol a 70 °alcoolique (1500 mL). Le mélange a été laissé en macération a la
température du laboratoire. Cette opération a été réalisée 3 fois.

Les extraits ¢thanoliques sont concentrés a sec, puis récupérés avec un peu d’eau

distillée et lyophilisés.



Poudre écorces
de tronc de Tc
(250 g)

Ethanol a 70 % (1500 mL)

Macéré éthanolique Marc

Figure 8: Schéma de I’extraction par macération éthanolique de la poudre d’écorces de

tronc de Terminalia catappa (Tc).

Infusion a I’eau

Nous avons fait bouillir de I’eau distillée (1 L) puis nous y avons laissé infuser de la
poudre d’écorces de tronc (100 g) jusqu’a refroidissement. L’infusé a ensuite été
concentré, congelé puis lyophilisé. Le lyophilisat obtenu a été conservé dans des

flacons propres, secs et stériles.

Poudre écorces
de tronc de Tc
(100 g)

Eau a 100 °C (1 L)

Infusé aqueux Marc

Figure 9: Schéma de I’extraction par infusion de la poudre d’écorces de tronc

de Terminalia catappa (Tc).



Décoction

Nous avons fait bouillir de la poudre d’écorces de Terminalia catappa (100 g) dans
de I’eau distillée (1 L) pendant 30 min. Le filtrat obtenu a été concentré puis
lyophilisé. Le lyophilisat a ensuite ét¢ conservé dans des flacons secs, propres et

stériles.

Poudre écorces
de tronc de Tc
(100 g)

Eau a 100 °C (1 L)

Décocté Marc

Figure 10: Schéma de I’extraction par décoction de la poudre d’écorces de tronc de
Terminalia catappa (Tc).

Digestion

Nous avons laissé en contact les feuilles fraiches pilées de Kalanchoe crenata (150 g)
avec de I’eau distillée (1500 mL) pendant 3 h a 50 °C. Le filtrat obtenu a été

concentré, lyophilisé puis conservé dans des flacons propres secs et stériles.

Feuilles
fraiches pilées
de Kc (150 g)

Eau 50°C (1500 mL)

Digesté Marc

Figure 11: Schéma de la digestion des feuilles fraiches pilées de Kalanchoe crenata
(Kc).



Figure 12 : Photo du Rotavapor utilisé pour concentrer les extraits

1.3.7- Ionogramme

Le PHF104 est un photomeétre de flamme a dilution automatique qui permet le dosage
simultané du sodium et du potassium avec un étalon interne au lithium, ainsi que le

dosage du lithium avec un étalon interne au potassium.

Principe

La nébulisation d’un échantillon a travers une flamme entraine une excitation des
atomes et provoque le passage des é€lectrons d’une couche (ou sous-couche) a une
sous-couche immédiatement supérieure. L’électron, en revenant a son niveau

d’énergie initial restitue cette énergie sous forme de photons.



Les photons émis par les atomes donnent un flux de lumiere qui passe au travers d’un
filtre interférentiel et qui est ensuite mesuré par un photomultiplicateur. L’échantillon
doit se présenter sous forme d’un aérosol de fagon a ce que le solvant s’évapore
instantanément dans la flamme.

Les photons émis par I’étalon interne du lithium ou de potassium vaporisé dans la
flamme sont envoyés au travers d’un filtre interférentiel sur un photomultiplicateur,
générant ainsi une tension de référence.

Les photons émis par I’échantillon a doser selon le méme procédé, générent une
tension de mesure.

Les concentrations en sodium, potassium ou lithium sont affichées en temps réel sur

I’appareil.

Description de ’appareil

L’appareil est composé de deux sous-ensembles :
- le compartiment flamme ;

- la partie mélangeur-diluteur.

Le compartiment flamme

- le brileur est en acier inoxydable. La flamme est alimentée par un mélange air-gaz
(butane ou propane). 11 est situé dans une cheminée étanche en verre, refroidie par une
circulation forcée. La flamme est entourée d’un rideau d’air qui I’abrite de toute

impuret¢ ;

- la cheminée, de forme cylindrique, permet I’évacuation des gaz briilés ;

- la chambre de nébulisation sphérique assure un mélange parfait du gaz, de I’air et

de I’aérosol. Cette chambre est fixée sur la plaque latérale droite a 1’aide d’un collier

magnétique ;



- détendeurs, air et gaz : la fonction des deux détendeurs d’air et de gaz est d’ajuster

les débits des constituants de la flamme et de les réguler.

v M¢élangeur- diluteur

Le diluteur en continu permet un taux de dilution de 1I’ordre du 1/200° de 1’échantillon
a doser. Cette partie est constituée de :
d’une pompe péristaltique ;
- d’un peigne tendeur des tuyaux de pompe ;
- d’un bloc mélangeur ;

- d’une évacuation.

1.3.8- Chromatographie

C’est un ensemble de procédés de séparation applicables a des mélanges moléculaires
ou ioniques, basés sur des différences de distribution des solutés entre une phase
stationnaire, généralement dispersée et une phase mobile continue, les deux phases
étant mises en contact intime et a contre-courant.

Pour I’é¢tude de nos deux plantes, nous avons utilisé¢ la Chromatographie sur couche

mince et la Chromatographie en phase gazeuse.

Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La CCM est une méthode physico-chimique qui comporte une répartition du soluté
entre deux phases, une phase stationnaire et une phase mobile. Elle permet de séparer

les constituants d’une substance en fonction de leur vitesse de migration.

Matériels : spatule, flacons, pince, crayon, régle, cutter, balance de type Sartorius,
micropipettes, cuves avec couvercle, pulvérisateurs, plaque de Silice G 60 F,s4, lampe

UV.



Solvants :

De dissolution :

Mélange méthanol : eau (1 : 1) pour les extraits aqueux.
Acétate d’éthyle ou dichlorométhane pour les extraits apolaires.
Méthanol pour les extraits alcooliques et hydroalcooliques.
De migration : Le systéme de solvants Ether de pétrole : Acétate d’éthyle (4 : 1 et 5 :2)
a ¢té employé¢ pour les extraits apolaires et le systeme Butanol : Acide acétique : Eau

(60:15:25) pour les extraits polaires.

Révélateurs : Réactif de Godin; Trichlorure d’aluminium: AICl;; Réactif de

Dragendorff

Dépots : Peser 10 mg d’extraits dans des flacons ; dissoudre dans 1 ml de solvant de
dissolution convenable. Déposer sur les plaques, 8 microlitres des différentes solutions
a l’aide de micropipettes graduées. Introduire les plaques dans des cuves pour la
migration.

Apres migration, sécher les plaques et procéder a I’observation a la lampe ultraviolette
aux longueurs d’ondes 254 et 366 nm.

Calculer ensuite les facteurs de rétention (Rf') de chacune des taches observées.

Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Principe : Elle permet I’identification et la détermination quantitative des constituants
de certains extraits. La phase mobile est gazeuse, les molécules a analyser sont
transformées a 1’état gazeux.

Les monosaccharides sont identifiés par comparaison de leur temps de rétention avec
le temps de rétention, standard qui est le mannitol. Les masses des monosaccharides

sont obtenues a partir des aires relatives.

Matériels : Flacon de 4 ml; Acide chlorhydrique ; Pyridine ; Méthanol ; Mannitol ;
Gaz hélium ; Triméthylsilane (TMS); Intégrateur Hp 3396A ; Chromatographe GC



8000 séries ; Générateur d’hydrogene ; Générateur air et azote. Micropipette 1 mL ;

une seringue de 5 pL ; un enregistreur ; une imprimante ; une étuve, des micropipettes.

Préparation de ’extrait a chromatographier

v' Elimination des tanins

Matériels : eau distillée ; erlenmeyer ; baguette magnétique ; agitateur magnétique ;

poudre de peau chromée.

Mode opératoire : Pour éliminer les tanins de nos extraits, nous avons pris de I’extrait

(100 mg) auquel nous avons ajouté de la poudre de peau (200 mg), puis nous avons
introduit le tout dans un erlenmeyer contenant de 1’eau distillée (10 mL) et nous les
avons portés en agitation magnétique pendant une heure de temps. Apres, les solutions
obtenues ont été filtrées sur papier filtre et lyophilisées. Les lyophilisats ont servi a la

méthanolyse.

v/ Méthanolyse

Principe : La solution de méthanolyse (méthanol/HCIl) agit sur les molécules de
polysaccharides par rupture des liaisons glucosidiques. On obtient des

méthylglucosides en C, puis des méthylesters glucosides.

COOH CH,0OH COOMe CH,OH
MeOH/HCl
80°, 20- 24h
Me

Figure 13 : Réaction de méthanolyse (Chambers et Clamp, 1971)



Mode opératoire : Introduire dans des flacons secs les différents extraits aqueux (2

mg) :

- ajouter 1 mL du mélange méthanol/HCl (4 M HCI/MeOHR), puis 200 pL de
mannitol (1 pg/mL de mannitol dans du méthanol); agiter et bien fermer ;

- Placer ces flacons dans I’étuve a 80°C. Décompresser les flacons au cours de
I’incubation aprés 30mn. Au bout d’une heure, bien refermer les flacons et les replacer
a I’étuve pendant 20-24 h;

- Evaporer les solutions aprés incubation sous un courant d’azote dans des
conditions compleétement anhydres ;

- Laver et sécher a 2 reprises chaque résidu avec du méthanol anhydre
(200uL) ;

- Fermer les flacons puis conserver dans un dessiccateur.
v Dérivation
Principe : Le TMS agit sur des groupements hydroxyles libres des produits de la

dépolymérisation pour donner des dérivés triméthylsilanes volatiles. Des conditions

anhydres sont indispensables a 1’opération.

COOCH; COOCH;
HO /—O ™S  (H3C)sSiO Q
OH —> OSi(CHg)3
OCH, OCHs
OH OSi(CHs)
CH,OH CH,OSi(CH
HO o v (HsC)5SiO 2. ( 03)3
OH OSi(CHg)3
OCHg3 OCH3
OH OSi(CH3)3

Figure 14 : Schéma de la formation des dérivés du TMS (Chambers et Clamp, 1971)



Mode opératoire : Ajouter du TMS au résidu sec (100 uL). Agiter et laisser reposer

pendant 20 min.

Technique de la chromatographie en phase gazeuse

Injecter le mélange préparé plus haut (1 uL) dans la CPG ;
Le gaz porteur est ’hélium ;
Débit des gaz : He : 2 mL/min

H2 : 50 mL/min

Air : 300 mL/min

Le détecteur est a flamme et la flamme est produite par un mélange d’hydrogene/air ;

Le programme de température est le suivant :

1 °/min 6 °/min 30 °/min
140 °C——— 170 °C ——— 250°C —— 300 °C;

Temps d’arrét : 3 min.

Méthode de calcul du pourcentage en polysaccharides des extraits

Apreés avoir calculé le temps de rétention relatif (TRR) en divisant le temps de
rétention ( TR) du pic de chaque sucre par celui du mannitol, calculer 1’aire relative
(AR) de chaque sucre en faisant I’aire du pic divisée par ’aire du mannitol.

Le pourcentage en polysaccharides est déterminé de la fagon suivante :

0 = AR

x [ mannitol]l

A : Constante dont la valeur dépend du sucre (voir annexes)

[ mannitol ] : Concentration du mannitol



1.4- ACTIVITES BIOLOGIQUES

1.4.1 Activités biologiques in vitro

1.4.1.1- Détermination de P’activité antioxydante

Cette activité a été déterminée par le principe de la réduction du radical DPPH (1-1

Diphényl 2 pycril hydrazile ) sur plaque de CCM (Takao et coll, 1994).

NO,

Radical DPPH

Tous les extraits ont été soumis a ce test. Un mélange méthanol-eau (1 : 1) a servi a la
dissolution des extraits polaires tandis que les extraits apolaires ont ¢été¢ dissous dans
leur propre solvant (10 mg de chaque extrait ont été dissous dans 1 ml de solvant
approprié).

Des dépots de 10 pl de chaque solution d’extrait ont été réalisés sur des plaques de
Silicagel Fps4. Les systémes de solvants Ether de pétrole : Acétate d’éthyle (4: 1 et
3:2) et BAW (60 : 15: 25) ont été respectivement employés pour la migration des

extraits apolaires et polaires.

Aprées la migration des substances, les plaques de CCM ont été révélées avec une
solution méthanolique de 1-1 Diphényl 2 pycril hydrazile (2 mg/mL). Les zones

d’activités ont ét¢ déterminées par I’apparition d’une coloration jaune sur fond violet.



1.4.1.2- Activité antifongique

Nous avons employé, pour la détermination de cette activité, la méthode bio

autographique (Rahalison et coll, 1991).

» Principe

Elle consiste en la dilution rapide de substances antimicrobiennes ainsi qu’a
I’isolement des constituants actifs a travers une cible. Les chromatogrammes sont
recouverts d’un milieu de culture incorporé de microorganismes.

Apres incubation pendant 24 h a 37 °C, un révélateur approprié permet d’observer

I’activité.

> Matériel biologique

Les tests ont porté sur des souches cliniques de Candida albicans issues des

prélévements vaginaux réalisés au laboratoire de biologie médicale de I’'INRSP.

> Produits a tester et témoin

Les extraits de drogue qui ont ét€¢ employés pour le test, ont été utilis€¢ a des
concentrations de 10, 30 et 60 mg/mL . Les extraits polaires ont ét¢ dissous dans un
mélange méthanol-eau (1-1) et les extraits apolaires dans leur solvant respectif.

La nystatine, antifongique de contact de la famille des polyénes, a été utilisée en

solution chloroformique a la concentration de 0,1 mg/mL comme témoin positif.

> Milieux de culture

Trois milieux ont servi a la réalisation de ce test :

- Gélose Sabouraud + Chloramphénicol + Actidione



- Bouillon Sabouraud (SAD : Sabouraud Dextrose Agar)
- Malt agar

> Préparation des milieux

Gélose Sabouraud + Chloramphénicol + Actidione

A la poudre Gélose Sabouraud + Chloramphénicol + Actidione (15 g), nous avons
ajouté de 1’eau distillée (1 L) puis nous avons chauffé le mélange jusqu’a dissolution
complete de la poudre. Le milieu ainsi préparé a été stérilis€é a I’autoclave a la

température de 121 °C pendant 15 min.

N.B : Le chloramphénicol et 1’actidione permettent 1’isolement du Candida albicans

en ¢liminant les germes saprophytes.

Bouillon Sabouraud (Sabouraud liquide)

Nous avons dissout de la poudre de Gélose Sabouraud (15 g) dans de I’eau distillée
(1 L). Nous avons procédé¢ au chauffage du mélange en agitant jusqu’a obtention d’un
mélange homogeéne. Le milieu ainsi préparé a ¢été stérilisé a 'autoclave a la

température de 121 °C pendant 15 min.

Milieu Malt Agar

Nous avons ajouté au Malt agar (48 g) de I’eau déminéralisée (1 L). Le mélange a été
chauffé au bain-marie jusqu’a dissolution complete du malt agar. Le mélange a été
ensuite mis (précautionneusement) a 1’autoclave pendant 10 min a la température de

121 °C.



> Identification du germe a tester

Le germe a été identifié aprés un examen microscopique a I’état frais et apres

coloration au Gram suivi d’une culture et d’un test de filamentation.

Test de filamentation

I1 est préalable au test biologique et atteste de I’authenticité de la souche de Candida
albicans. Pour ce faire, nous avons ensemencé une colonie issue d’une culture de 24
heures dans un tube contenant 0.5 — 1 ml de sérum humain. L’inoculum doit étre
suffisant pour donner un tres 1éger trouble dans le milieu (0,5 ml de sérum pour une
colonie). Nous avons observé au microscope entre lame et lamelle (objectif 40) une
goutte de la suspension apres 3 heures d’incubation a 37 °C a I’étuve puis nous avons
procédé enfin a ’appréciation de la production de tubes germinatifs caractéristiques de

Candida albicans.

> Conservation des souches

Les souches ont été conservées sur le milieu Sabouraud + chloramphénicol +
actidione coulé en tube incliné.

Pour ce faire, nous avons pris une jeune colonie de 24 heures et ’avons ensemencé
sur la gélose en tube. Apres incubation pendant 24 heures a 37 °C, nous avons gardé le

tube en aérobiose (les tubes ne doivent pas étre hermétiquement fermés).

NB : Les souches de Candida albicans doivent étre repiquées tous les deux mois.



> Mode opératoire

Préparation des chromatogrammes

La chromatographie a été réalisée sur des plaques de verre type avec des dépots de 20
ul de solution d’extraits et de 5 ul de la solution d’antifongique témoin.

Le systeme de solvants BAW (60, 15, 25) a été utilisé pour la migration des extraits
polaires ; pour les extraits apolaires, les systemes Ether de pétrole: Acétate d’éthyle
(4 :1et5:2) ont été¢ employés. Apres €lution, les plaques ont été séchées a I’air libre
a la température du laboratoire afin d’¢éliminer les traces de solvants, puis observées a

’UV 254 et 366 nm.

Procédure du test

Le test se déroule en quatre jours :

Jour 1
(1) Nous avons repiqué une culture de Candida albicans sur le milieu de culture
Sabouraud gélosé + chloramphénicol + actidione en boite de Pétri et nous I’avons

incubé¢ a 30 °C pendant 24 heures ;

Jour 2

(2) Deux erlenmeyers contenant 50 ml de milieu de culture Sabouraud liquide ont été
préparés et stérilisés a I’autoclave pendant 15 min a 121 °C.

(3) Nous avons ajouté a froid a 1’aide d’une pointe de spatule une colonie issue de
(1) dans I'un des milieux préparés en (2).

(4) Le mélange a ét¢ laissé sous agitation pendant une nuit.



Jour 3

(5) Le matin de bonne heure, nous avons pris 0,5 ml du milieu précédent (trouble) et
I’avons ajouté au second milieu préparé en (2) , soit une dilution de 100 fois.
(6) Nous l’avons laissé sous agitation pendant environ 7 heures. Ce temps est
nécessaire pour atteindre la phase de croissance exponentielle de Candida albicans.

(7) Pendant ce temps, nous avons prépare les milieux de culture a base de malt agar
qui sont la base de I’inoculum que nous avons versé sur les plaques CCM, et les
repartir en erlenmeyers de 50 ml. La quantité¢ du milieu de culture est fonction de la
dimension de la plaque ; pour une plaque de 10 X 10 cm, la quantité¢ de malt agar est
de 10 ml.

(8) Le malt agar a été maintenu fondu au bain — marie a 48 °C car au-dessus de cette
température, les levures ne survivent pas et en dessous de 43 °C, le milieu se solidifie.

(9) Nous avons ensuite ajouté 0.5 ml de la solution obtenue en (5) a chaque fraction
de 50 ml de malt agar fondu, afin d’obtenir un inoculum contenant 10’ cellules / ml.

(10) Cet inoculum a ét¢ laiss€ a nouveau au repos a 48 °C ;

(11) Puis nous I’avons versé sur les plaques a I’aide de pipettes stériles a raison de
10 ml par portion de 10 X 10 cm ;

(12) Le tout a été laissé en incubation a 30 °C pendant une nuit en atmosphere

humide en utilisant des boites en plastique contenant un papier buvard trempé.

Jour 4

(13) Toujours en début de matinée, nous avons révélé les plaques a 1’aide d’une
solution aqueuse de bromure de méthylthiazoyltétrazolium (MTT) a 2,5 mg/ml. Les
zones d’inhibition de croissance apparaissent sous forme de taches incolores sur fond
violet, apres une nouvelle incubation de 4 heures.

(14) De I’éthanol a été giclé sur les plaques afin de tuer les microorganismes.

(15) Puis nous avons recouvert les plaques de feuilles de plastiques transparentes

afin de les conserver (laisser sécher préalablement).



1.4.1.3- Activité antibactérienne

La méthode de diffusion en Agar a été utilisée pour ce test (Bauer et coll, 1994).

» Principe

Pour ce test, nous avons utilisé la méthode de diffusion :

Elle consiste en I’identification d’une substance agissant sur un microorganisme et en
la détermination de la concentration minimale inhibitrice de cette substance qui détruit
le microorganisme.

Le dépdt des extraits se fait sur de petits cylindres de dimensions connues (en
porcelaine, en acier inoxydable ou en papier), placés sur de la gélose en boite de Pétri.
Apres incubation de 24 heures a I’étuve a 37 °C, les zones d’activité apparaissent

circulaires sur le fond opaque de la gélose.

> Bactéries testées

Des souches cliniques de Staphylococcus aureus et de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis et Streptococcus B-hémolytique obtenues a partir des
prélevements pathologiques du laboratoire de biologie médicale de I'INRSP ont été
utilisées pour la recherche de I’activité antibactérienne. La souche ATCC 25922 pour

Escherichia coli a été utilisée comme souche de référence.

> Matériels techniques

Etuve réglée a 37 °C ; réfrigérateur ; milieux de cultures ; boites de Pétri ; pipettes
Pasteur stériles ; eau physiologique ; tubes stériles de 16 x 160 mm ; disques non
imprégnés de 6 mm de diamétre ; microscope ; micropipettes de 20 ul, gaz butane ;

eau distillée ; flacons stériles ; balance de précision ; spatule.



» Produits a tester : extraits aqueux et organiques

> Produits témoins

Antibiotiques standards :

Pristinamycine (PR), Chloramphénicol (C), Kanamycine (K), Oxacilline (Ox) et
Erythromycine (E) ont été testés sur S. aureus ;

Norfloxacine (NOR), Tétracycline (TE), Amikacine (AN), Ciprofloxacine (CIP) et
Chloramphénicol sur E. coli ;

Ciprofloxacine, Amikacine, Chloramphénicol, Colistine (CL), Gentamicine (GM) et
Amoxicilline (AMX) sur K. pneumoniae ;

Cefsulodine (CFS), Doxycycline (D), Nitroxoline (NI), Amikacine, Pefloxacine
(PEF), Amoxicilline + Acide clavulanique = Augmentin (AMC) et Ceftriaxone (CRO)
sur Proteus mirabilis ;

Streptomycine (S), Pénicilline (P), Ampicilline (AM), Erythromycine,
Kanamycine, Pristinamycine et Lincomycine sur Streptoccocus B-hémolytique ;
Les antibiotiques standard utilisés sur Proteus mirabilis ont été également testés

sur la souche de référence d’E. coli.

> Matériels biologiques

Les germes ont été isolés a partir des prélévements suivants : prélévement vaginal,

pus et prélévement du liquide prostatique.

> Mode opératoire

Préparation des solutions d’extraits

Dix milligrammes de lyophilisat ont été dissous dans 1 ml de diméthylsulfoxide

(DMSO) ou d’eau distillée selon qu’il s’agit d’extraits organiques ou aqueux. Une



série de 50 pL, 100 pL et 150 uL de la solution correspondant a des quantités de 500
ng, 1000 pug et 1500 pg d’extraits a €té utilisée pour imprégner des disques de papier

de diametre connue ( 6 mm ).

Identification et isolement des souches pathogénes

L’observation microscopique des prélevements a été effectuée apres coloration par la
méthode de Gram. Les prélévements ont par la suite été ensemencés sur les milieux
gélose ordinaire et EMB (Eosine Bleu de M¢éthyléne) en vue d’une culture. Les
colonies obtenues aprés 24 heures ont été identifiées (par Galerie API 20 E).
Staphylococcus aureus a été identifié par le test a la catalase suivi du test au Staphylo-
KIT. Les souches ainsi identifiées ont €té repiquées sur une gélose nutritive en tube et

gardées au réfrigérateur en vue de leur conservation.

Préparation des milieux de culture

Gélose EMB

Trente-cinq grammes de poudre ont ét¢é mis en suspension dans un litre d’eau
distillée. Aprés un mélange soigneux, le mélange a été chauffé avec agitation jusqu’a
¢bullition en vue d’une complete dissolution. Nous avons stérilisé la préparation a

I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

Gélose de Miieller Hinton

Trente-huit grammes de poudre ont été introduits dans un litre d’eau puis nous avons
chauffé jusqu’a dissolution compléte. Ensuite nous avons procédé a une stérilisation de
la solution obtenue a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes. Apres refroidissement,

la solution a été transférée dans des boites de Pétri.



Gélose de Drigalski

Quatre grammes de poudre ont été dissouts dans un litre d’eau. Aprés chauffage
jusqu’a dissolution complete, nous avons procédé a la stérilisation de la solution
obtenue a I’autoclave pendant 15 min a 121 °C ; apres refroidissement la solution a été

transférée dans des boites de Pétri.

Gélose de Chapman

Cent onze grammes de poudre ont été introduits dans un litre d’eau puis chauffé
jusqu’a dissolution complete de la poudre. Apres avoir été stérilisée, la solution
obtenue a été placée a ’autoclave a 121 °C pendant 15 min ; Aprés refroidissement la

solution a été transférée dans des boites de pétri.

Gélose au sang

Quarante grammes de la poudre du milieu soja ont été mis en suspension dans 1 L
d’eau distillée. Le mélange porté a ébullition avec agitation jusqu’a dissolution
compléte de la poudre a été ensuite stérilisé a 1’autoclave pendant 15 min a 121 °C ;

Apres refroidissement, du sang frais de mouton (50 mL) a été ajouté a la solution qui

a ensuite été répartie dans des boites de Pétri.

Test proprement dit (Technique de diffusion en Agar):

Jour 1

Les souches conservées sur la gélose nutritive ont été repiquées sur les milieux de
cultures sélectifs. Staphylococcus aureus, Escherichia coli ont été respectivement
repiqués sur gélose Columbia et gélose EMB. Les milieux de culture ont été incubés a

I’étuve a 37 °C pendant 24 heures.



Jour 2

Des disques blancs de 6 mm de diamétre ont été confectionnés avec du papier buvard
et stérilisés a 1’autoclave.
Ces disques ont ensuite été imprégnés de 5 et 6 pl de la solution d’extrait et séchés

dans des boites de Pétri, soit des dosages de 50 et 60 pg d’extraits par disque.

Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions bactériennes ont été préparées par rapport a une solution de référence

(Mac Farland 0,5).

Mise en test

La suspension bactérienne a ét€ coulée sur des boites de Pétri contenant de la gélose
de Miieller Hinton ou de Drigalski et de la gélose au sang. Ce dernier est utilisé¢ pour
Streptococcus B-hémolytique. Apres inondation de toute la surface du milieu par la
suspension bactérienne, le surnageant a ét¢ aspiré a 1’aide d’une pipette de transfert.

Chacune des boites a recu 5 a 6 disques reconnus par un numéro d’identification des
extraits apposé a la face inférieure de la boite. Des antibiotiques standard ont été testés
dans les mémes conditions . Les milieux ont été incubés a I’étuve a 37 °C pendant au

moins 18 heures.

Jour3
Apres 18 — 24 heures d’incubation, les diametres des zones d’inhibition autour de
chaque disque ont été mesurés en vue d’apprécier 1’activité inhibitrice des extraits et

des antibiotiques testés.



1.4.1.4- Détermination de I’activité sur la fixation du complément

» Principe

Le test de la fixation du complément est un test in vitro qui consiste a déterminer
I’interaction de I’extrait avec la réaction de cascade du complément. Ce test a ¢été

réalisé a I’université d’Oslo.

> Matériels

- Anticorps de lapin

- Buffer véronal (VB) : Tampon véronal

- Bovin Serum Albumine (BSA) 30 % : albumine du sérum de beeuf
- Hématies de mouton

- Chlorure de sodium (NaCl)

- Sérum humain

- Sodium azide (10 %)

> Mode opératoire

Les hématies de mouton sont lavées deux fois avec la solution de NaCl (9 mg/mL),
une fois avec la solution de VB/BSA renfermant du véronal buffer a pH= 7,2 et 2
mg/mL d’albumine de sérum bovin (BSA 30 %) et 0,02 % d’une solution de sodium
azide (10 %).

Ensuite les hématies sont sensibilisées avec les anticorps de lapin anti-érythrocytes de
mouton.

Elles ont été incubées a 37 °C sous agitation pendant 30 min et lavées de nouveau
avec les solutions précédentes. La suspension cellulaire (1 %) est mise dans le

VB/BSA préparé et utilisé le méme jour.



Le sérum humain contenant les protéines du complément est prétraité en éliminant les
anticorps anti-érythrocytes de mouton, puis dilué¢ dans le VB/BSA a une concentration
qui entraine 50 % d’hémolyse.

Les échantillons ont été¢ dissouts dans le VB/BSA aux concentrations suivantes :
500 ;250;62,5;31,3 et 15,6 pg/mL .

Cinquante microlitres de 1’extrait dilué¢ dans le VB/BSA et 50 pL de sérum humain
prétraité sont introduit dans la microplaque portant 96 puits, puis incubés a 37 °C sous
agitation pendant 30 min.

Nous avons ajouté a la solution incubée 50 pLL d’hématies de mouton puis incubé de
nouveau a 37 °C sous agitation pendant 30mn puis centrifuger pendant 5 min.

Nous avons transféré 100 uL. de la couche surnageante des puits dans une nouvelle
microplaque et déterminé 1’absorbance a 405 nm.

100 % de lyse est obtenu avec de I’eau distillée plus les hématies de mouton (A eau).
Le milieu de controle est le VB/BSA, le sérum humain et les hématies de mouton (A
controle).

La fraction de pectine PMII de Plantago major L. (Samuel sen et al., 1996) a été
utilisée comme le produit de référence.

Le pourcentage de lyse est donné par la formule :

A contréle — A échantillon

A contrdle

1.4.1.5- Détermination de Pactivité hémolvtique

Les chromatogrammes obtenus avec les extraits de T. catappa ont été émergés dans
une cuve contenant le sang frais de mouton prélevé sur le citrate de sodium a 5 %
pendant une heure de temps. Elles ont ensuite €té retirées et lavées avec de 1’eau
distillée.

Les substances qui possedent une propriété hémolytique, apparaissent sous forme de

taches blanches sous un fond rouge.



1.4.2- Activités biologiques in vivo

1.4.2.1- Effets du décocté aqueux de T. catappa sur certains parametres

hématologiques des souris

Avant de passer a I’étude de ’activité antianémique de nos extraits, nous avons voulu
vérifier tout d’abord I’effet du décocté aqueux de T. catappa sur la croissance des

souris, leur alimentation et sur certains de leurs paramétres sanguins.

Méthodologie

Nous avons utilisé 6 lots de 5 souris (maéles et femelles) et nous avons procédé de la
manieére suivante :
Dans un premier temps nous avons effectué¢ un suivi des animaux avant de passer au
test d’évaluation de D’effet du décocté aqueux de T. catappa sur les parameétres

hématologiques des souris.

> Suivi des animaux

Les animaux ont ét¢ tout d’abord suivis pendant 2 semaines durant lesquelles le poids

corporel, la quantité de nourriture et le volume hydrique de chaque lot ont été mesurés.

> Etude de Peffet sur les paramétres hématologiques des souris

Nous avons adopté le protocole suivant :
1. Un lot témoin : les souris du lot ont re¢u par voie orale de I’eau distillée (25

mL/kg) pendant 8 jours.

2. Un lot traité avec le décocté aqueux de T. catappa : nous avons administré aux
souris de ce lot, ’extrait de la plante par voie intra-gastrique a la dose de 100

mg/kg par jour pendant 8 jours.



3.

Un lot traité avec le décocté aqueux de T. catappa et intoxiqué par
I’éthyléne glycol (EG) : nous avons administré I’extrait de la plante par voie
intra-gastrique aux souris de ce lot, a la dose de 100 mg/kg par jour pendant 4
jours. Les souris ont ensuite été intoxiquées par administration orale de EG a la

dose de 10 mL/kg correspondant a 1171 mg/kg chaque jour pendant 4 jours.

A la fin de ce temps, nous avons attendu 4 jours. Le 5° jour aprés la derniére

administration de 1’agent hématotoxique, les animaux ont été pesés, sacrifiés afin de

prélever le sang sur anticoagulant (EDTA) pour établir ’hémogramme. Les

organes foie et rate de chaque souris, ont été prélevés et pesés.

4. Un lot de témoin positif traité a ’eau et intoxiqué par I’éthyléne glycol

5.

(EG) : nous avons procédé de la méme maniere que le lot 3 seulement, a la

place de I’extrait, les souris sont traitées avec de I’eau distillée (25 mL/kg).

Un lot traité avec le décocté aqueux de T. catappa et intoxiqué par
I’éthyléne glycol méthyl éther (EGME) : nous avons administré a ce lot le
décocté de la plante par voie intra-gastrique a la dose de 100 mg/kg par jour
pendant 4 jours. Les souris ont ensuite été intoxiquées par administration orale
de EGME a la dose de 10mL/kg correspondant a 955 mg/kg chaque jour

pendant 4 jours.

A la fin de ce temps, nous avons attendu 4 jours. Le 5° jour aprés la derniére

administration de 1’agent hématotoxique, les animaux ont €été¢ pesés puis sacrifiés afin

de prélever le sang sur anticoagulant (EDTA) pour établir I’hémogramme. Les organes

foie et rate de chaque souris ont été prélevés et pesés.

6.

Un lot témoin positif traité a I’eau et intoxiqué par I’éthyléne glycol méthyl
éther : nous avons procédé de la méme manicre que le groupe 5 seulement, a la

place de I’extrait, les souris sont traitées avec de 1’eau distillée (25 mL/kg).






2- RESULTATS

2.1- ETUDE PHYTOCHIMIQUE

2.1.1- Matériel végétal

La poudre de Terminalia catappa, obtenue aprés pulvérisation des écorces de tronc,
est de couleur marron.
Les feuilles pilées de Kalanchoe crenata ont une odeur forte contrairement a la

poudre d’écorces de tronc de T. catappa.

2.1.2- Réactions de caractérisation

Tableau 5: Résultat des réactions de caractérisation

Groupes chimiques TcET KcF
Tanins LN _
Tanins (réaction avec HCI) LR _
Tanins catéchiques T _
Tanins galliques T _
Polyuronides (mucilages) _ ++
Stérols et triterpénes ++ _
Hétérosides cardiotoniques (Baljet) ++ R
Hétérosides cardiotoniques (Kedde) _ ++
Hétérosides cardiotoniques (Raymond-Marthoud) B +++
Leucoanthocyanes -+ T

TcET : Ecorces de tronc de Terminalia catappa
KcF : Feuilles fraiches de Kalanchoe crenata




Le screening phytochimique de nos deux plantes a révélé la présence de mucilages,
de stérols et triterpenes, de leucoanthocyanes avec une prédominance des tanins et des
hétérosides cardiotoniques respectivement pour T. catappa et pour Kalanchoe crenata.
pour qui les leucoanthocyanes ont donné une réaction louche dont la présence n’a pas
été confirmée par CCM.

Les hétérosides cyanogénétiques, les coumarines, les caroténoides, les flavonoides,
les alcaloides, les saponosides, les quinones et les anthracénosides étaient absents aussi
bien dans les écorces de tronc de T. catappa que dans les feuilles fraiches de

Kalanchoe crenata.

2.1.3- Dosages

Tableau 6: Pourcentage des substances dosées dans les différentes drogues

Nature du dosage TCET (%) KcF (%)
Teneur en eau (volumétrie) 12 84
Teneur en eau (gravimétrie) 7,8 92
Cendres totales 10 1,3
Cendres chlorhydriques 2,6 0,13
Cendres sulfuriques 14,6 2,1
Substances extractibles par ’eau 13,8 4
Substances extractibles par 1’éthanol a 70 % 16 19

TcET : Ecorces de tronc de Terminalia catappa
KCcF : Feuilles fraiches de Kalanchoe crenata

La teneur la plus ¢élevée en cendres sulfuriques a été observée chez T. catappa avec

14,6 %. Le taux de cendres totales le moins élevé est celui de K. crenata avec 1,3 %.




2.1.4- Extractions

Tableau 7: Résultats des extractions aqueuses et éthanolique (70 %) de

Terminalia catappa (Tc) et de Kalanchoe crenata (Kc)

Extraits Drogues Rendement Aspect Couleur
(%)
Décocté (10 %), Tc Ecorces 16,3 Cristallisé Marron
Infusé (10 %), Tc Ecorces 16,56 Cristallisé Marron clair
Macéré aqueux (10 %), Tc Ecorces 13,56 Cristallis¢é | Marron foncé
Macéré EtOH, Tc ‘ Ecorces ‘ 7,77 ‘ Cristallisé ‘ Marron
Digesté, Kc ‘ Feuilles ‘ 15,75 ‘ Cailloux ‘ Verdatre

Le rendement le plus élevé (16,56 %) a été obtenu avec I’infusé et le plus faible (7,77

%) avec le macéré éthanolique de la poudre d’écorces de tronc de T. catappa.




Tableau 8: Résultats des extractions par les solvants a polarité croissante de la

poudre d’écorces de T. catappa.

Extraits Rendement (%) Aspect Couleur
Ether de pétrole 0,35 Pateux Jaune verdatre
Dichlorométhane 0,35 Collant Vert foncé
Méthanol 16,7 Cristallisé Rouge foncé
Digestion 5,9 Poudre Marron
Décoction 1,45 Poudre Marron clair

Le meilleur rendement a été obtenu avec les solvants aqueux et hydroalcooliques. Par

contre les faibles taux d’extraction ont €té¢ observés avec les solvants organiques. Les

plus faibles rendements sont rapportés a I’Ether de pétrole et au Dichlorométhane avec

0,35 %.




2.1.5- Ionogramme

Tableau 9: Résultats de I’ionogramme pour les ions sodium (Na") et potassium

(K") pour 100 g d’extraits aqueux des plantes

Extraits Na' (g) K" (g)
Poudre d’écorces, Terminalia catappa 0,21 0,35
Décocté, T. catappa 1,73 9,75
Infusé, T. catappa 0,23 1,37
Macere, T. catappa 0,007 1,21
Digesté épuise, T. catappa 0,7 5,32
Décocté épuisé, T. catappa 0,58 4,39
Digesté, Kalanchoe crenata 0,29 4,88




2.1.6- Chromatographie

2.1.5.6- Chromatographie sur couche mince

Tableau 10: Résultats de la CCM des extraits polaires de Terminalia catappa (Tc)

et de Kalanchoe crenata (Kc) révélée au Godin

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Décocté (10 %), Tc 0 Visible - Rose violacé
0,22 Visible - -
0,25 - Jaune -
0,37 Visible - -
0,6 - Violet -
0,78 - Blanc -
0,85 - - Rose
0,9 - Violet -
Infusé (10 %), Tc 0 Visible - Rose violace
0,15 Visible - -
0,2 Visible - -
0,25 - Jaune -
0,28 Visible - -
0,63 - Marron -
0,78 - Violet -
0,85 - - Rose
Macéré (10 %), Tc 0 Visible - Rose violacé
0,18 Visible - -
0,25 - Jaune -
0,27 Visible - -
0,63 - Violet -




Tableau 10’ : Suite des résultats de la CCM des extraits polaires de Terminalia

catappa (Tc) et de Kalanchoe crenata (Kc) révélée au Godin

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin

Macéré EtOH, Tc 0 Visible - Rose violacé
0,02 - Marron -
0,06 Visible - -
0,15 - - Violet
0,21 - - Violet
0,22 Visible Jaune -
0,37 Visible Marron -
0,52 Visible - -
0,58 - Bleu -
0,75 Visible - Bleu
0,85 - Blanc -

Extrait MeOH, Tc 0 Visible - Violet
0,03 - Marron -
0,12 - Jaune -
0,17 Visible - -
0,25 - Jaune -
0,3 Visible - -
0,33 - Marron -
0,36 Visible - -
0,73 Visible - Bleu
0,85 - Bleu Bleu

Digesté, Kc 0,27 - Blanc -
0,35 - - Jaune
0,48 - Blanc -
0,52 Visible Marron -
0,57 - Blanc -
0,58 Visible - Jaune
0,62 Visible - -
0,67 Visible - -
0,76 - Bleuatre -
0,88 - Rouge -

L’extrait lyophilisé du digesté des feuilles fraiches de Kalanchoe crenata est I’extrait

qui a montré le plus de fluorescence a 366 nm. Le macéré éthanolique est 1’extrait qui




a le plus réagit avec le réactif de Godin avec une abondance de coloration violette qui

pourrait bien représenter les composés terpéniques.

Tableau 11: Résultats de la CCM des extraits apolaires de Terminalia catappa

révélée au Godin.

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Extrait DCM 0 - Violet vif Marron
0,03 Visible - Rouge
0,05 - Violet -
0,07 - - Bleu
0,09 Visible - -
0,12 - - Violet
0,17 - Violet -
0,2 - - Rose
0,24 - Rouge -
0,25 Visible - Violet
0,3 - Rouge -
0,32 - - Violet
0,35 - Bleu -
0,39 - - Rose
0,42 - - Violet
0,44 - Rouge -
0,5 Visible - Violet foncé
0,51 - Rouge -
0,54 - - Violet foncé
0,55 Visible - -
0,64 - Rouge Vert
0,66 Visible - -
0,67 - - Rose
0,71 - Rouge Violet
0,74 - Vert -
0,77 - Bleu -
0,81 Visible Rose vif -
0,85 - Rouge Violet
0,91 - Bleu -
0,95 - Rouge Violet foncé




Tableau 11’ : Suite des résultats de la CCM des extraits apolaires de Terminalia

catappa révélées au Godin

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin

Extrait Ether de Pétrole 0 - Violet Marron
0,04 - Rouge -
0,06 - Pourpre -
0,1 Visible Rouge Violet clair
0,12 - Bleu -
0,16 Visible Rouge -
0,21 - - Violet clair
0,24 - - Bleu ciel
0,29 Visible Rouge -
0,32 - - Bleu ciel
0,39 Visible Rouge -
0,41 - - Violet foncé
0,5 - Vert -
0,52 - - Violet
0,55 Visible - Bleu foncé
0,57 - Bleu ciel -
0,64 Visible - -
0,71 - - Violet
0,74 Visible - -
0,77 - Rouge Violet clair
0,81 - - Bleu ciel
0,9 - - Violet
0,92 Visible - -
0,95 Visible - Violet foncé
0,97 - Bleu -

Comparativement aux extraits polaires, les extraits apolaires ont montré une forte
fluorescence a 366 nm. Ces extraits ont fortement réagit avec le réactif de Godin
présentant des colorations variées allant du rose au violet, en passant par le bleu et le

vert.




Figure 15: Chromatogramme de I’extrait éther de pétrole des écorces de tronc de T.
catappa révélé au réactif de Godin

Front du solvant : 8 cm

Support : Plaque de silice G60 F,s4 en aluminium

Dépot : 8 uL

Eluant : Ether de pétrole- Acétate d’éthyle (4 :1)

Révélateur : Réactif de Godin

TcEP : Extrait éther de pétrole des écorces de tronc de T. catappa



Tableau 12: Résultats de la CCM des extraits polaires de Terminalia catappa et de

Kalanchoe crenata révélée au FeCl;.

Extraits Rf 254 nm 366 nm FeCl;
Décocté (10 %), Tc 0 Visible - Bleu noiratre
0,05 - Marron -
0,1125 Visible - -
0,1375 - - Bleu noiratre
0,1625 Visible Jaune -
0,375 Visible - -
0,6 - Violet -
0,7875 - Blanc -
0,9 - Violet -
Infusé (10 %), Tc 0 Visible - Bleu noiratre
0,05 - Marron -
0,15 Visible - -
0,175 - Jaune -
0,2 Visible - -
0,2875 Visible - -
0,375 - Marron -
0,6 - Violet -
0,775 - Bleu -
Macéré (10 %), Tc 0 Visible - Bleu noiratre
0,0375 - Marron -
0,15 - Jaune -
0,1875 Visible - -
0,25 - Violet -
0,275 Visible - -
0,5 - Violet -
0,6125 - Blanc -
0,69125 - Blanc -
Extrait MeOH, Tc 0 - - Bleu noiratre
0,0375 - Marron -
0,125 - Jaune -
0,225 - - Bleu noiratre
0,25 - Jaune -
0,3375 - Marron -
0,3625 - - Bleu noiratre
0,85 - Bleu -




Tableau 12’ : Suite des résultats de la CCM des extraits polaires de Terminalia

catappa et de Kalanchoe crenata révélée au FeCl;.

Extraits Rf 254 nm 366 nm FeCly
Macéré EtOH, Tc 0 Visible - Bleu
0,025 - Marron -
0,0625 Visible Jaune -
0,15 - - Bleu noiratre
0,2125 Visible - -
0,225 Visible - -
0,375 Visible Marron -
0,3875 - - Bleu
0,5875 - Bleu -
0,85 - Bleu -
Digesté épuisé, Tc 0 - - Bleu noiratre
0,05 - Marron -
0,1375 - Jaune -
0,2 Visible - -
0,225 - Jaune -
0,375 Visible Marron -
0,5875 - Blanc -
0,7375 - Blanc -
Digesté, Kc 0,275 - Blanc -
0,4875 - Blanc -
0,525 Visible Marron Bleu noiratre
0,575 - Blanc -
0,5875 Visible - -
0,625 Visible - -
0,675 Visible - -
0,7625 - Bleuatre -
0,8875 - Rouge -

Tous les extraits polaires de nos deux plantes ont fortement réagit avec FeCls, ce qui

souligne la forte présence de tanins dans ces extraits.
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Figure 16: Chromatogramme du décocté, de I’infusé et du macéré de la poudre
d’écorces de tronc de T. catappa.

Front du solvant : 8 cm

Support : Plaque de silice G60 F;s4 en aluminium

Dépot : 8 ulL

Eluant : Butanol- Acide acétique- Eau (BAW) (60 :15 :25)

Révélateur : FeCly



Tableau 13: Résultats de la CCM des extraits apolaires de Terminalia catappa

révélée au FeCls.

Extraits Rf 254 nm 366 nm FeCl,
Extrait DCM 0 Visible Blanc Bleu noiratre
0,0375 Visible - -
0,1625 Visible Bleuatre -
0,3 Visible Rouge -
0,35 - Rouge -

0,4 - Rouge -
0,4875 - Rouge -
0,5375 Visible Rouge -
0,5875 - Rouge -

0,6 Visible - -

0,625 - Blanc -
0,6625 - Jaune -
0,7125 Visible Rouge -

0,75 - Blanc -
0,7625 - Rouge Bleu noiratre

0,8 Visible - -

0,8125 - Violet vif -
Extrait Ether de Pétrole 0 - Blanc Vert noiratre
0,0875 Visible Marron -

0,125 - Bleuatre -
0,1625 Visible - -

0,175 - Rose violacé -
0,2875 - Rouge vif -
0,3125 Visible - -

0,375 Visible - -

0,425 Visible Rouge vif -
0,4375 - - Vert noiratre
0,4873 Visible - -
0,5375 - Vert -
0,5625 Visible - Bleu noiratre

0,625 Visible Bleu vif -
0,6625 - - Bleu noiratre
0,6875 Visible - -
0,8125 - Rouge -




La révélation au FeCl; des chromatogrammes des extraits apolaires a montré des

colorations vertes et bleu- noiratres qui pourraient représenter des tanins.

2.1.5.7- Chromatographie en phase gazeuse

Tableau 14: Composition en monosaccharides des polysaccharides de D’extrait

aqueux lyophilisé du décocté, selon la recette du tradithérapeute, de la poudre

d’écorces de Terminalia catappa

Sucres Quantités (ng) Pourcentage (%)

Arabinose 27,78 3,06
Rhamnose 4,75 0,52
Xylose 26,32 2,89
Mannose 43,35 4,76
Galactose 11,76 1,29
Glucose 796,06 87,48

Total 910,02 100

% sucre 45,50

Nous constatons que 45,50 % de D’extrait aqueux lyophilisé du décocté, selon la

préparation du tradithérapeute, est constitu¢ de polysaccharides. Le plus abondant

¢tant le glucose (87,48 %) avec des traces de rhamnose (0,52 %).




Tableau 15: Composition en monosaccharides des polysaccharides de I’infusé de

la poudre d’écorces de tronc de Terminalia catappa

Sucres Quantités (ng) Pourcentage (%)

Arabinose 91,28 8,53
Rhamnose 3,92 0,37
Xylose 10,53 0,98
Mannose 76,47 7,14
Galactose 29,65 2,77
Glucose 858,82 80,21

Total 1070,67 100

% sucre 53,53

L’infusé de la poudre d’écorces de tronc de T. catappa est constitu¢ de 53,53 % de

polysaccharides. Le monosaccharide le moins abondant est le rhamnose (0,37 %) et le

plus abondant le glucose (80,21 %).

Tableau 16: Composition en monosaccharides des polysaccharides de I’extrait

aqueux du macéré de la poudre d’écorces de tronc de Terminalia catappa

Sucres Quantités (ng) Pourcentage (%)

Arabinose 97,67 13,80
Rhamnose 109,66 15,14
Xylose 111,89 15,45
Galactose 48,18 6,65
Glucose 354,65 48,96

Total 724,38 100

% sucre 36,22




L’extrait aqueux lyophilis¢ du macéré a comme monosaccharide le plus abondant le

glucose (48,96 %) et comme monosaccharide le moins abondant le galactose (6,65 %).

Tableau 17: Composition en monosaccharides des polysaccharides du digesté de

la poudre d’écorces de tronc de Terminalia catappa

Sucres Quantités (pg) Pourcentage (%)
Arabinose 100 9,23
Rhamnose 11,89 1,1
Xylose 33,58 3,1
Mannose 67,65 6,24
Galactose 23,53 2,17
Glucose 847,06 78,16
Total 1083,71 100
% sucre 57,61

Nous constatons que 57,61 % du digest¢ de la poudre d’écorces de tronc de T.

catappa. Le plus abondant des monosaccharides présent est le glucose avec 78,16 %.

On note par contre des traces de rhamnose (1,1 %).




Tableau 18: Composition en monosaccharides des polysaccharides du digesté des

feuilles de Kalanchoe crenata

Sucres Quantités (ng) Pourcentage (%)

Arabinose 3,11 0,44
Rhamnose 375,13 53,12
Xylose 116,42 16,48
Mannose 8,06 1,14
Galactose 5,41 0,77
Glucose 198,12 28,05

Total 706,25 100

% sucre 35,31

35,31 % du digesté des feuilles fraiches de Kalanchoe crenata est constitué de sucres

dont le plus abondant est le rhamnose avec 53,12 % et le moins abondant est

I’arabinose avec 0,44 %. Le polysaccharide ici semble étre de type rhamno-glucane.
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Figure 17: Chromatogramme représentant les monosaccharides

digesté des écorces de tronc de Terminalia catappa.
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2.2- ACTIVITES BIOLOGIQUES

2.2.1- ACTIVITES BIOLOGIQUES IN VITRO

2.2.1.1- Activité antioxydante

Tableau 19: Résultats du test antioxydant sur les extraits aqueux et
hydroalcooliques des écorces de tronc de Terminalia catappa et des feuilles de
Kalanchoe crenata dans un systeme BAW (60 :15 :25) révélé avec le DPPH.

Extraits Rf

Décocté (10%) des écorces de tronc de T. catappa 0
0,25
0,51
0,57
0,7
0,8
Infusé (10%) des écorces de tronc de T. catappa 0
0,162
0,30
0,36
0,55
0,79
0,92
Macéré (10%) des écorces de troncs de T. catappa 0
0,07
0,2
0,24
0,31
0,5
0,86
Digesté épuisé des écorces de tronc de T. catappa 0,05
0,14
Extrait MeOH des écorces de tronc de T ; catappa 0,19
0,67
Extrait EtOH des écorces de tronc de T. catappa 0,11
0,32
0,75
Digest¢ des feuilles de K. crenata -




Tous les extraits des écorces de tronc de T. catappa, en particulier les extraits aqueux
ont une forte activité¢ antioxydante. Par contre le DPPH n’a révélé aucune activité

antiradicalaire pour le digesté des feuilles de Kalanchoe crenata.
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Figure 18: Chromatogramme représentant le décocté, I’infusé et le macéré aqueux des
¢corces de tronc de T. catappa révélés au DPPH

Front du solvant : 8 cm

Plaque de silice : G60 F5s4 en aluminium

Dépot : 8 uL

Eluant : Butanol- Acide acétique- Eau (BAW) (60 :15 :25)

Révélateur : DPPH

Les résultats du test antioxydant réalisé sur les extraits apolaires des écorces de tronc
de Terminalia catappa dans un systéme Ether de pétrole-Acétate d’Ethyle (4 :1 et 5 :2)

apres révélation par le DPPH ont montré des substances actives au point de dépot.



En comparaison avec les extraits polaires, les extraits apolaires des écorces de tronc de

T. catappa ont montré une faible activité¢ antioxydante.

2.2.1.2- Activité antifongique

Tableau 20: Résultats du test antifongique de nos extraits

Extraits Doses Rf
Extrait DCM des €corces de tronc de T. catappa 100 ug 0,75
300 pg 0,76
600 pg 0,77
Extrait Ether de pétrole des écorces de tronc de T. 600 ng 0,49
catappa
Nystatine \ 0,5 png 0

Sur 11 extraits testés deux, I’extrait Dichlorométhane et I’extrait Ether de pétrole des

¢corces de tronc de Terminalia catappa, ont montré une activité sur Candida albicans

comme I’indique le tableau n° 20.




2.2.1.3- Résultats des activités antibactériennes des extraits

Tableau 21: Diamétres d’inhibition des souches de Staphylococcus aureus par les

extraits de plantes et les antibiotiques standards.

Extraits + Antibiotiques utilisés Doses (ng) Diameétres des
zones d’inhibition
(mm)
Décocté 10%, Terminalia catappa 500 13
1000 7
Infusé 10%, Terminalia catappa 500 12
1000 6
Macérée H,O, T. catappa 500 12
Extrait Ether de pétrole, T. catappa 500 11
1000 10
Extrait Dichlorométhane, T. catappa 500 10
1000 8
Digesté, K. crenata 500 7
Chloramphénicol 30 25 (S)
Kanamycine 30 Ul 20 (S)
Pristinamycine 15 30 (S)
Oxacilline 5 13 (R)
Erythromycine 15 U1 33(S)
S= Sensible R= Résistant Ul= Unité internationale

L’extrait le plus actif (13 mm) sur Staphylococcus aureus est le décocté 10 % a la dose
de 500 pg. Par contre le moins actif est I’'infusé a 1000 pg.




Tableau 22: Diamétres d’inhibition des souches de Escherichia coli par les

extraits de plantes et les antibiotiques standards.

Extraits + Antibiotiques utilisés Doses (ng) Diameétres des zones
d’inhibition (mm)
E.coli (souche | E. coli (ATCC
clinique) 25922)
Décocté 10%, Terminalia catappa 1000 10 -
Macéré H,0, T. catappa 500 7 -
1000 9 -
Macere EtOH, T. catappa 500 7 -
1000 10
Extrait Ether de pétrole, T. catappa 500 8 -
Extrait Dichlorométhane, T. catappa 1000 10 -
Décoction épuisé, T. catappa 1000 - 8
Digesté, Kalanchoe sp. 500 8 -
1000 - 8
Feuilles fraiches, K. crenata 1000 7 -
Norfloxacine 10 0 -
Tetracycline 30 0 -
Amikacine 30 15 (D) 22 (S)
Ciprofloxacine 5 0 -
Chloramphénicol 30 18 (I) -
Cefsulodine 30 - 0
Doxycycline 30 - 22 (S)
Nitroxoline 20 - 20 (S)
Pefloxacine 5 - 30 (S)
Amoxicilline+Ac. clavulanique 20+10 - 17 (D)
Ceftriaxone 30 - 32 (S)

S= Sensible R= Résistant

I= Intermédiaire

-= Diamétre non déterminé

Les extraits décocté (10 mm), macéré éthanolique (10 mm) et dichlorométhane (10

mm) ont été les plus actifs sur Escherichia coli(souche clinique)avec des doses

respectivement de 1000 pg pour les trois extraits.

Sur Escherichia coli (souche de référence), les extraits pour lesquels nous avons

observés des zones d’inhibition sont ’extrait éther de pétrole (8 mm) et le décocté




épuisé (8 mm) pour T. catappa et le digesté (8§ mm) pour K. crenata aux doses de 1000

ug.

Tableau 23: Diamétres d’inhibition des souches de Streptococcus B-hémolytique

par les extraits des plantes et les antibiotiques standards.

Extraits + Antibiotiques utilisés Doses (ng) Diameétres des zones
d’inhibition (mm)
Décocté 10%, Terminalia catappa 1000 8
Infusé 10%, T. catappa 1000 7
Maceére H,O, T. catappa 1000 6
Extrait Ether de pétrole, T. catappa 1000 7
Extrait MeOH, T. catappa 1000 7
Feuilles fraiches, K. crenata 1000 8
Streptomycine 10 17 (S)
Pénicilline 6 24 (D
Ampicilline 10 26 (S)
Erythromycine 15 UI 26 (S)
Kanamycine 30 UI 30 (S)
Pristinamycine 15 24 (S)
Lincomycine 15 24 (S)

Le plus grand diamétre (8 mm) a été obtenu avec le décocté de T. catappa et les

feuilles fraiches de K. crenata.




Tableau 24: Diamétres d’inhibition des souches de Klebsiella pneumoniae par les

extraits des plantes et les antibiotiques standards.

Extraits + Antibiotiques utilisés Doses (ng) Diamétres des zones
d’inhibition (mm)

Digesté, K. crenata 500 7

1500 10
Ciprofloxacine 5 30 (S)
Amikacine 30 24 (S)
Chloramphénicol 30 8 (R)
Colistine 10 14 (S)
Gentamicine 10 21 (S)
Amoxicilline 25 0

Nous avons obtenu de faibles résultats avec le test antibactérien sur Klebsiella

pneumoniae. Seul le digesté de K. crenata a montré de faibles zones d’ihnibition avec

7 mm pour 500 pg et 10 mm pour 1500 pg.




Tableau 25: Diameétres d’inhibition des souches de Proteus mirabilis par les

extraits des plantes et les antibiotiques standards.

Extraits + Antibiotiques utilisés Doses (ng) Diameétres des zones
d’inhibitions (mm)
Décoction 10%, Terminalia catappa 500 7
1000 7
Macéré H,O, T. catappa 1000 9
Digesté épuise, T. catappa 500 6
1000 7
Décocté épuisé, T. catappa 500 6
1000 6
Macéré EtOH, T. catappa 500 7
Extrait Dichlorométhane, T. catappa 500 9
Extrait MeOH, T. catappa 500 9
Feuilles fraiches, K. crenata 500 8
Digest¢, K. crenata 500 8
1000 6
Cefsulodine 30 0
Doxycycline 30 15 (R)
Nitroxoline 20 11 (R)
Amikacine 30 17 (I)
Pefloxacine 5 21 (D)
Amoxicilline+Ac. clavulanique 20+10 20 (D)
Ceftriaxone 30 27 (S)

Les plus grands diametres d’inhibition (9 mm) ont été obtenu avec le macéré aqueux,

I’extrait dichlorométhane et I’extrait méthanolique de T. catappa.




2.2.1.4- Résultats de I’ Activité sur la fixation du complément

Tableau 26 : Détermination de la concentration inhibitrice 50 des différents

extraits de T. catappa et de K. crenata.

Extraits ICH5, (ng/mL)
PM II 144,83
Décocté, Tc 44,83
Infusé, Tc 17,23
Macéré, Tc 17,24
Digesté, Kc Inactif

Tec : Terminalia catappa
Kc : Kalanchoe crenata
ICHj5, : Concentration inhibitrice 50
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Figure 19 : Courbes représentant les résultats de I’activité sur la fixation du

complément de nos différents extraits.



L’infusé et le macéré obtenus a partir des écorces de tronc de T. catappa ont montré
une forte activité de fixation du complément avec des ICHsy de 17,23 et 17,24 pg/mL
comparativement au PMII qui inhibe 50 % de I’hémolyse a la dose de 144,83 pg/mL.

2.2.1.5- Résultat de P’activité hémolytique

Aucun constituant du chromatogramme des extraits aqueux de Terminalia catappa
obtenu avec le systéme de solvant B.A.W., n’a provoqué I’hémolyse des hématies de

sang de mouton.



2.2.2- ACTIVITE BIOLOGIQUE IN VIVO

2.2.2.1- Résultats du suivi des animaux

Tableau 27 : Variation de masse des souris

Lots souris

Moyenne de la masse

Moyenne de la masse

initiale (g) apreés 2 semaines en g

(Ecart type)
Lot 27,36 27,31 (£ 0,05)
Lot IT 31,02 33,27 (£ 2,25)
Lot III 33,77 34,31 (£ 0,54)
Lot IV 25,70 26,48 (£ 0,78)
LotV 3591 39,09 (+ 3,18)
Lot VI 34,02 34,3 (£ 0,28)

Besoin alimentaire des souris : environ 0,15 a 0,2g/g de poids corporel ; Besoin

hydrique des souris environ 0,15 a 0,35g/g de poids corporel (Hoffmann, 1963).

Nous avons observé une diminution du poids corporel seulement chez le lot I au bout

de deux semaines.

Les lots II et V ont eu la plus grande augmentation.




2.2.2.2- Effets du décocté aqueux de T. catappa sur le poids corporel, deux

organes cibles ( foie et rate) et sur les parameétres hématologiques des souris.

Tableau 28 : Valeurs du poids corporel, poids et de la rate et les poids relatifs du

foie, de la rate des animaux traités avec le décocté aqueux de T. catappa.

Lots traités PCI (g) PCF (g) P Foie (g) PR Foie P Rate (g) | PR Rate

(“0) (%)
(I Eau 39,48 39,48 1,57 3,97 0,26 0,66
(IT) Décocté 32,81 28,54 1,18 4,13 0,13 0,42
(IIT) Eau+EG 26,13 23,30 0,86 3,69 0,12 0,52
(IV) Décocté+EG 34,88 35,71 1,47 4,12 0,20 0,56
(V) Eau+tEGME 34,28 32,28 1,31 4,06 0,12 0,37
VD) 35,32 29,79 1,30 4,36 0,18 0,60
Décocté+tEGME

EG : Ethyléne glycol ; EGME : Ethyléne glycol méthyl éther

PCI : Poids corporel initial ; PCF : Poids corporel final ; PR: Poids relatif ; P: Poids

Selon la littérature, nous reportons les valeurs normales par rapport au poids des

organes cibles (Hoffmann, 1963).

Valeurs normales du poids du foie, de la rate et leurs poids relatifs :

0 Poids du foie compris entre 1,7 g et 3,58 g avec comme moyenne 2,80 g; et le

poids relatif du foie est entre 5,76 g et 7,89 g avec comme moyenne 6,90 g ;

0 Poids de la rate compris entre 0,10 et 0,42 g avec comme moyenne 0,24 g ; son

poids relatif est entre 0,26 et 1,00 g avec comme moyenne 0,60 g.




Nous avons noté une diminution de poids corporel chez 4 lots sur 6. Les poids relatifs

du foie et de la rate n’ont pas changé¢ par rapport aux valeurs normales.

Tableau 29 : Effets du décocté aqueux de T. catappa sur les parameétres

hématologiques des souris

Paramétres Eau Décocté Eau + Décocté Eau + Décocté
EG +EG | EGME |+EGME
GR (mm’)x10° 8,36 8,8 9,10 9,4 9,9 8,08
HGB (g/dL) 15,6 15,4 15,2 15,9 14,4 13,4
HCT (%) 48,8 47,3 45,9 49,6 44.6 42,8
PLA (mm’)x10’ 307 811 777 257 486 496
VGM (um’) 49 51 47 48 47 49
CCMH (g/dL) 32,0 32,5 33,1 32,1 32,3 31,3
GB (mm’) x10° 5,9 6,1 11,3 6,5 8,0 4,5
Lym (%) 54,6 57,9 64,5 57,8 49,7 38,9
Mon (%) 17,9 17,8 16,7 14,8 20,0 19,7
Gra (%) 27,5 243 18,8 25,4 30,3 41,4
N (%) 27,51 233 18,8 25,4 30,3 41,4
E (%) 00 00 00 00 00 00
B (%) 00 00 00 00 00 00

EG : Ethyléne glycol

EGME : Ethyléne glycol méthyl éther




Selon la littérature, nous rapportons des paramétres biologiques des souris (Mitruka et

Rawnsley, 1977) :

Globules rouges (GR) par mm’ = 8-9x10° ; Hémoglobine (HGB) en g/dL = 11,5-14,7 ;
Hématocrite (HCT) en %= 36,1-44,2 ; Plaquettes (PLA) par mm’> =600-1200x10° ;
Volume corpusculaire moyen (VGM) en um’ = 46,7-52,5; Concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) en g/dL = 30,4-33,7 ; Globules
blancs (GB) par mm’= 5,1-11,6x10

Neutrophiles en % = 6,7 - 37,2
Lymphocytes en % = 63 - 75
Monocytes en % = 0,7 - 2,6
Eosinophiles en % = 0,9 — 3,8
Basophiles en % =0 - 1,5

O O O O O






3- ANALYSES ET DISCUSSION

Notre travail a porté sur 1’étude de la phytochimie et des activités biologiques de
Terminalia catappa L. et de Kalanchoe crenata (Andr.) Haw. qui sont deux plantes
utilisées en médecine traditionnelle gabonaise et a qui on confére de grandes propriétés

thérapeutiques.

Dans la littérature, ces deux plantes sont trés largement utilisées en médecine
traditionnelle. En effet la seéve des feuilles de K. crenata est utilisée communément
contre les otites. Le décocté des feuilles est utilisé contre 1’asthme et le macéré sert a
calmer les palpitations (Burkill, 1985). T. catappa communément appelé badamier, est
une plante reconnue pour ses propriétés antibactériennes et antifongiques (Burkill,
1985). Le décocté des écorces est utilis¢é comme antidiarrhéique mais également pour

soigner les plaies et les blennorragies (www.naturia.per.sq). L’indication de T.

catappa dans le traitement de ’anémie a été notée mais aucune étude a ce propos n’a
¢été rapportée dans la littérature a date . C’est pour mieux comprendre le mécanisme
d’action de ces plantes et vérifier les propriétés thérapeutiques des écorces de tronc de
T. catappa dans la prise en charge des anémies et vue la prévalence élevée de cette
affection que cette étude a été effectuée.

Cependant il nous a été difficile de dresser une étude comparative de nos résultats
avec ceux des travaux antérieurs vu qu’aucune étude n’a été faite sur T. catappa
concernant le traitement de 1’anémie et que c’est la premiere fois qu’un travail du

genre est réalisée au DMT.

Le screening phytochimique de nos deux plantes a révélé la présence de mucilages,
de stérols et triterpenes, de leucoanthocyanes avec une prédominance des tanins et des

hétérosides cardiotoniques respectivement pour T. catappa et pour K. crenata pour qui



les leucoanthocyanes ont donné une réaction louche dont la présence n’a pas été
confirmé par CCM.

Les hétérosides cyanogénétiques, les coumarines, les caroténoides, les flavonoides,

les alcaloides, les saponosides, les quinones et les anthracénosides étaient absents aussi
bien dans les écorces de tronc de T. catappa que dans les feuilles fraiches de K.
crenata.
Fofana en 2004, a trouvé dans les feuilles de T. catappa en Cote d’Ivoire, en plus des
substances chimiques citées plus haut, des flavonoides, des saponosides et des
quinones. Ses travaux lui ont aussi permis de trouver des protéines, des glycoprotéines
et des polysaccharides.

Les CCM ont permis de confirmer la présence de certains groupes chimiques comme
les tanins par ’apparition d’une coloration bleu noiratre.

La présence de tanins dans nos écorces de tronc de T. catappa concorde avec Creté
(Creté, 1975) a savoir que les Combretaceae, principalement le genre Terminalia, sont
des plantes riches en tanins. Selon Burkill (Burkill, 1985), les écorces et les fruits de T.
catappa contiendraient 6-20 % de tanins. Ceci pourrait expliquer les résultats
biologiques de cette plante qui ont montré une forte activité antioxydante. Ce constat
est intéressant vue 1’importance accordée actuellement aux composés antioxydants. En
effet, plusieurs études épidémiologiques ont mis en ¢évidence le fait que les
antioxydants protégent 1’organisme contre les cancers et autres maladies
cardiovasculaires (Pincemail et al., 1999).

Les polyphénols, en particulier les tanins, et plus précisément les tanins catéchiques,
grace a leurs propriétés astringente et veinotrope, renforcent la résistance des
vaisseaux et empéchent ainsi la fuite du sang. Cette propriété hémostatique pourrait
étre bénéfique dans le cas de la prise en charge des anémies.

L’abondance de ces antioxydants pourrait aussi indiquer notre plante dans le
traitement ou la prévention de I’inflammation (Pincemail et al., 1999). En effet, les
radicaux libres, que les antioxydants picgent, oxydent les phospholipides en

prostaglandines qui sont les progéniteurs des médiateurs de I’inflammation.



D’autres constituants ont ét¢é mis en évidence par CCM suite a [’observation aux
rayons UV. Nous avons noté la présence de constituants UV actifs a 254 nm et des
fluorescences a 366 nm.

La révélation avec le réactif de Godin nous a permis de confirmer la présence de
stérols et triterpeénes dont I'intérét thérapeutique en fait un groupe de métabolites
secondaires de premiére importance vu ses potentialités thérapeutiques dans les
domaines les plus variés: anti-inflammatoire, analgésique, molluscicide et

cytostatique (Bruneton, 1993).

La majorité des constituants de ces plantes ont une affinité plus marquée pour les
solvants polaires : 16 % des substances contenues dans les écorces de tronc de T.
catappa et 19 % des substances contenues dans les feuilles fraiches de K. crenata sont
extractibles par 1’éthanol contre 13,8 et 4 % par I’eau respectivement pour T. catappa

et K. crenata.

Les résultats de I’ionogramme de nos extraits montrent leur richesse en €¢léments
minéraux. Le plus riche est le décocté des écorces de tronc de T. catappa. La présence
du Na dans les écorces de cette plante, pourrait expliquer le fait qu’elle est utilisée
traditionnellement contre la diarrhée. En effet le sodium est reconnu pour sa capacité
de rétention hydrique ce qui permet de lutter contre un effet secondaire majeur de la
diarrhée : la déshydratation. Cette propriété pourrait également étre bénéfique dans le
cas d’'une hypovolémie sanguine rencontrée au cours d’une anémie.

Le décocté des écorces de T. catappa présente 45,50 % de polysaccharides constitués
essentiellement de glucose (87,48 9%). Une des indications du glucose est la
réhydratation habituelle et la prévention des déshydratations (Bruneton, 1993):
propriété qui appuie celle du Na'.

De plus, il est scientifiquement reconnu que les tanins possédent des propriétés
antidiarrhéiques (Bruneton, 1993) .

Tous les extraits de nos deux plantes possédent plus 35 % de polyssaccharides, ce qui
est encourageant puisque les polysaccharides sont utilis€s comme immunostimulants

et donc renforcent le systéeme immunitaire.



Cette propriété avait déja été retrouvée chez les feuilles de Terminalia catappa par
Fofana en 2004.

L’activité antifongique a été déterminée sur des souches cliniques de Candida
albicans. L’extrait au dichlorométhane des écorces de tronc de T. catappa a été le plus
actif a la dose de 100 png. La zone d’inhibition est visible au Rf 0,75. L’activité
antifongique pourrait étre due aux tanins et a la présence de stérols et triterpenes
(Bruneton, 1993). Les tanins comme indiqué ci-dessus pourraient avoir une activité

contre les champignons et les bactéries.

Plusieurs extraits se sont avérés actifs pour le test antibactérien sur cinq souches
cliniques (Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, Streptococcus B-hémolytique,
Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae) et une souche de référence (Escherichia
coli ATCC 25922). Les diamétres des zones d’inhibition vont de 7 a 12 mm. L’extrait
le plus actif a été le macéré aqueux de T. catappa a la dose de 500 pug avec une zone
d’inhibition de 12 mm sur Staphyloccocus aureus ( Tableau 26). Sur Streptococcus f3-
hémolytique, les extraits les plus actifs ont été le décocté de T. catappa (8 mm) et le

digesté de K. crenata (8 mm) a la dose de 1000 ng.

L’activité¢ antibactérienne de ces plantes pourrait s’expliquer par la présence de
substances polyphénoliques (tanins). Selon de nombreux auteurs (Bruneton, 1993 ;
Ybert et al., 2001), les composés polyphénoliques possédent des propriétés
antibactériennes. Les tanins sont surtout connus pour leur propriété astringente mise a
profit pour stopper les hémorragies. Ils permettent par ailleurs de lutter contre les
infections du fait de leur capacité a complexer les macromolécules, en particulier les
protéines : enzymes digestives et autres, protéines fongiques ou virales (Bruneton,
1993). Les activités antibactériennes détectées pourraient étre bénéfiques dans le

traitement des hémolyses bactériennes.



Pour ce qui est du test de fixation du complément, le décocté, I’infusé et le macéré
aqueux de T. catappa ont montré une tres forte activité sur la fixation du complément
avec des ICHsg, pour I’infusé et le macéré, de 17,24 pg/mL comparativement au PMII
qui inhibe 50 % de I’hémolyse a la dose de 144,83 pg/mL. Ceci montre le fort

potentiel de ces extraits a empécher les hémolyses provoquées par le complément.

Par contre le digesté de Kalanchoe crenata a présenté une faible activité.

Pour ce qui est du test biologique in vivo, les produits hématotoxiques utilisés,
n’ayant pas provoqué d’anémie, le test antianémique n’a pas pu étre réalisé.
Cependant, nous constatons que le décocté aqueux de T. catappa a la dose de 100
mg/kg par jour pendant 8§ jours n’affecte pas les parametres hématologiques des souris
par rapport au lot témoin et aux valeurs rapportées dans la littérature (Ghanayen,
1996). Ce résultat confirme 1’absence de constituants pouvant provoquer 1’hémolyse
selon la révélation du chromatogramme des extraits de T. catappa avec le sang de
mouton.

Dans I’ensemble, tous les lots ont eu une légere augmentation non significative par
rapport au poids initial.

L’¢éthylene glycol et 1’éthyleéne glycol méthyl éther (EGME), se manifeste chez les
animaux par une hypoplasie cellulaire : diminution des progéniteurs, en particulier des
granulocytes, avec comme conséquence, une leucopénie, une neutropénie et une
déplétion lymphocytaire suite a 1’effet immunosuppresseur du produit (Ghanayem,
1996).

Les souris du lot traité avec le décocté aqueux de T. catappa et 'EGME, présentent
une diminution des globules blancs (leucopénie) et des lymphocytes, ce qui pourrait

avoir comme conséquence, une diminution de la défense immunitaire.






CONCLUSION

La médecine traditionnelle reste encore le 1 recours pour plus de 80 % de la
population africaine a cause de I’inaccessibilité des médicaments conventionnels et des
concepts culturels.

Les ¢études phytochimiques nous ont permis de connaitre la composition chimique de
nos deux plantes dont les principaux sont, pour Terminalia catappa, les tanins et pour
Kalanchoe crenata, les hétérosides cardiotoniques.

Les résultats des études pharmacologiques qui ont consisté en la réduction du DPPH,
a rechercher D’activité¢ antibactérienne et antifongique, a tester la fixation de nos
extraits sur le complément et les effets de nos extraits sur les souris ainsi que les
propriétés pharmacologiques reportées dans la littérature pourraient confirmer
I’utilisation médicinale traditionnelle de nos deux plantes.

Il serait cependant utile de mener des tests plus poussés sur K. crenata afin d’en
déterminer les propriétés.

La plupart des extraits testés, pour leurs activités biologiques, ont montré une
efficacité notable. T. catappa a montré un fort pouvoir antioxydant et une importante
activité sur la fixation du complément, ce qui pourrait lui conférer des propriétés
antianémiques. Cependant, I’activité antianémique in vivo des extraits de T. catappa
n’a pas donné les résultats escomptés vu les difficultés rencontrées dans I’application
du protocole de I’anémie provoquée.

Les activités confirmées de nos recherches, en plus de celles rapportées dans la

littérature pourraient justifier 1’utilisation de cette plante comme antianémique.

La triple propriété antianémique, anti inflammatoire et antibactérienne des extraits de
T. catappa pourrait étre un atout supplémentaire pour le traitement de 1’anémie
hémolytique, inflammatoire et des hémolyses bactériennes.

D’autres travaux sont donc nécessaires pour confirmer 1’activité des extraits de T.

catappa dans le traitement de 1’anémie.



Au terme de notre étude nous espérons, avec nos résultats, avoir participé a la
valorisation de la médecine traditionnelle pour parvenir a la disponibilité de
médicaments a base de plantes médicinales efficaces et accessibles pour le traitement

de ’anémie.



RECOMMANDATIONS

% AuD.M.T.:
de poursuivre les investigations sur Terminalia catappa dans la prise en charge de
I’anémie en utilisant d’autres produits pouvant provoquer 1’anémie et de mener des

tests plus poussés sur Kalanchoe crenata afin d’en déterminer les propriétés ;

% Aux populations :
’utilisation parcimonieuse de la flore afin d’éviter la disparition de certaines

especes ;

% Aux tradipraticiens de santé :
de développer la collaboration avec les structures spécialisées pour 1’étude
pharmacologique, phytochimique, toxicologique et clinique de leurs produits en

vue d’en assurer I’efficacité, ’innocuité et la qualité ;

¢ Aux gouvernements des pays en voie de développement :
d’investir dans le secteur de la santé notamment celui de la médecine traditionnelle
et, d’y développer des structures telles que le D.M.T. afin de réglementer la mise

sur le marché des recettes traditionnelles.
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ANNEXES

I- COMPOSITION DES REACTIFS

+» Réactif de BALJET

ACIAE PICTIQUE. ..ttt e e et et et et et e e et ettt e e e e e e e e enees lg
Ethanol @ 50° alcOOliqUE @ S Puevverrintiiiei i 100 ml

% Réactif de DRAGENDORFF

Nitrate de bismuth pulveris€.............ooiiiiiiii e 20,80 g
L0 . e 38,10 g
Iodure de sodium anhydre. ... 200 g
Eau distillee q S Puueeenrieiii e 1000 ml
Agiter pendant 30 mn

% Réactif du DPPH

1,1 diphényl 2 picrylhydrazyle en solution méthanolique a2 mg/ml (M / V).

+» Réactif de FEHLING
Solution A :

CUS O oot 35¢g
BEau diStill€e. . ..o 500 ml
HzSO4 ......................................................................................... 5ml

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

Solution B :

Sel de SeIgNEtE. ....vii e e 150 g
Eau distill€e. .. ..oouoini i 500 ml
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée a 1 litre avec de I’eau distillée.

NB : Mc¢élanger les deux solutions a volume égal au moment de 1’emploi.



++ Réactif de GODIN
Solution A :

Vanilline. ..o e lg
Ethanol 2 95° alcoolique. ..ot 1000 ml
Solution B :

Acide PerchloriqUE. ... .ooei i 3 ml
Eau distill€e. .. ..oouoiniii 100 ml

Mélanger les deux solutions au moment de I’emploi, ensuite pulvériser sur les plaques

CCM avec une solution de H,SO,4 a 4 %.

% Réactif de GUIGNARD (Papier picrosodé)

ACIAE PICTIQUE. .ottt et et et et et et et e e e e e et et et et e ae e s lg
Carbonate de SOAIUML. .......oiiii e e e e 10g
Eau distillée S Puevenniiii i 100 ml

% Réactif de KEDDE

Acide dinitro 3,5 BeNZOIQUE. .. ..oueitie et lg
Ethanol 2 95 © alcoolique q S P..cvvieiniiiiii i 100 ml

++ Réactif de MAYER

Todure de POtasSIUML. ... ..uiieei ettt e e e enee s 25¢g
ChIOTUIe METCUTIQUE. ... ettt ettt et e et e e e e e e e et e e eae e aaeeaeeennas 6,77 g
Eau distill€e q S P e 50 ml

% Réactif de RAYMOND MARTHOUD

1,3 dinitrobenZeNe. . ... e lg

Ethanol @ 96° alcooliqUe g S Puereeeniiiii i e 100 ml



II- VALEURS DE LA CONSTANTE A SELON LES

SUCRES

ATADINOSE .ttt 0,36
RROAIMNOSE ...ttt e 0,53
G 72 10T 0,38
J1Y B s 10 1=, 0,34
(€71 F: 0] (o < 0,34
GlUCOSE e 0,34
Acide galacturonique 1 ..o 0,06
Acide galacturonique 3 ..ot 0,19
Acide glucuronique 1 .....oo.oiiii e 0,11
Acide glucuroniqUe 3 .....oeiiti e 0,18

HI- ALIMENTATION DES SOURIS

La formule pour I’alimentation des souris a ¢té la suivante :

-Farine de mais.......ooeiiii e 50 kg
-Pate d’arachide. ... ..o 20 kg
=Sondemil ... 17.5 kg
SLalt €N POUAIE .. e e 7,0 kg
- Farine de PoiSSON. ... .oiueiii et e e 3,0 kg
- Feuilles de salade pil€es .........coiiiiiiiiiii e 2,0 kg

=Sel (Sel EEMME )..uvvinniiii it e e e e a0 0,5 KE
SBau @ S P /I00 K. .o e e e a0 38 L
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Notre travail a porté sur I’étude de la phytochimie et des activités biologiques
de Terminalia catappa L. et de Kalanchoe crenata (Andr.) Haw. qui sont deux plantes
utilisées en médecine traditionnelle au Gabon.

Le screening phytochimique réalisé sur les échantillons récoltés (écorces de tronc de T.
catappa et feuilles fraiches de K. crenata) a mis en évidence différents groupes
chimiques dont certains ont une importance reconnue dans le domaine de la médecine.
C’est le cas des tanins a qui ’on confére plusieurs propriétés dont la propriété
antioxydante.
Cette activité antioxydante a été confirmée par chromatographie sur couche mince et
révélation au DPPH. Tous les extraits de T. catappa ont montré une trés forte activité
antioxydante.

Les extraits de nos deux plantes ont montré une activité antibactérienne et

antifongique détectable. Les extraits les plus actifs sont I’extrait dichlorométhane pour



I’activité antifongique sur Candida albicans et le macéré aqueux de T. catappa avec
une zone d’inhibition de 12 mm sur Staphyloccocus aureus pour [’activité
antibactérienne.

L’activité de fixation du complément a montré d’excellents résultats, ce qui
pourrait justifier ’utilisation traditionnelle de T. catappa comme antianémique. Le test
antianémique proprement dit devra étre confirmé in vivo, nos conditions

expérimentales ne nous ayant pas permis d’obtenir des résultats significatifs.
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