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RESUME

Notre étude a concerné les écorces des racines de trois (03) plantes de la pharmacopée

traditionnelle malienne Terminalia avicennioides, Combretum molle et Securinega virosa.

Dans un premier temps nous avons effectué un screening phytochimique de ces
plantes par des réactions en tube et par chromatographie sur couche mince (CCM). Les
réactions de caractérisation en tube ont montrée la présence de plusieurs groupes
chimiques qui pourraient étre responsables des activités pharmacologiques retrouvées au

cours de I'étude notamment les coumarines, les stérols, les triterpenes, et les tanins.

Xl
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Cependant il faut noter I'absence de saponoside dans I'échantillon de S. virosa et de
triterpenes dans C. molle. Les flavonoides ont été absents dans tous nos échantillons.

La chromatographie sur couche mince réalisée sur les extraits a permis de mettre en
évidence quelques uns de ces groupes chimiques tels que les alcaloides dans S. virosa.
Apres la phytochimie, nous avons procédé a I’évaluation des activités biologiques.
Le test antioxydant a surtout été positif avec les extraits aqueux et hydroalcooliques de T.
avicennioides et de C. molle aprés révélation au DPPH (1-1 Diphényl 2 picryl hydrazide) sur
plague de CCM. Toute fois les extraits organiques n’ont pas démontrée une activité
significative dans cette étude.
L'activité sur la Fixation du complément a démontrée les meilleurs pourcentages
d’inhibition avec des ICHso de 19,20 et 12,30ug/ml respectivement pour le macéré et le
décocté de C. molle et 34,00ug/ml pour le décocté de T. avicennioides, comparativement a la
fraction de pectine utilisée comme référence qui provoquait I'inhibition de I’hémolyse a la
dose de 112,40ug/ml.
Enfin parmi toutes les activités biologiques, l'activité Anticholinestérase s’est avérée
négative par la méthode CCM pour I'ensemble des extraits testés dans nos conditions

expérimentales.

Mots clés : Mali, Plante Médicinale, Activités Biologiques.
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CCM: chromatographie sur couche mince

CHCl; : chloroforme

DCM: dichlorométhane

DMT : département médecine traditionnelle

DTNB : 5,5'- Dithiobis-2nitrobenzoique acide

EC .Ta: ecorces des racifiemrminalia avicennioides
EC.Cm: ecorces des raciesmbretum molle

EC. Sv: ecorces des racirf@scurinega virosa

EtOH : éthanol

FeCk: chlorure ferrique

FMPOS : faculté de médecine, de pharmacie et d’odonto-stomatologie
g: gramme

HCI : acide chlorhydrique

IFN : interféron

J jour

INRSP : institut national de recherches en santé publique
| litre

m : métre

MeOH : méthanol

mg : milligramme

ml : millilitre

mn : minute

[ g
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millimetre
nanometre
organisation mondiale de la santé
personnes vivant avec le VIH
rapport frontal
seconde
syndrome immunodéficitaire acquis
systeme nerveux autonome
systéme nerveux central
virus de 'immunodéficience humaine
microgramme
microlitre

Quelgues phonétiques Bambara

Bamanan (Francais)
€ [€]

’ [0]

A [gn]

n [ngu]

en [en]

u [ou]

en [én]

un [oun]

N [on]

C [tch]

J [di]

[ g
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INTRODUCTION

Malgré les progrés réalisés en médecine au cours des dsriécennies, de nombreux
traitements médicamenteux restent insuffisants face auxxftés que la malaria, premiere
cause de mortalité dans le monde, le cancer, la maladie d’Alehdans infections virales et
bactériennes. A ceci, s’ajoute I'augmentation de l'incidenceimfestions fongiques avec
I'’émergence de nouvelles maladies qui affaiblissent I&gysimmunitaire (sida), ainsi que
I'apparition de souches de microorganismes de plus en plus résstanetraitements

connus.

L’OMS estime que 80% de la population des pays a revenu faible oennoaynptent en
premier lieu sur la médecine traditionnelle pour les soins pesaiBien que l'on ne
connaisse pas le nombre exact des tradipraticiens de santéadphgdrt des pays, ils
forment un groupe de praticiens important que les communautés respeetonnaissent,
auxquels elles font confiance et qu’elles respectent.

Les tradipraticiens prodiguent des soins personnalisés qu’ilseatlgpbur répondre aux
besoins et aux attentes de leurs patients. lls sont par conséesi@getits de communication
importants en matiére de questions sociales et de santénéficient d'une plus grande
crédibilité, en particulier en ce qui concerne les aspects sociaux etedpiri

Depuis les indépendances, le Mali est engagé dans une politiquedsciraéorisation de la
médecine traditionnelle. Cette politique a pris un nouvel élan, amiesal’adoption par le
Gouvernement en octobre 2005 du document de Politique Nationale de médeci
Traditionnelle (PNMT).

La médecine traditionnelle non seulement offre des possibilitégaidements efficaces et
accessibles pour les pathologies prévalant dans les communautégonsditie aussi un
héritage culturel national et un moyen de relier les populatidesirapropre culture, leur
propre histoire et aussi I'utilisation des plantes pour le traitement de nontonealselies.

Les plantes sont depuis longtemps utilisées dans nos sociétésriredlies pour le traitement
de nombreuses affections, de plus elles sont a l'origine de nombméakcaments
conventionnels.

De nombreuses plantes africaines, utilisées par les tradithmegesont passées au crible de
la recherche pour leurs effets sur le vih et le sida, ave@dabats tres probants. Il s’agit des

plantes d’Afrique Australe, Ethiopie, d’'Egypte et du Rwanda.

. o | 2
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A fin d’apporter notre contribution a la valorisation des ressoudmsla médecine
traditionnelle au Mali, nous avons décidé d’étudier la phytochietieles propriétés
biologiques de trois (03) espéces de ces plantes de la pharmaeoit@irelle malienne :

Terminalia avicennioides, Combretum maté&ecurinega virosa.
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Notre travail a été motivé par :

MOTIVATIONS

o Lavolonté de promouvoir et de valoriser la médecine traditionnelle au Mali,

o La recherche de substances naturelles qui pourront étre utiliséesregmborcer

I'action du systeme immunitaire.

OBJECTIFS

Objectif Général :
Etudier la phytochimie et les activités biologiques des écadeesacines dderminalia

avicennioides, Combretum modedeSecurinega virosa

Objectifs Spécifiques :
= Identifier les groupes chimiques présents dans les écorcemciees de

Terminalia avicennioides, Combretum matale Securinega virosa

= Déterminer I'activité antioxydantges extraits de ces plantes.

= Déterminer l'activité sur la fixation du complément de ces extraits.

= Déterminer 'activité anticholinestérasique de ces extraits
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GENERALITES

1. Rappel sur les Antioxydants
» Définition
On nomme antioxydant, toute substance qui lorsqu’elle est présefatiblerconcentration
comparée a celle d'un substrat oxydable, retarde ou prévient derenasignificative
I'oxydation de ce substrat (Cavin, 1999).
» Le stress oxydant
En situation physiologique il y a un équilibre parfait entre ddymtion d’especes
réactives de I'oxygene et les systemes de défenses antioxydantesle@ndeastress oxydant
lorsqu’il y a un déséquilibre profond entre antioxydants et pro-oxydant&veur de ces
derniers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles (Pincenwdil1€999).

1-1- Les radicaux libres

Plusieurs fonctions de l'organisme reposent sur une série de réattionigues que l'on
regroupe sous le terme oxydation. Des molécules appelées raiticassont les produits de
dégradation naturels de I'oxydation. D'une part, la production de radibeas<dst utile parce
que ces derniers peuvent aider les cellules du systéme immauaitancer une attaque contre
des tumeurs, des bactéries et des cellules infectées pairde Cependant, la production
d'une grande quantité de radicaux libres sur une période prolongée dscquauser des
problemes pour l'organisme. Leur effet n'est pas sans rapgederde la rouille sur une
voiture (http://www.catie.ca/herb_f.n86-03-2007).

» Origines des radicaux libres

La pollution de I'environnement (automobiles, industries) génére [@sces réactives de

I'oxygene.

» Le tabac: une bouffée de cigarette contient environ 1014 radicaux et aussiades
d’ions métalliques pouvant réagir avec le peroxyde d’hydrogene.

* Le vih: I'infection au vih a pour effet d'accroitre la production de radidébres dans
l'organisme. En effet, le vih endommage l'intestin de sorte git'ireins apte a dégrader
et a absorber les nutriments présents dans les aliments. Cemgesnsurviennent lors
des stades tres précoces de l'infection au vih.

- L'ensemble des besoins nutritionnels de l'organisme en protéine, eme#ahen
minéraux de haute qualité augmente au fur et a mesure quecheevd® son emprise
et que le systeme immunitaire est appelé a répondre aux attaguinuelles du

virus. Entre autres, cette réponse consiste a remplacer destégua@mbrmes de
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cellules immunitaires endommagées ou détruites par le vihchilsiste également a
fabriguer des messagers chimiques (interleukines et cytokinsshodmones et des
anticorps sur une base quotidienne, voire plus frequemment.
- Les cellules infectées par le vih « volent » a l'organismend&sments essentiels
dont elles ont besoin pour fabriquer de nouveaux virus de fagon constante.
» Dommages liés aux radicaux libres
Les radicaux libres sont caractérisés par leur grandevitéachimique et leur courte
durée de vie (Allain, 1996).
De part leur nature instable les radicaux libres (ERO) saigues et interagissent avec toute
une série de substrats biologiques importants. Des dénaturations d@eprotdes
inactivations d’enzymes, une oxydation de glucose, des cassures auw aevEADN avec
possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peloen@pparaitre
avec des consequences souvent irréversibles pour la cellule (Finee@all. 2002). C’est
ainsi que certains radicaux libres semblent jouer un rdle danspHésomeénes de
vieillissement, qui pourraient étre la conséquence des dommages exydaumérsibles
accumulés tout au long de I'existence.

1-2- Les antioxydants de I'organisme

Lorsque des espéces réactives de I'oxygéne sont progtuite®, de nombreux antioxydants
interviennent. Ce sont principalement des enzymes : la super oxydasgtase (SOD), le
glutathion peroxydase (GPO), la catalase et aussi des moléeufaible masse moléculaire
comme le tripeptide glutathion ou I'acide urique (Cavin, 1999).
Les antioxydants protégent l'organisme contre les effets egfdet radicaux libres. Afin de
se protéger contre une exposition excessive aux radicaux librganlsme peut fabriquer ses
propres antioxydants a partir des nutriments suivants qui se tralasgsmia nourriture et les
suppléments nutritionnels :

o Cystéine

o Les minéraux comme le cuivre, le manganeése, le sélénium et le zinc

o Les vitamines du complexe B
La nourriture renferme également des antioxydants qui contribuprdtéger l'organisme,
dont:

- La vitamine C ou l'acide ascorbique ;c’est un puissant réducteur qui joue un réle

important dans la régénération de la vitamine E. il se trouve ldanggumes, le

chou, le poivron, le persil et les agrumes (Cavin, 1999).

. o | 7 _
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- La vitamine E (Tocophérol); elle joue un réle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydara @ouve
dans les huiles végétales principalement I'huile de tournesol gerdee de blé, les
noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs et les Iégumes a feuidlss ve

- Les caroténoides mixtes comme l'alpha-carotene, le béta-cagok et le
lycopéne ;ils servent de précurseur a la vitamine A. ils sont capableSag@ avec
'oxygene et empéchent ainsi I'oxydation des constituants bopegi lls sont
présents danfémaranthus viridis(épinard vert) Daucus carotg carotte), Cucumis
melo (melon) Capsicum annun{poivron), Brassica oleraceachou), Mangifera
indica (mangue).

- Le zinc ; il est nécessaire pour la synthese de I'’ADN, des protéines. Igprotétre
les radicaux libres. Les sources alimentaires sont les gedmelslé, les fruits
oléagineux, les fromages, les haricots, les [égumes et les céréales.

1-3- ROle des antioxydants dans la lutte contre le vih et le sida.

Les cellules du systeme immunitaire ont besoin d'antioxydants pouiofamet correctement.
Les chercheurs ont trouvé que les niveaux d'antioxydants présentseaitaises cellules
immunitaires importantes, notamment les lymphocytes T CD4esdiymphocytes T CD8+,
sont faibles chez les personnes vivant avec le vih (PVvih). Cetddfiicintioxydants risque
d'affaiblir la faculté de ces cellules de lutter contrevite Il n'est donc pas surprenant de
constater que les suppléments de N-Acétyl-Cystéine (NAC) uneesai@r cystéine, ont
procuré les bienfaits suivants dans le cadre d'au moins deux études :

- prolongation de la survie chez les PVvih.

- ameélioration du fonctionnement du systéme immunitaire
(http://www.catie.ca/herb_f.ns05-03-2007.

1-4- Méthodes d’étude des antioxydants
1-4-1- Test mesurant I'activité antioxydante sur le lysosome

Principe : ce test consiste en la détection de l'activité antioxydanieedsubstance par

oxydation des lysosomes par le 2, 2’-azobis, 2-amidinopropane (Amadou, 2004).
1-4-2-Réduction du radical 1,1’-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Principe :

DPPH°® + AH ————  DPPH-H + A

La réduction du DPPH° s’accompagne par le passage de la couleur violette aua jeoule.
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Il consiste a déposer les produits a tester sur des plaques delC@Mminium recouvertes
de gel de silice et a les développer dans des systémes desalwaropriés. Aprés séchage,
les plaques sont réveélées avec une solution méthanolique de DPPHna. Areg/ activités
antiradicalaires apparaissent sous forme de spots de coulm@-hEnc sur fond violet
(Cavin, 1999).

1-4-3-Test mesurant I'activité antioxydante au moyen des caroténoides
Principe: les plagues CCM sont préparées de la méme maniére que pest ¢kt DPPH,
puis giclées avec une solution chloroformique a 0,5 mg/ml de 3 - mardta plaque CCM
est ensuite exposée sous une lampe UV a 254 nm. Les zones anticxyggateissent en
jaune sur fond blanc. Il faut faire particulierement attention abstances déja colorées en

jaune, car elles peuvent donner de faux positifs (Cavin, 1999).
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2. Rappel sur le systeme immunitaire
2-1- Définition de I'immunité :

L'immunité est un ensemble de mécanismes de défense d'un orgarstne les
éléments étrangers a l'organisme, en particulier les agefatstieux (virus, bactéries ou
parasites).

L’'immunité met en jeu deux meécanismes contre les agressiessagents extérieurs :
limmunité & médiation humorale et 'immunité & médiation cellulaire.

» L'immunité humorale : est assurée par des molécules spécifiques de I'antigéne,
anticorps, produits a distance de leur site d’action. Cette iménastt transmissible
dans le sérum.

» L'immunité cellulaire : est assurée par les lymphocytes T sensibilisés porteurs de
récepteurs spécifiques pour I'antigéne. Elle est transmiseapafdrt cellulaire (Bach,
1985).

» La Réponse Immunitaire : (RI)

La pénétration d’'un agent infectieux vivant dans un organisme gllegel entraine
une seérie de réactions qui aboutissent a la réaction d’'une immutitéfectieuse. Ces
réactions ne se limitent pas a la notion de résistance indliés constituent un ensemble de
phénomenes intervenant dans la physiopathologie de la maladie udeotiepeuvent aussi
influencer la réponse méme de I'hGte vis-a-vis de l'agent iefect Plusieurs types de
cellules sont a l'origine de réponses immunitaires différentageragissent entre elles, soit
en synergie, soit en opposition. Un antigene (Ag) entraine le plusrédavaise en ceuvre

simultanée de ces différentes catégories de réponse immunitaire.

2-2- Différents types de réponse de I'immunité :
» Le systéme d'immunité naturelle ou innée :

Il constitue la défense primitive, essentielle existant @alasance dans I'organisme pour sa
survie. Il met en ceuvre des moyens de défense réagissant giletmetnt avec I'agent
pathogene pour éviter son envahissement. Il intervient a deux niveaux :

- En surface : par les barriéres cutanéo-muqueuses

- En profondeur : par la réaction inflammatoire

» Le systeme d'immunité spécifique ou adaptative :
L’'immunité adaptative est activée lorsque I'immunité natumredlesuffit pas a éliminer I'agent

pathogeéne dans les conditions naturelles (Morin, 2001).
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Les cellules de ce systeme sont essentiellement les lyntpeodyes lymphocytes donnent

naissance a deux types de réponse immunitaires : I'immunité cellulairauhité humorale.

2-3- Immunostimulation — Immunomodulation :

L'Immunostimulation est une notion qui est d’abord née de la notion d’adjuvant. Ainsi
I'adjuvant se définit comme toute substance qui, injectée en méme temps qgen@nti
augmente la réponse immunitaire envers celui-ci.

On a ensuite tenté de stimuler la capacité de réponse inameiai¢ facon globale en
dehors du probleme dune réponse spécifigue a un Ag, dou la notion
d’ « Immunostimulant ». Donc contrairement aux adjuvants qui augmelgepbuvoir
immunogénique des Ag, les immunostimulants ont une action plus geéeeardlimmunité,
pouvant modifier spontanément plusieurs réactions immunitaires, grane augmentation
non spécifique et transitoire de la réaction immunitaire. Gétteulation peut étre globale ou
s’appliguer a un type de réponse particulier. Aprés un premier ergbimasissu des résultats
sur les cancers expérimentaux, il a fallu bien admettre quairaulation du systeme
immunitaire était une arme a double tranchant puisse qu’ellegggutussi bien sur la
suppression que sur la stimulation de la réponse immunitaire, dou la

notion « Immunomodulation » (Fofana, 2005).

2-4- Le systeme du Complément

2.4.1. Les fonctions du complément.
Les communications et les interactions entre les différenteecoles du systeme

immunitaire s'effectuent grace a des molécules solubles parmi lesqaeltamplément.

Le réle du complément est essentiel dans les mécanismes dsedigfenunologique. A coté
de la défense de l'organisme, le complément intervient dans lesspus pathologiques de
type inflammatoire, dans certains phénomeénes d'hypersensibiingtcertaines affections
auto immunes.

L'activation des protéines du systéme du complément entraine de norabpeogaétés
permettant au complément de remplir trois fonctions essentiellestivation cellulaire, la
cytolyse et I'opsonisation.

Elle est associée de facon intrinseque a plusieurs réactiomsnies telles que l'activation des
macrophages et des lymphocytes, limmunopotentialisation de la produdititaips,
I''lmmunomodulation de l'effet inflammatoire. Le complément est suppostribuer a la
prévention du développement des tumeurs (Niaré 2005).

o ® T‘
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» L'activation cellulaire
L'activation cellulaire entraine :
Une augmentation de la perméabilité vasculaire pas b le Ga, le Ga.
Une augmentation de I'effet pro-coagulant due a la captation dosglpar action dua et
du Ga.
La production de leucotrienes par les polynucléaires neutrophiles par actiga eudd Ga.

» La cytolyse
L'attaque membranaire et la lyse cellulaire sont provoquées par le corGgheke
L'arrangement micellaire de la zone d'insertion du compleeGg sur les membranes
bactériennes ou virales est une structure suffisante pour entrainer la e akllules.

* L'opsonisation
L'opsonisation est induite par plusieurs facteurs s& [8 complexe g7, le Ga et le Gb-B
sont chimiotactiques pour les cellules phagocytaires
Les cellules cibles de toute nature recouvertes d'une pelliculgbdad@eérent fortement aux
cellules phagocytaires.

2.4.2. Les protéines du complément.
Le complément est un ensemble de protéines. Les protéines du cemiplksont

élaborées dans les hépatocytes exception faite poyrdertle principal lieu de synthése est
I'épithélium des tractus gastro-intestinal et uro-génital. sEent présentes avec leurs
régulateurs dans le sérum humain. La majorité est constituée de protéases.
Les protéines du complément forment deux groupes enzymatiques afiéseux. Elles
interagissent dans un ordre trés précis en trois phases suxaskivairface de la cellule ou
en phase soluble.
L'activation du systeme du complément se fait par 2 voies prinsjpaie troisieme voie est
en train d'étre explorée.

» Les protéines de la voie classique.
Elles sont numérotées de &G, bien que leur séquence d'activation differe de la chronologie
de découverte et de la numérotation des composants.
Ce sont des béta globulines de poids moléculaires compris entre 2800eKDa
essentiellement constituées d'une ou de 2 chaines peptiques réumes pants disulfures.
C, a trois chaines peptiques;dCa une structure uniqueg @ la concentration sérique la plus
élevée (600 a 1800mg/1). Il existe un inhibiteur de la voie classiquédigpé de Gr et de
Css.

o ® T‘

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)




Theése Pharmacie, MARIKO 2007 - 2008

* Les protéines de la voie alterne.
Elles sont constituées par le fragmepeCles facteurs H, I, B et P.
2.4.3. Les voies d'activation du complément.
Les voies d'activation des protéines du complément sont :
- L'activation par la voie classique
- L'activation par la voie alterne

- L'activation par la voie MBL (Mannan binding lectin) ou voie de la lectine

La voie classique est initiée par le complexe immun Ag-Ad1(lgG) qui se fixe sur la

protéine Gdu complément.

La voie alterne est initiée au niveau de la protéine p@r les microorganismes,
protozoaires, et autres activateurs tels que les liposaccharides.

La troisiéme voie, récente est la voie anticorps MBL indépendanbieude la lectine. El

est initiée par des sucres neutres mannane qui se lieagjau C

les

le

Le point commun des 3 voies est la genese de la convertaseqde @ive G en Gb. C'est

la réaction centrale d'activation du complément.

Chaque enzyme est capable d'activer de nombreux précurseurs eqzgmae systeme

forme une cascade d'amplification dont le résultat final @stotmation du «complexe

d'attaque de la membrane », responsable de la lyse des cellules.

Les deux derniéres voies participent tot aux mécanismes de défemnselle de I'néte non

immunisé avant la production d'anticorps (Samaké, 1999).
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2.4.4. Activation du systeme du Complément :

Figure n° 1: Voies d'activation du systéme du complément (Samaké, 1999)

« Activation du complément par la voie classique :
L'activation du complément par la voie classique met en jeu 9 compepsatdisjues. Elle est
régulée par des inhibiteurs, lgith et Ginh.
Aprés initiation de la voie classique par les complexes immessgdscades enzymatiques
sont mises en jeu par l'activation de précurseurs protéiques fixersiesur les membranes
biologiques.
Chaque protéine est activée par le composant ou le complexe prégadalive un petit
fragment peptique au niveau de la chaine N-terminale de lain@otée site de liaison
membranaire est ainsi exposeé.
La séquence des événements qui composent cette voie est enwgadgeérs étapes:
reconnaissance, activation enzymatique et attaque membranaire.
L'unité de reconnaissance du systeme complémentaire par lalass@&ge est le complexe
C,. L'activation enzymatique débute par la fixation deaGa région Ckl des IgG (IgG ou
lgGs) ou a la région Clides IgM. Cette fixation se fait par le sous composanqt;Glle
entraine 'activation de€et Gs. Il se forme la Cestérase, Qrs, qui active les protéines C
et G. Le Gs détache le fragment&de G. Le fragment gb obtenu se lie trés pres de son

site d'activation, soit au complexedqts, soit a la membrane érythrocytaire adjacente.

. . E

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)




Theése Pharmacie, MARIKO 2007 - 2008

Le C; du sérum se lie aus& en présence de Mg; il est ensuite clivé par lei€ pour libérer
le Ga, avec naissance de lg €édnvertase de la voie classique : pGb. C'est une enzyme
instable avec une demi-vie de 5mn a 37°C.
Pour limiter I'effet excessif du,dibre sur le G et le G, le Ginh se fixe sur le & et le Gr.
Le Gsinh détruit le site récepteur de @ussi bien que desk.
Le C,bCob clive le G avec formation de 4B qui se fixe aux membranes et libére ka @ans
le sérum. La gconvertase se forme 4lg;bsb. Cette enzyme détache leaGle G. Le Gb se
fixe ; cette fixation du €b aux membranes biologiques est suivie de I'addition séquentielle de
4 autres protéines,sCC;, Cg, Co. Le résultat final est I'obtention du complexe d'attaque de la
membrane.

» Activation par la voie alterne
Les composants qui initient cette voie détachent le fragnbpnd€G.
Les facteurs H et B semblent occuper un site commun subld & nature de la surface sur
laquelle Gb est fixé commande le facteur qui se lie préférentiellement.
La présence des polysaccharides sur les surfaces membr#aireseraient la captation du
facteur B par le ¢b. On obtient le gb-B qui est converti en une convertase activgoBb)
par perte du fragment Ba sous I'action du facteur D.
Le GbBb augmente la conversion de C3 en C3b qui se combine de nouveau au facteur B.
En phase liquide, ou lorsque lghCest fixé sur une surface non activatrice, (Ex : absence de
polysaccharides), le facteur H se fixe sur lgh.CCeci entraine l'inactivation avec pour
conséquence : la perte de l'activité d'adhérence immune et hémolytique.

2.4.5 Technique de dosage de l'activité complémentaire.

L'activité complémentaire dans le sérum est variable. Le dosagmnthlément total est basé
sur l'appréciation de son activité hémolytique. On I'exprime ensud#éCHo quantité de
complément capable d'entrainer la lyse 50% d'une quantité connue ti¥séamaprésence
d'anticorps antihématies dans les conditions expérimentales précises.

Les valeurs normales sont :

- Homme 52 a 60 unités de &g
- Femme enceinte 36 unités de 4gH
— Nouveau-né 39 unités de 6dd

Il est élevé dans la plupart des états inflammatoiresba®su début de la glomérulonéphrite

aigue et du lupus érythémateux dissémine
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4- Rappel sur le systeme cholinergique

Les parasympathomimétiques sont des cholinomimétiques ou Agonisteseniiglies.
lIs peuvent étre directs ou indirects. lls reproduisent lesseffe la stimulation du systéme
nerveux parasympathique. Certains agissent directement s@clstaurs des fibres lisses
musculaires innervées par le systeme parasympathique, d’augreeraent la teneur locale
en acétylcholine, neuromédiateur parasympathique par inhibition dgyl@wlinestérase.
Les premiers sont appelées parasympathomimétiques directes, séesndes

parasympathomimétiques indirectes.

4-1- Parasympathomimeétiques directs

CHj
Hsc_ﬁ_o_CHz_CHZ—N+ CH3
© CHj

Acétylcholine

L’'acétylcholine est un médiateur du systeme nerveux. Elle béték dans les
synapses centrales, médullaires, dans la plaque motrice, tééréé de la fibre post-
ganglionnaire courte parasympathique.

Injectée a faible dose elle reproduit les effets de laudition du systéme parasympathique
(effet muscarinique) ; a forte dose et en présence d’atropieeagit comme un stimulant
ganglionnaire (effet nicotinique) (Couhen, 1994).

4.1.1. Les récepteurs cholinergiques (cholinorecepteur)

On admet I'existence de deux types de récepteurs, le récepisuarinique et le récepteur
nicotinique.

Le récepteur muscarinique est couplé a une protéine G. On distingue trois sous-
types : récepteurs Mdans les synapses neurono-neuroniques (SNC, ganglions du SNA),
récepteurs Mplacés sur les effecteurs, coeur, tube digestif, ceil, broncheptaés M sur
les bronchioles.

Le récepteur nicotinique est constitué d’'un canal ionophore qui permet le passage
des ions sodium a travers la membrane cellulaire, ce réceptetinigjue se trouve dans la
plaque motrice, les neurones du SNC, les ganglions du SNA (Richard et coll. 2006).

4.1.2. Indications et contre-indications des parasympathomimétiques directs
lIs ont été utilisés dans l'artérite oblitérant ou syndrome anBud, dans I'atonie gastrique,
dans l'atonie vésicale postopératoire ou du post-partum avec oétdhdrine. En collyre, ils

servent dans le glaucome. lls présentent des effets secondaiesées, vomissements,
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défécation involontaires et syncope avec arrét cardiaque. [fels efiuscariniques sont
antagoniseés par 'atropine.
4-2-  Parasympathomimétiques Indirects

Les parasympathomimeétiques indirects sont des inhibiteurs é¢lawlinestérase et
de la pseudocholinestérase, enzymes responsable de I'hydrolyaeétgldholine en choline
et acide acétique. lls sont dits anticholinestérasiques.

Certains anticholinestérasiques utilisés en thérapeutique ont tioe @&versible (Esérine,
néostigmine). D’autres sont des pesticides, des insecticides doxitpses de guerre trés
dangereux a action irréversible ou trés lentement réversible.
Les organophosphorés (parathion et le paroxon), en outre, entrainent unssigaral
progressive. Le tabum et le sarin sont des toxiques de guerre.

» Action sur l'acétylcholinestérase
lls agissent par compétition avec l'acétylcholine, occupentdeastif de 'enzyme de fagcon
lente réversible ou irréversible.
Les carbamates (Esérine et néostigmine) présentent une ianaleg structure avec
I'acétylcholine.

Effets muscariniques: Les anticholinestérasiques provoquent la chrdity
I’hypotension, 'augmentation du péristaltisme intestinal, la brostiction, le myosis, la
sudation et la salivation.

Effets nicotiniques : Les effets nicotiniques sont révélés &epce d’atropine. On
observe une accélération cardiaque, une diminution du tonus intestinal, gere lé
hypertension par action sur la médullosurrénale qui sécrete de I'adegnali
La tacrine, aminotétrahydroacridine, est un inhibiteur réversibld’acétylcholinestérase.
D’abord proposée comme antagoniste des pachycurares elle esmaat indiquée dans la
maladie d’Alzheimer, caractérisée par une aphasie, une aghaosie &praxie, survenant chez
le vieillard par dégénérescence des neurones centraux aved défi'acétylcholine.
(Couhen, 1994).
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4-3- Quelques structures chimiques

CHg,
X o—‘c\—N< N\
- o CHg
N*(CHg3)3
Néostigmine (PROSTIGMINE®) HoN Tacrine (CODNEX®)
HsC—NH—C—O0
Il
0
N N
- I I
Esérine CHz CH,
H4C F ch\ /OCsz
CH—O—P /N—o——P\
HsC “ CHs H4C |c|> CN
Sarin Tabum
C,H=0 C,Hs0
/P—o NO, P——o0 NO;
C,Hs0 g C,H:0 g
Parathion Paraoxon

CZHSb/CHZ N-CH3
0™~o L =

Pilocarpine
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5- Monographie des plantes :

Terminalia avicennioidesgauill. et Perr.)

» Synonymes  Terminalia lecardiEngl. Et Diels
Terminalia dictyoneurdiels (Kerharo et Adams 1974)

» Noms locaux

- Francais : babanier duveteux

- Bambara: wolojeni, woloke, warasa
- Malinke: woloke

- Myanka: nakobyage

- Senoufo: nagopele, namkugo

- Bow: wanu

- Bobo-fing: kobolo sinaa

- Dogon: kugo

- Peulh: pulemi

» Systématique

Régne : Végétal
- Sous-régne : Eucaryote
- Embranchement : Spermaphyte
- Sous-embranchement: Angiosperme
- Classe : Dialypétales
- Sous-classe : Dicotylédone
- Ordre : Myrtale
- Famille : Combrétaceae
- Genre : Terminalia
- Espece : avicennioides

» Habitat : petitarbre des savanes soudaniennes et soudano-guinéennes surtout sur les
sols sablonneux mais fréquent sur les plateaux latéritiques.

» Caractéristiques: petit arbre a cime étroite et couverte, écorce profondément
crevassée, feuilles alternes oblongues ou elliptique, fleurs bteeghén longs
racémes (jusqu’a 12cm) a une aile pubescentes (Malgras, 1992).
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B

Figue n° 2T. avinnio'l'deg)lante)

1

Figure n° 3:T. avicennio'l'désracines)
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» Cycle végétatif: Les feuilles apparaissent en février et tombent en novemése ; |
fleurs apparaissent dés février jusqu’a la saison des pluisdrules mQrissent a partir de
mars et persistent longtemps sur l'arbre.

» Chimie
Un criblage phytochimique préliminaire de I'extrait aqueux deseaaeT. avicennioides
indiqué la présence des tannins, des saponines et des flavonoidessultassrobtenus ont
prouvé que l'extrait aqueux des racinesTdevicennioidesontenait quelques principes
biologiquement actifs qui peuvent justifier son utilisation contre darliée et des désordres
gastro-intestinaux (Abdullahi et coll. 2001).

» Etudes pharmacologiques

Les effets antidiarrhéiques de l'extrait aqueux de racineedainalia avicennioidesont
été évalués sur les rongeumsvivo sur le jéjunum isolé de lapin, la motilité gastro-intestinale
et sur la diarrhée induite par huile de ricin chez les sourist@antes résultats ont démontré
que l'extrait provoquait une inhibition dose dépendante du mouvement pendplairané
du jéjunum isolé de lapin et a atténué des contractions induiteapétylcholine. Les doses
400, 200 et 100 mg/kg de I'extrait ont également causé une diminution geseladte et ont
nettement protégé des souris contre la diarrhée induite par huilectte La Dls intra-
péritonéal de l'extrait s'est avéré 871,4 — 917,4 mg/kg chez les ¢abdsllahi et coll.
2001).

Trois plantes médicinales nigériennes Ocimum gratissimum Terminalia
avicennioideset le Momordica balsaminant été étudiées pour leurs activités contre des
especes multi résistantes de Shigella isolée des patiésenpant la dysenterie bacillaire a
Lagos. Les décoctions décimum gratissimurat deT. avicennioide& la concentration brute
de 3.000 pg/ml ont nettement empéché la croissance de tous lesésalminés. Les zones
d'inhibition étaient de 18,3 a 21,5 mm pdshigella dysenteriael5,3 a 16,3 mm pour
Shigella flexneri18,8 a 19,3 mm pou$higella sonneiet de 16,5 mm pohigella boydii
Les résultats suggérent que les extraits aque@cdaum gratissimuret deT. avicennioides
comme décoctions et maceérations pourraient étre utiles darstéenegnt de la shigellose et

devraient étre médicalement évalués (lwalokun et coll. 2001).
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» Pharmacopée traditionnelle:
» Racines:
- réduites en poudre : soins des plaies
- concassées (en application locales): hémostatique, cicatrisant¥esul
phagédéniques.
- Jeunes racines concassées et macerées dans I'eau : toux
- Macérées dans le lait : diarrhée des enfants
- Bouillies : avitaminoses
- Décoction : dysenterie, icteres, cedéeme, fieévre
= Ecorce du tronc la pulpe est hémostatique et cicatrisante.
» Feuilles
- machées : contre la toux
- jeunes feuilles réduites en poudre : dysenterie amibiennes

- en décoction : ankylostomes

» Ultilisations diverses
Le bois dur, jaunatre est souvent utilisé dans les constructions imsligemene traverses.
(Malgras, 1992).
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Combretum mollec. bon)

» Synonymes Combretunvelutinum(DC), Combretum trichanthurfFves.)
Combretum sokodengEngl.) (Kerharo et Adams1974)

» Noms locaux
- Francais :
- Bambara:
- Malinké:
- Myanka:
- Senoufo:
- Bow:
- Bobo-fing:
- Peulh:

» Systématique:
- Regne :
- Sous-regne :
- Embranchement :

- Sous-embranchement :

- Classe :

- Sous-classe :
- Ordre :

- Famille :

- Genre :

- Espéce :

> Habitat : arbuste en buisson dans les savanes boisées soudaniennes, ou soudano-

kinkeliba velouté
ngnayaka, nyanyaka
nyanyaka

kanajaga, kulufegbo
khajaga

nyannua

tonomeéne

doki, buski

Végeétal
Eucaryote
Spermaphyte
Angiosperme
Dialypétales
Dicotyledone
Myrtale
Combrétaceae
Combretum
molle

guinéennes, sur sols rocheux ou latéritiques.

bY

» Caractéristique : arbuste ou petit arbuste a cime étroite, écorce fibreusdigseui

opposées a la face inférieur couverte d’'une pubescence dressée uldoceher,

fleurs blanchatres en racémes ramifiés, fruit a quatre @del,2 a 1,5 cm de diametre

(Malgras, 1992).
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—

Figure n° &. moIIe(R'acines)
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» Cycle végétatif: Les feuilles apparaissent de décembre a mars. Les Haureme

moment et jusqu’a la saison des pluies ; les fruits de Janvier jusqu’en Ao(t.

» Chimie

La recherche phytochimique sur la fraction bioactive a perm@ement de deux
tannins et deux oleanane-types glycosides de triterpene pergaeytlin des tannins a été
identifie comme ellagitannin, punicalagin, tandis que la structit&adtre (CM-A) n'a pas
encore été entierement élucidée (Asres et coll. 2001). Les sapajuimesnt été
caractérisées comme arjunglucoside (également appelé lesdrimpiside) et le sericoside
n‘'ont montré aucune activité contre les quatre especes des pr@w®ztestés. Les

Flavonoides ont été en quantité minoritaire (Asres et coll. 2001).

» Etudes pharmacologiques
Les saponines mises en évidence dans les écorces de la tiggpasorimpéché la
réplication de HIV-1 ou de HIV-2. Cependant, le punicalagin (substandBée de la
plante) et le composé CM-A ont inhibé de facon sélective diplecation HIV-1 avec des
indices de sélectivités (rapport de concentration cytotoxique de 5R¥ca@ncentration
antivirale efficace de 50%) respectivement 16 et 25 (Adr€ok 2005). Par ailleurs,
I'activité antiprotozoaire évaluée vitro surPlasmodium falciparuml rypanosoma brucei
Trypanosoma cruziet le Leishmania donovania fraction acétonique de I'écorce de tige
de la plante préparée par l'extraction au soxhlet étaitiveacbntre les amastigotes
intracellulaires dd_eishmania donovaret deTrypanosoma cruzidans les macrophages
péritonéaux murins. Toutefois [l'activité s’est avérée signveatcontre les
trypomastigotes extracellulaires en forme de jet de sangryjmnosoma bruceet des
trophozoites ddPlasmodium falciparunavec respectivement les valeurs@e 2,19 et
8,17 pg/ml.

Les tannins deC. molle ont également montré une activité contrePlasmodium
falciparum bien que leur sélectivité contre ces parasites ait été rfeorosable que la
fraction acétonique. Il s'avere que ces résultats sont une premoéteant des activités

antitrypanosomiale et antiplasmodiale des tannins hydrolysables (Asadis 2001).
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» Pharmacopée traditionnelle
» Racines en décoction (instillations) : douleur occulaires
= Ecorces du tronc réduites en poudre : tuberculose
» Feuilles et racines en décoction : asthme
= Feuilles:
v Jeunes feuilles machées : toux
v' Jeunes feuilles séchées et pilées : maux de ventre
v' Feuilles tendres écrasées dans lI'eau (bain et boisson)enteait préventif et
curatif de la rougeole.
» Rameaux feuilles en décoction : diarrhées
= En cure-dent : contre la toux
» Ultilisations diverses
= Cheuvilles des << taras >> (lits en lattes de palmier)
» Les feuilles chauffées servent pour la préparation de la péchsongt

considérées comme porte chance.

v' Coutumes :
= On ne bradle pas le bois de €Cembretundans les concessions du village selon
les gens la fumée dégagée provoque les bagarres, selon d’auilieaticrt
comme bois de feu entraine la mort du chef du village.
» Exceptionnellement le bois est brilé dans la concession de <¢iguefra
(chef du fétiche wara) pour la contruction de la case du fétiche (Malgras, 1992)
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Securinega VvirosaRoxb. ex Willd) Baill.

» Synonymes : - Fluggea virosgRoxb. Ex willd). Baill.

- Securinega microcgitdame).Pax et K. Hoffm. Ex Aubr

- Fluggea microcafplume)(Kerharo et Adams 1974)

» Nom local:
- Bambara: jene surukujé
- Malinké: nginnin
- Myanka: jene
- Senoufo jeme
- Bow: sutemi, sudesemi
- Bobo-fing: sumenh
- Dogon: segele
» Systématique: (P. crété)
- Regne : Végetal
- Sous-regne : Eucaryote
- Embranchement : Spermaphyte

- Sous-embranchement :

Angiosperme

- Classe : Dicotylédones
- Sous-classe : Dialypétales

- Ordre : Tricoques

- Famille : Euphorbiaceae
- Genre : Securinega

- Espece : virosa

» Habitat : espéce tres répandue de la forét jusqu’au sahel dans les dtatioides,

dans le sahel sec, dans les savanes soudaniennes et soudano-guinéennes.

» Caractéristiques: arbuste a cime ouverte, écorce membraneuse gris-brun, feuilles
alternes elliptiques ou ovales, fleurs vert-jaunatre en fasceodllaire, fruits charnus,

en boules blanches (0,6 a 0,8 cm de diamétre).
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Figure n° 6:S. virosa (plantg

Figure n° 7:S. virosa (Racines)
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» Cycle vegétatif: 'arbuste est en feuilles en Février, fleurit d’avril a jatrfructifie a
partir de mai.

» Chimie :

Au cours de I'étude phytochimique de I'espéce indienne, plusieurs compok&té
isolés : Alcaloides, carbohydrates, coumarines, lignaneslssédrtriterpenes (Govindachari
et coll. 1969).

La virosecurinine () et viroallosecurinine (II) ont été isoléastant que deux alcaloides
cytotoxiques des feuilles && virosa(Tatematsu et coll. 1991).

» Etudes Pharmacologiques :
Securinega virosast employé dans la médecine folklorique au Ghana pour tienteit

des infections cutanées et des blessures. Les extraitssétistéroformiques et éthanoliques
de la plante ont été examiné pour leur activité antimicrobienneedestbactéries en utilisant

la technique de diffusion sur gel agar et une microanalyse périodique de dilution.

Ces extraits éthanoliques, éthérés et chloroformiquesS. dérosa ont démontré des
activités antimicrobiennes intéressantes. L’activité antioxydantde fixation des radicaux
libres a été menée en utilisant du DPPH (1-1 Diphényl 2Idigdrazide) et la peroxydation
de lipide.

Ces résultats confirment l'utilisation ethnopharmacologique desepldans le traitement
des diverses maladies et des blessures de peau et le poemietaines des plantes comme
sources des composés possédant la capacité de moduler lancésissatérienne a de
multiples produits (Dickson et coll. 2006).

» Pharmacopée traditionnelle:

Plante tres utilisée : << reméde a tout faire >>

»= Racines

- pilées et réduites en poudre (avec du sel gemme) : ictére, padubdiseuse,
hemogloburique, entéralgie, employées comme laxatif.

- Macérées (instillations) : prévention des maux d’yeux

- En décoction: fiévre bilieuse hemogloburique, bilharziose, rhumatisme,
blennorragie, stérilité, impuissance sexuelle, soins des morsureerngent,
hémorroides.

» Rameaux feuilles en décoction : ictére bilieuse, hemogloburique, pakidis
fievre infantile, migraine, employés pour aider un enfant a marcher

(instillations), conjonctivites.
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» Ultilisations diverses:

= | e fruit est comestible & maturité

= L’écorce serait toxique (Malgras, 1992).
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TRAVAUX PERSONNELS
1. METHODOLOGIE :

» Choix des plantes a étudier

Les plantes ont été choisies aprés une revue de la littéNduseavons recenseé les
plantes dont l'activité inhibitrice sur le vih avait été testéa’agit des plantes d’Afrique
Australe, Ethiopie, d’Egypte et du Rwanda. Alors nous avons choisi @®)is$peces de ces
plantes qui existent au Mali dans le but d’évaluer leurs activités.

= Expérimentation
Les études expérimentales ont été réalisées au Départdendédecine Traditionnelle de

'INRSP. Sauf I'activité de fixation du complément qui a été realisée a unévdi®slo.

1.1.ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué par les écorces desaamerminalia avicennioides
de Combretum molleet de Securinega virosa Tous ces échantillons ont été récoltés
respectivement le 15 novembre, 05 décembre, 05 Octobre 2006 a SANANKORM@BA,
arrondissement du cercle de KATI a 35km de BAMAKO (Mali) suRbute de SIKASSO.
Un spécimen de chaque échantillon est disponible au DMT sous lesosO®@8 2645 et
2215respectivement pourerminalia avicennioidesCombretum molleet Securinega virosa.
Les drogues ont été séchées pendant (1 semaine) a la temgpénabiante du laboratoire du
DMT a I'ombre.Aprés leur séchage les drogues ont été broyées avec un puluérndaseh
de type SM2000 OSI/143(pm.

1.1.2. Réactions de caractérisation
Les groupes chimiques contenus dans nos échantillons ont été cagagb@r des réactions
en tubes.

Les résultats sont classés comme suit :

oréaction franchement positive: + 4+ +
oréaction positive: +++
oréaction moyennement positive: ++
oréaction louche: +
oréaction négative: (-) ou O.
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% Matériel
- Balance analytique (type SARTORIUS)
- Tubes a essai, éprouvette (50, 100, et 200 ml)
- Entonnoir, coton, papier filtre
- Pipettes en verre (5, 10 et 20 ml)
- Erlenmeyer (100 et 250 ml), poire
- Ampoule a décanter (250 ml)
- Bain-marie Buchi 461 water bath
¢ Alcaloides
lIs forment un groupe important de substances naturelles d’intérépéudique par leur
diversité structurale et I'éventail de leurs activités phaotogigues. Ce sont des substances
azotées qui agissent comme des bases.

Solution a analyser

A (10g) poudre végétale, nous avons ajouté a de I'acide sulfurigudeadil1/10 (50 ml) dans
un erlenmeyer de 250 ml. L'ensemble a été laissé en macéralmnempérature du
laboratoire pendant 24 heures puis filtré. Le filtrat a étépt&d a 50 ml avec de l'eau

distillée.

Pour Securinega virosanous avons ajouté directement sur la poudre végétale (10g) 25ml
d’ammoniaque diluée au ¥z et 25ml de Chloroforme dans une ampoule a décanter.

Nous avons soutiré la phase organique, qui a été séchée sur suBatiute anhydre puis
évaporée a sec et récupée avec de I'acide chlorhydrique dilué au 1/10.

Caractérisation

Nous avons pris 2 tubes a essai dans chacun desquels nous avons introduit (1 ml)rigtrat. Da
le premier tube nous avons ajouté 5 gouttes de réactif de Kéayetion mercuri-iodure de
potassium) et dans le deuxieme tube 5 gouttes de réactif denDoaffje(solution iodo-
bismuthate de potassium).

La présence d'alcaloides est caractérisée par la formation d’'untgrdeips chaque tube.

¢ Substances Polyphénoliques
Solution a analyser

La solution a analyser est une infusée a 5 %. Dans un erlenchey250ml, nous avons
introduit 5g de la poudre végétale puis 100ml d’eau bouillante surmonté d’'un entennoi
laissé infuser 15 mn. Le filtrat a été complété a 100 ml avec de I'ealédistill
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Caractérisation

= Tanins
Ce sont des esters de I'acide gallique ou de glucose. Leursépésgriologiques sont liées a
leur pouvoir de former des complexes avec les macromolécules en partesupeoteines.
Dans un tube a essai contenant (1ml) de l'infusé, nous avons ajoutél¢lRelC] diluée a 1
%. En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noiratre.

= Tanins catéchiques
A (5ml) de I'infusé a 5 %, nous avons ajouté 1 ml d’alcool chlorlaydyri(5 ml d’éthanol 95°
alcoolique, 5ml d’eau distillée, 5ml d’HCI concentré€). Nous avons pogtéullition pendant
15 minutes.
En présence de tanins catéchiques, il y a formation d’'un préapi¢ge soluble dans I'alcool
amylique.
A 30 ml d’'infusé a 5 % nous avons ajouté 15 ml de réactif de $t{@dnml de formol a 40
%, 15 ml d’acide chlorhydrique concentré). Nous avons chauffé au laia-a 90°C
pendant 15 minutes. L’'obtention d’'un précipité montre la présence de tanins catéchiques

=  Tanins galliques
Filtrer et saturer le filtrat d'acétate de sodium puh&rejouter 1 ml goutte a goutte d’'une
solution de FeGla 1 %, le développement d’'une teinte bleu-noire montre la esEn

tanins galliques.

+ Flavonoides
Ce sont les pigments universels des végétaux responsables aerddian des fruits, des
fleurs et souvent des feuilles.
A l'infusé a 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, nous gwaésua acide
(5 ml de HSQy) puis une base (5 ml de NBIH). Si la coloration s'accentue par acidification
puis vire au bleu violacé en milieu basique, on peut conclure a la présence d'anthocyane.

Réaction a la cyanidine

by

Nous avons introduit dans un tube a essai 5 ml de l'infusé a 5 %, &autédalcool
chlorhydrique (éthanol a 95 %, 'eau distillée, HCI concentré tiegaggales en volumes) ;
puis quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique.

L’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou rose-vieléta/anones) ou rouge

(flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d'st@oliique indique

o ® 7‘
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la présence d'un flavonoide libre (génine). Les colorations somsnintenses avec les
hétérosides flavoniques.
La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochsldese@urones, les catéchines

et les isoflavones.

¢ Leucoanthocyanes
Nous avons effectué la réaction a la cyanidine sans ajouteppesux de magnésium et
chauffé pendant 15 mn au bain-marie.
En présence de leucoanthocyanes, il se développe une coloration rouge cerise @ kedacé

catéchols donnent une teinte brun-rouge.

< Dérivés anthracéniques
lls appartiennent au groupe des quinones. lls se caractérisent par leur prydant éleve.
= Anthracéniques libres
Solution a analyser

A (1g) de la poudre végétale, nous avons ajouté (10ml) de chloroformeuéféghendant 3
minutes. Nous avons filtré a chaud et complété a 10 ml.

Caractérisation

A 1 ml de I'extrait chloroformigue obtenu nous avons ajouté 1 ml d’ammoniaque dilué au 1/2
et agité.
La coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

= Anthracéniques combinés

* O-hétérosides
Nous avons préparé un hydrolysat a partir du résidu de la drogseemar le chloroforme
auguel nous avons ajouté 10 ml d’eau et 1 ml d’acide chlorhydrique canddous avons
maintenu le tube a essai au bain-marie bouillant pendant 15 minutesaimss filtré et
complété le filtrat a 10 ml.
Nous avons agité 5 ml de I'hydrolysat avec 5 ml de chlorofoNes avons soutiré la phase
organique et I'avons introduite dans un tube a essai. Nous avons gardé la phase aqueuse.
A la phase organique, nous avons ajouté 1 ml d'ammoniaque dilué au 1/2. bradicol
rouge plus ou moins intense indique la présence d’anthraguinones.
Si la réaction est négative ou faiblement positive, rechercher les

O-hétérosides a génine réduite.
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Nous avons prélevé 5 ml de I'hydrolysat et ajouté 3 a 4 gouttes@egd10 %. Nous avons
chauffé pendant 5 mn au bain-marie puis refroidi sous courant d’eauaims agité avec 5
ml de chloroforme puis soutiré la phase chloroforme. Nous I'avons uiteodans un tube a
essai.
Nous avons ajouté 1 ml d’ammoniaque dilué et agité.
En présence de produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones,dtotolouge est
plus intense que précédemment.
* C-hétérosides

La solution a analyser est la phase aqueuse obtenue avec la solution a arslyser de
O-hétérosides. A cette solution nous avons ajouté (10 ml) d'ealedigtil(1 ml) FeGl Le
tube a essai a été maintenu au bain-marie pendant 30 mn puit§i sgfus un courant d’eau.
Nous avons agité avec (5 ml) de CkI@lis soutiré la phase chloroformique. Nous y avons
ajouté (2 ml) dlammoniaque diluée au %.

L’apparition d’'une coloration rouge plus ou moins intense indique la préskence
génines d€-hétérosides.

= Quinones

A (1g) de drogue végétale humectée avec de I'acide sulfurig0e¥anous avons ajouté (20
ml) d’'un mélange a volume égal d'éther et de chloroforme. Apresmaegration de 24
heures, 5 ml du filtrat obtenu ont été évaporés a l'air, puis idurésété repris par quelques
gouttes d’éthanol a 95 %. Nous avons ajouté goutte a goutte une solutitatd’ ae nickel a
5 %.

La réaction positive se caractérise par une coloration rouge.

% Stérols, triterpénes et caroténoides
Solution & analyser

L’extrait a tester a été obtenu a partir de (1 g) de la poudre de drogteerég€20 ml)
d’éther de pétrole laissés en maceération pendant 24 heures. Nous avons filtqgétecni20

ml avec de I'éther de pétrole.
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Caractérisations

= Stérols et triterpénes

Nous avons évaporé a sec 10 ml d’extrait dans un tube a essai, poigitide résidu dans 1
ml d’anhydride acétique et dans 1 ml de chloroforme. Nous avons pdeagéleux tubes a
essai, I'un servant de témoin puis avons mis dans le fond du second tube a I'aide d’'une pipette
1 a 2 ml d’acide sulfurique concentré.
A la zone de contact des deux liquides il y a formation d’'un anneage brunatre ou violet,
la couche surnageant devenant verte ou violette révele la présence de di¢telpenes.
= Caroténoides
Apres évaporation jusqu'a sec de 5 ml d’extrait, nous avons ajoutd Zauttes d’'une
solution saturée de trichlorure d’antimoine dans le chlorofornse Héveloppe en présence

de caroténoides une coloration bleue devenant rouge par la suite.

% Hétérosides cardiotoniques
lIs forment un groupe homogéne possédant un intérét thérapeutiquibsrdeimeurent des
médicaments majeurs de l'insuffisance cardiaque.

Solution a analyser :

Nous avons introduit (10g) de la poudre végétale dans (30ml) I'éthas®I|%, porté en
ébullition et filtré aprés refroidissement.
Caractérisation

Extraire le filtrat avec chloroforme (CHgJ) partager cette phase chloroformique entre

3 tubes a essai et évaporer au bain marie bouillant jusqu’a smrendre avec une solution
alcaline.

En présence d’hétérosides cardiotoniques, les colorations suivantes se sont développée
Tube 1 Kedde : rouge-violacé, orangeé

Tube 2 Baljet : orangé

Tube 3 Remond et Martoud : violet-fugace

+ Saponosides

Ce sont des hétérosides caractérisés par leurs propriétés tensioactives.
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Solution a analyser

La solution a analyser est un décocté a 1 %. Nous avons porté aiogbulins un
erlenmeyer de 250ml, (100ml) d’eau distillée et y avons projetél¢llg poudre de drogue
végeétale). Une ébullition modérée a été maintenue pendant 15 mn. Nous§lareostsajusté
apres refroidissement a 100 ml.

Caractérisation

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, nous avtinsuogesasivement
1, 2, ....10 ml du décocté a 1%. Le volume de chaque tube a été ajustd ave@ ate I'eau
distillée. Chaque tube a été agité pendant 15 secondes dans le kelmdeeur puis laissé
au repos pendant 15 minutes puis la hauteur de la mousse a été mesurée.
L’indice de mousse (I.M.) a été calculé a partir du tube dapglda hauteur de la mousse a
éte de 1cm (N).
| 1000
Indice de mousse = —~
¢ Autres caractérisations

Composés réducteurs

5 ml du décocté aqueux a 10 % a été évaporé au bain-marie jusqiibse@vons ajouté 1
ml au résidu de réactif de Fehling (0,5 ml réactif A + 0,5 ml réactif B, mélexigmporané).
L’obtention d’'un précipité rouge-brique indique la présence de composés réducteurs.

= QOses et holosides
5 ml du décocté aqueux a 10 % a été évaporé a sec. Nous avons ajésigua? a 3 gouttes
de HSO, concentré, puis aprés 5 minutes 3 a 5 gouttes d’alcool saturé avec du thymol.
Le développement d’'une coloration rouge révele la présence d'oses et holosides.

= Mucilages
Nous avons ajouté a 1 ml de décocté a 10 %, 5 ml d’éthanol absolu.

L’obtention d’un précipité floconneux, par mélange, indique la présence de mucilages.

s Coumarines
Nous avons évaporé a sec 5 m d’extrait éthéré (obtenu aprés unatimacde 24 heures,
puis avons repris le résidu avec de I'eau chaude (2 ml). Nous avtegépa solution entre
deux tubes a essai. Nous avons ajouté dans I'un des tubes de 'ammoni2idé €0,5 ml)
et observé la fluorescence sous UV 366 nm.
Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de I'aaguenindique la présence

de coumarines.

. o
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«+ Hétérosides cyanogénétiques

Nous avons ajouté a 1g de la poudre végétale, 5 ml d’'un mélange a vghind&au et de

toluene). Nous avons bien agité, nettoyé la partie supérieure du ¢ésbai&t y avons fixe a

I'aide d’'un bouchon le papier picrosodé fraichement préparé.

La présence d’hétérosides cyanogénétiques est indiquée par la colorateoplusumu moins

rapide du papier picrosodé.

1.2. DOSAGES:

1.2.1. Teneur en eau :

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

< Méthode gravimétrique

Principe
C’est une méthode pondérale qui consiste en la détermination detéaem masse d'u

quantité connue de poudre par dessiccation a I'étuve ou au four tégEngpérature de 1
+ 2°C pendant 24 h.

Matériel :

- Balance analytique de précision (type SARTORIUS)

- Four

- Pince

- Spatule métallique

- Verre de montre (ou creuset)

- Dessiccateur

Technique

ne
03

Nous avons taré cing verres de montre et y avons introduit desqigssai (PE) de 1 a2 g

(pesées au mg pres). Nous avons ensuite pesé les verres de motmart les poudres

avant de les introduire dans le four réglé a 103 + 2 °C pour une déssigendant 24 h. Au

sortir du four nous avons refroidi les poudres dans un dessiccateur contemssechant

(chlorure de calcium, anhydride phosphorique) et les avons ensuite 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
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s Méthode azéotropique
Principe
Cette méthode encore appelée méthode volumétrique consiste a nhestokime d’eau
entrainé par distillation a température constante d’'un solvant noibleiad’eau auquel une
masse de drogue végétale est ajoutée. L'eau se condense gantelanférieure du tube
collecteur gradué et son volume est lu.

Matériel et solvants :

- Ballon de 250 millilitres en verre.

- Réfrigérant a reflux tube droit de 20 centimetres de long

- Tube collecteur gradué surmonté d’un tube cylindrique de condensation

- Source de chaleur (chauffe-ballon)

- Eau distillée

- Solvant non miscible a I'eau (toluene)

Technique

Nous avons introduit dans un ballon sec de I'eau distillée (1 ml) et du toluéne (100 ml).
Nous avons distillé pendant une heure (1 h) et avons laissé rgeosknt trente minutes
(30 mn).

Le volume initial (Vi) d’eau distillée a été lu.

Nous avons ensuite introduit dans le ballon une prise d’essai (PF&) de poudre de drogue
et avons fait bouillir 'ensemble pendant 1h. Nous avons laissé reposer pendant 30 mn.
Le volume final (Vf) d’eau dans I'appareil a été lu.

Nous avons recherché le pourcentage d’eau dans la drogue par le calcul suivant.

99 d'eau dansla drogue = 100 x T

1.2.2. Substances extractibles par I'eau
Nous avons fait une décoction pendant 15 mn avec de la poudre végétatais de 'eau
distillée (20 ml). Le filtrat a été mis dans une capsule ou darzallon préalablement taré
puis évaporé a sec. Nous avons ensuite pesé la capsule ou le balldreaédeéduit la masse

du résidu.
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1.2.3. Substances extractibles par I'éthanol 70 %

Nous avons fait macérer de la poudre végétale (1g) dans lieEnbét70 % (20 ml) pendant

24 h. Le filtrat a été mis dans une capsule tarée et évapecé(ausbain-marie). Nous avons

ensuite pesé la capsule a froid et déduit la masse du résidu.

1.2.4. Cendres

Matériel

Balance analytique de précision (type SARTORIUS)
Four

Creusets en porcelaine ou en fer

Spatule métallique

Dessiccateur

Pince

> Cendres totales

Les cendres proviennent des tissus de la plante ou des élémanterstr(sable, terre...)

adhérant a la drogue végétale. Elles sont obtenues par calticathpléte de la matiére

végeétale dans l'air.

La teneur en cendres est obtenue par dosage pondéral des cendres lolbrechees par

calcination de la drogue végétale dans un four.

* Mode opératoire

Nous avons pesé 3 prises d'essai de la drogue (M) dans 3 crenisslise préalablement
tarés (T).

Apres incinération au four a une température d’environ 600°C pendant Gfrpglissement

dans un dessiccateur, nous avons déterminé la masse des creusatnttes prises d’essai

et

les avons noté M'1, M’2 et M'3.

La masse moyenne en cendres totales (MCt) contenue dansisetoest donnée par la

formule :

(M1-T1) + (M2-T2) + (M'3—T3)
3

MCt =

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

- - - - .
— (M14M2+M3)
PE =

3

Le pourcentage des cendres totales (% Ct) est donné par la formule

- MCt
%Ct =100x —
PE
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Détermination de la teneur en cendres sulfuriques
C’est une méthode d’évaluation des substances inorganiques de la dépgtele. Les
cendres sulfuriques sont obtenues apres une attaque de la drogue par I'acideeulf
La teneur est déterminée par dosage pondéral des sulfates nons wvoldéhus par
calcination de la matiére végétale préalablement traitée avecidie I&ulfurique dilué au Y.
Les sulfates résultent de la conversion des sels organiques.

Dans un creuset en quartz sec préalablement taré (T), nous avodsitinhe prise
d’essai de la poudre et pesé I'ensemble (M).
Nous avons ensuite humecté la poudre avec une quantité suffisante d’acide sulfuréque dil
au Y et trituré avec une baguette.
Le creuset a été laissé a I'étuve jusqu’a I'évaporation auscmis au four a la température
de 600 °C pendant 6 heures. Nous avons peseé le creuset apres rafrerttigd&). La
masse des cendres sulfuriques (MCs) s’obtient comme suit :

MCs = M -T

La masse de la prise d'essaiest: PE=M-T

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

Mce
r

% Cs =100x

« Cendres insolubles dans 'acide chlorhydrique a 10 %

C’est une évaluation du contenu en constituants siliceux de la matgteale. Ces cendres
sont déterminées a partir de I'action de I'acide chlorhydrijig® a 10 % sur les cendres
totales.
Nous avons introduit la totalité des cendres dans un erlenmeyesuéé @0 ml d’acide
chlorhydrique a 10 %. L'ensemble a été porté a ébullition pendant 1&unirain-marie.
Apres refroidissement, nous avons recueilli, lavé la matiére non esadublun papier filtre
sans cendre, puis transféré le filtre dans un creuset sec préalablem@nt taré
Le creuset contenant le papier filtre a ensuite été sébéidinge pendant 24 heures et calciné
pendant 6 heures au four a la température de 600°C. Aprés refroidissgamsntun
dessiccateur, nous avons pese le creuset contenant les cendres (M’).
- La masse des cendres chlorhydriques (MCc) est donnée par la formule :
MCc (masse cendre chlorhydrique) =M’ —T

- La masse de la prise d’essai (PE) est la masse de poudre utilisée pendies totales.

o ® T‘
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- Le pourcentage des cendres chlorhydriques (% Cc) s’obtient de la mainardes:

MCc (masse cendre chlorhydrique)
PE

% Cc =100 x

PE : (prise essai)
1.2.5. Alcaloides

Nous avons meélangé et laissé sous agitation magnétique de e paégetale (3 g), de
I'acide sulfurique a 10 % (25 ml) et de I'eau distillée (5 p¢ndant 1h . Le filtrat a été
complété a 50 ml avec de l'eau distillée. Nous avons ajouté de daraque diluée au %2
jusqu’a ce que le pH soit compris entre 8 et 9. Une extractiété daite avec 50 ml de
chloroforme. Nous avons recueilli le filtrat dans un erlenmeyerlfavisns séché sur sulfate
de sodium anhydre. Ce filtrat a été évaporé au bain-marie dansapsele préalablement
pesée. La capsule a encore été pesée avec le résidu.

Masse alcaloides = poids avant étuve — poids aprés étuve

Masse alcaloides
PE

g alcaloides = 100 x

PE : (Prise essai)

1.3. EXTRACTIONS

» Extraction par décoction
Le principe est de faire une décoction pendant 10 mn afin de récupgreubstances
extractibles par I'eau a chaud.
o 50 g de poudre de chacune des 3 drogues ont été bouillis avec 500ml| d’eatiqidéc
10%).
* Nous avons refroidi, filtré le décocté, puis procédé a la caatemnt sous vide du
filtrat au rotavapor a la température de 50°C.
» La solution concentrée obtenue a été lyophilisée et le résida carservé dans des

flacons stériles hermétiquement fermés apreés les différentes pesée

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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Matiere

séche (509)

H.O 100°C (500ml)

Extrait H,O Marc
100°C

Figure n° 8 : Schéma de I’extraction par décoction

e Formule de calcul du rendement :
Maszse de lyophlilisat

Rendement = 100 x
Mazse de la poudre

» Macération a I'eau:

50g de poudre de drogue ont été introduits dans un ballon (1 litre), peésamavec 500ml
d’eau 3fois (1,51) sous agitation magnétique pendant 24h. Nous avonsa&gpetepération

successivement 3 fois a des intervalles de 24h en renouvelamjuée ¢ le solvant dans les

proportions indiquées. Les maceérés obtenus ont été filtrés sur deessasppuis concentrés

au rotavapor a sec sous vide a 50°C. Le concentré obtenu a été lyalubsdervé dans des

flacons stériles hermétiquement fermeés.

A chaque fois le rendement de I'extraction a été évalué.

Drogue
(509)

H.O (500ml)

Macéré Marc
aqueux

Figure n° 9: Schéma d’extraction par macération a I'eau
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» Extraction par I'éthanol (70%):
Nous avons préparé un extrait par macération 50 g de poudre de chageeaeys00 ml
d’ETOH a 70% pendant 24H.

Matiére séche
(509)

E+OH (500ml)

Extrait ETOH Marc

Figure n° 10: Schéma d’extraction par macération étanolique

» Extraction par les solvants a polarité croissante

Le Soxhlet a été utilisé pour I'extraction par les solvants a polarité amtesgour ce faire,
les solvants suivants ont été utilisés: I'éther de pétrole, le dichlorométhanmeéthhanol.
Une quantité de 20 g de la poudre a analyser a été introduite darertonete placée dans
le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant et porté par un ballon conteeastlMant d’extraction
(100 - 150 ml). Une série de plusieurs siphonages a permis ¢tgotrgusqu’a épuisement
de la poudre par chacun des solvants utilisés.

Le marc (résidu) a été séché (1 heure) et utilisé pour uraidigpuis une décoction. Les
extraits polaires ont été évaporés au Rotavapor, récupérés dabsalldas préalablement
tarés en vue d’'une lyophilisation. Les extraits apolaires éné\é&pores a l'air libre dans des
flacons tarés.

Les extraits secs obtenus ont été pesés par la suitedafidéduire le rendement de
I'extraction ; ils ont ensuite été conservés dans des flacons en verre heemétint fermés.

Ces extraits secs ont été utilisés pour les investigations ultérieures.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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20g
Poudre
Ether de pétrole

Extrait éthéré Marc

DM

Extrait DCM Marc

Méthanol

Extrait Méthanolique

Figure n° 11: Schéma d’extraction par les solvanta polarité croissante

» Digestion et décoction des marcs obtenus

Aprés I'extraction avec les solvants & polarité croissanteale a été séché pendafit Ce

résidu séché a été utilisé pour la digestion a 50 °C et la décoction.

Matiére séche '

‘ H20 50°C

Digestion Marc

H20 100°C

Décocté Marc

Figure n° 12: Schéma d’extraction par digestion et décoction

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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— Matériels de travalil :

Bain-marie

Balance analytique de type SARTORUS

Ballon en verre de 1000 ml avec un col de 29/32
Cartouche en tissu tergal (6 cm x 30 cm),

Eprouvette graduée de 250 ml,

Réfrigérant avec un col 29/32

Solvants : éther de pétrole, dichlorométhane, méthanol,
SOXHLET NS 29/32

- Mode opératoire:

Nous avons pris 20 g de poudre de chaque drogue et 100 - 200 ml de chaquepsolva

polarité croissante.

- Montage du dispositif:

Dans un bain-marie, il a été introduit un ballon surmonté du soxtié¢mant la cartouche

remplie de drogue, I'ensemble est surmonté par le réfrigélcanrobinet a été ouvert, et

réglé ; la température du bain-marie sera celle d'ébullition divaist d’extraction

correspondant. La drogue a été extraite par les vapeurs datsailvsi condensées tombant

dans la cartouche.

Quand le soxhlet se remplit jusqu’a la partie supérieure du siphsolyent riche en produit

se déverse dans le ballon : c’est le siphonage, et le mécanisme reprend.

Apres épuisement de la drogue, I'extrait obtenu est concerto@sdrvé dans un flacon bien

fermé. Le marc est séché et repris par le solvant suivant. Nouns opéré de cette maniere

pour les 3 solvants, le résidu sera repris par I'eau.

Dans le tableau ci dissous nous reporterons les conditions de I'extraction aet.Soxhl

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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Dans le (tableau 1) qui susiont énumérés le nombre de siphonage et les durées d’extraction au
Soxhlet. La durée d’extraction correspond au temps d’épuisement de la drogugsopzaarie
Tableau I: Conditions de I'extraction des drogues au soxhlet

Solvants (100 a 200 ml) Nombres de siphonages Duidextraction

(h, mn)

Ether de pétrole :

Terminalia avicennioides 20 2" 30

Combretum molle 12 1" 00

Securinega virosa 10 1", 00

DCM :

Terminalia avicennioides 28 %, 20

Combretum molle 20 1", 00

Securinega virosa 20 %, 00

MeOH :

Terminalia avicennioides 94 9" 33

Combretum molle 28 3" 17

Securinega virosa 10 1", 00

- Extraction par I'eau :

Au marc obtenu de I'épuisement par les solvants organiques ritpotaissante, nous avons ajouté
100 ml d’eau distillée dans un ballon de 500 ml qui sera maintebaiunarie réglé a 50°C pendant
1 h. La solution obtenue est filtrée sur coton.

Le marc a été repris avec (100ml) d’eau distillée poigée a 100°C pendant 15 mn. De méme la
solution obtenue sera filtrée sur coton.

Les filtrats obtenus ont été concentrés au rotavapor sousqgoredduite a une température comprise

entre 45 et 50°C, puis lyophilisés.

1.4. CHROMATOGRAPHIE

Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La CCM est une méthode physico-chimique qui comporte une r@paltitsoluté
entre deux phases, une phase stationnaire et une phase mobileribkse ge séparer les
constituants d’'une substance en fonction de leur vitesse de migration.

» Matériels : spatule, flacons, pince, crayon, regle, cutter, balance de typeri&art
micropipettes, cuves avec couvercle, pulvérisateurs, plaque de 6UFG254, lampe
uVv.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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» 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 systeme de solvants Ligroine : Acétate d’éthyle (1 :1)éaepiployé pour les extraits
apolaires et le systeme Butanol : Acide acétique : Eau (60:15:25) pour les @diaiites.
» Révélateurs
Réactif de Godin ; Réactif de Dragendorff.
» Dépots :
Peser 10 mg d’extraits dans des flacons ; dissoudre dans 1ml de s@valigsolution
convenable. Déposer sur les plagues, 10 microlitres des différealgtions a l'aide de
micropipettes graduées. Introduire les plagues dans des cuves pougrédion. Apres
migration, nous avons séché les plaques et procédé a I'observationmspasul&raviolette
aux longueurs d’'ondes 254 et 366 nm. Calculer ensuite les facteursentorei{Rf) de

chacune des taches observées.

Distance parcourue par la substance

Rf

Distance parcourue par le front du solvant

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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2. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

2.1. DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Cette activité a été déterminée par le principe de la i@uuht radical DPPH (1-1
Diphényl 2 picryl hydrazine) sur plaque de CCM.

.N_N_Q

02N N02
Radical DPPH
Principe: DPPH® + AH — ———* DPPH-H + A°

La réduction du DPPH° s’accompagne par le passage de la couleur violette aua jeoule.

Tous les extraits ont été soumis a ce test. Un mélange médwn(l-: 1) a servi a la
dissolution des extraits polaires tandis que les extraits agmwlaimt été dissous dans leur
solvant d’extraction (10 mg de chaque extrait ont été dissousldahsge solvant approprié).
Des dépbts de 1l de chaque solution d’extrait ont été réalisés sur des plaquekcdges.
Les systemes de solvants Ligroine : Acétate d’éthyle (1 : Bueinol-Acide acétique-eau
(60 : 15: 25) ont été respectivement employés pour la migration thestserapolaires et

polaires.

Apres la migration des substances, les plaques de CCM ont éi&esévavec une solution
méthanoligue a 2 mg/ml de 1-1 Diphényl 2 picryl hydrazine. Les a&ubss actives

apparaissent en tache jaune sur fond violet (Diallo et coll., 2001).

2.2. DETERMINATION DE L’ACTIVITE DE FIXATION DU COMPLEMENT

Principe : Le test de la fixation du complément est un t@stifro) qui consiste a déterminer
I'interaction de I'extrait avec la réaction de cascade duptément. Ce test a été réalisé a

l'université d’'Oslo.

. o
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* Matériels :

- Anticorps de lapin

- Buffer véronal (VB) : Tampon véronal

- Bovin Sérum albumine (BSA) 30% : Albumine de sérum de boeuf

- Hématies de mouton, Sérum humain

- NacCl

- Sodium azide 10 %

* Mode opératoire:
Les hématies de mouton sont lavés deux fois avec la solution deNagIiml, une fois avec
la solution de (VB/BSA) renfermant du tampon véronal a pH 7,2 eig2nl d’albumine de
sérum bovin (BSA 30%) et 0,02% d’une solution de sodium azide (10%).
Ensuite les hématies sont sensibilisées avec les anticorfapideanti — érythrocytes de
mouton.
Elles ont été incubées a 37°C sous agitation pendant 30 minutesestdavwdouveau avec les
solutions précédentes. La suspension cellulaire (1%) est misdedBSBSA préparé et
utilisé le méme jour.
Le sérum humain contenant les protéines du complément est prétradélevant les
anticorps anti — érythrocytes de mouton, puis dilué dans le VB B&#e concentration qui
entraine 50 % d’hémolyse.
Les échantillons ont été dissous dans le VB/BSA (500, 250, 125, 62.5, 31.3 et 15,6 g/ml).
50 pl de l'extrait dilué dans le VB/BSA et 50 pul de sérum hurpadtraité sont introduits
dans la microplaque portant 96 puits, puis incubés a 37°C sous agitation pendant 30 minutes.
Nous avons ajouté a la solution incubée 50 pl d’hématies de mouton, incabéwau a
37°C sous agitation pendant 30 minutes puis centrifugé pendant 5 minutes.
Nous avons transféré 100 pl de la couche surnageante des puits damsuuel&e
microplaque et déterminé I'absorbance a 405 nm.
100 % de lyse ont été obtenu avec de I'eau distillée plus les hématies de maytpon (A
Le milieu de contréle est le VB/BSA, le sérum humain et les hématiesa®m(A contrsid-
La fraction de pectine PMdePlantago majoiL. (Samuelsen et coll., 1996) est utilisée pour
le test positif.
Le pourcentage de lyse est obtenu par la formule :
@ntrotd / (A eay) (100%).
Le pourcentage d’inhibition de lyse est donné par la formule :
ntrole— A echantilon / (A controld)-

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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Les résultats sont exprimés sur les courbes qui correspondentogarithimes des

pourcentages d'inhibition par rapport aux différentes concentrations raiteXtig/ml)

introduit dans les puits

2.3. DETERMINATION DE L'ACTIVITE ANTI-CHOLINESTERASE

= Principe : c’est une méthode colorimétriqgue basée sur la méthode d’Ellman :
L’acétylcholinestérase (AchE) agit sur I’AcétylthiocholineT@l) en milieu aqueux pour

libérer la thiocholine qui en agissant avec l'acide dinitrobenzo(@iNB) donne une

coloration jaune.

/ C’est une méthode colorimétrique basée sur la méthode d’Ellman

AchE

Acétylcholinestérase

ACTI — Thiocholine

Acétylthiocholine

Thiocholine

\_

+

DTNB —  Coloration Jaune

~

/

Figure n° 13: Schéma du principe de l'activité Anttholinesterasique

- Les Matériels :

Plagues CCM de type FCG-254 en aluminium, cuve de migration, Crayons

Lampe UV, Micro pipettes, Captair, Pulvérisateurs, Ultra-son.

-Réactifs

5,5'- Dithiobis-2nitrobenzoique acide (5mM DTNB), Acétylcholinestéré3eunités/ml

AchE)

Acétylthiocholine iodide (5mM ATCI), Galanthamine, solution étalon (50mM Tris pH 8.0)

-Solvants de dissolution
Les extraits DCM et MeOH ont été diluée dans le DiméthylsulfoxydeSDM

=  Procédure :

Elle est basée sur deux réactions:

o T Vv

Sécher la plaque

Réaction de vrai positif
Appliquer (10ul) des extraits ou le produit standard sur la plague

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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d. Pulvériser avec la solution (ACTI + DTNB)

e. Sécher la plaque pendant 3-5 mn

f. Pulvériser avec solution Acétylcholinesrase (3UlI/ml AchE)

g. Observer et enregistrer automatiquement les spots blancs indiqeéwité sur la plaque

sur fonds Jaune.

» Réaction de faux positif
Opérer comme dans la réaction de vrai positive jusqu’a I'étape c.
d Pulvériser avec la solution acide dinitrobenzoique (5mM DTNB)
e Sécher la plague pendant 3-5mn
f Pulvériser avec la solution (ATCI + AchE)

g Observer et enregistrer les spots blancs sur fond jaune

= Détermination de I'Activité

L’activité d’inhibition de I'acétylcholinestérase est détermimgse I'apparition des spots
blancs sur fond jaune sur la plaque CCM.

e Résultat positif:
Les spots blancs sur plaque CCM (VP) ne correspondent pas aws né&mes blanches sur
plaque CCM (FP).

® Résultat Négatif:
Les spots blancs sur plague CCM (VP) correspondent aux mérhes tdanches sur plaque
CCM (FP).
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3. RESULTATS:
Nous reportons ici les résultats de nos études expérimentales sur les treg plant
Terminalia avicennioides, Combretum mateSecurinega virosa

Matiéres premieres végétales

Plantes Drogue Masse en (g) Couleurs
T. avicennioides Ecorces de racines 500 Marron
C. molle Ecorces de racines 500 Marron
S. virosa Ecorces de racines 500 Marron

3.1. ETUDES PHYTOCHIMIQUES :
3.1.1. DOSAGES

Dans (le tableau Il) nous avons énuméreé les résultats dexuiiffélosages réalisés sur les poudres
des trois drogues.

Tableau Il: Pourcentage des substances dosées des drogues

Nature du dosage T. avicennioides C. molle S. virosa
Eau (Gravimétrie) 6,40 % 5,80 % 6,22 %
Eau (Volumétrie) 6 % 6 % 6 %
Cendres totales 7,91 % 13,26 % 9,20 %
Cendres chlorhydriques 0,42 % 1,20% 1,95%
Cendres sulfuriques 10 % 16 % 11 %
Substances extractibles par I'eau 17 % 11 % 12 %
Substances extractibles par EtOH 70 % 25 % 18 % 40%

Indices de mousse 1000 250 -
Alcaloides totaux - - 1%

Les plus grands pourcentages en cendres totales et en cendregddlaloehont été obtenus

avec les écorces des racines $ecurinega virosaavec un taux d'alcaloide de 1%.
Contrairement aux indices de mousses ou la plus grande teneuisau& des écorces des
racines d&. avicennioides.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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Le (tableau IIl) suivant fait apparaitre les différents remel#s et aspects obtenus de nos

différentes extractions.

Tableau Ill: Résultats des extractions avec I'eau et I'éthanol 70% des drogsie

Extraits Drogues Rendement Aspects / Couleurs
(%)
Terminalia avicennioides
Macéré HO Ecorces racines 20,90 Floconneux/brun
Macéré EtOH 70 % Ecorces racines 21,10 Floconneux/brun
Décocté 10 % Ecorces racines 30,94 Floconneux/brun

Macéré HO
Macéré EtOH 70 %

Décocté 10 %

Macéré HO
Macéré EtOH 70 %

Décocté 10 %

Combretum molle

Ecorces racines 14,08
Ecorces racines 18,50
Ecorces racines 11,44

Securinega virosa

Ecorces racines 20,90
Ecorces racines 47,98
Ecorces racines 25,80

Floconneux/brun
Floconneux/brun

Floconneux/brun

Granuleux/marron
Floconneux / marron

Granuleux /marron

Le macéré éthanolique des écorces de racin8s deosaa donné le plus grand rendement et
le plus petit rendement a été attribué au décocté des écorces de rétimeotle
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Les données de I'extraction au Soxhlet ou extraction avec so&aukarité croissante sont
reportées dans (le tableau V) suivant :

Tableau IV: Résultats des extractions au soxhlet des drogues

Extraits Drogues Rendement Aspects / Couleurs
(%)
Terminalia avicennioides
Ether-P Ecorces racines 0,25 molle/ Jaune
DCM Ecorces racines 0,90 granuleux /Brun
MeOH Ecorces racines 37 granuleux / marron
H,O 50°C Ecorces racines 3,70 granuleux/Brun
H-O 100 °C Ecorces racines 3,05 floconneux/Jaune-brunatre
Combretum molle
Ether-P Ecorces racines 0,07 floconneux/brun
DCM Ecorces racines 0,60 granuleux/ Brun
MeOH Ecorces racines 7,75 granuleux/ Marron
H,0O 50 °C Ecorces racines 5,35 granuleux/ Brun
H>O 100 °C Ecorces racines 2,15 floconneux/Jaune-brunatre
Securinega virosa

Ether-P Ecorces racines 0,55 molle/marron
DCM Ecorces racines 1,75 granuleux/ Brun
MeOH Ecorces racines 5,10 granuleux/ Rouge-brun
H,O 50 °C Ecorces racines 4,85 floconneux/ brun
H,O 100 °C Ecorces racines 7,75 floconneux/ brun

Ether-P : extrait a I'éther de pétrole
DCM : extrait au dichlorométhane
MeOH : extrait méthanolique

EtOH70 %xtrait a I'éthanol 70 %
2B 50 °C : digesté
-8 100 °C : décocté

Les plus grands rendements ont été obtenus avec les mémemntames soit 7,75% pour I'extrait
méthanolique d€. molleet I'extrait & chaud (100°) d&. virosale plus petit rendement a été obtenu
avec l'extrait éthéré dé. molle

o ® m
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1.1.3 Réactions de caractérisations

Les données de la phytochimie (réaction de caractérisationbe) des drogues des trois
plantes sont reportées dans le (tableau n° V) suivant :

Tableau V: Résultats des études Phytochimiques

Coumarines + + -
Alcaloides B _ _ +
Bases
M _ _ +
Saponosides ++++ ++ _
Indices 1000 250
Tanins +++ ++++ +++
Cat Traces ++ ++
Gal +++ +++ Traces
Oses et holosides +++ +++ +++
Mucilages + _ _
Stérols et triterpenes + - +
R-M ++ ++ ++
Hétérosides
cardiotoniques K ++ ++ ++
Bal ++ ++ ++
Leucoanthocyanes Traces + +++
Anthracénosides libres + - -
B : réactif Bouchardad Gal : Gallique R:-Raymaond-Marthoud
M : réactif de Mayer K : réactif de Kedde
Cat : Catechique Bal : Baljet

Le screening phytochimique a révélé la présence des taninkedahdrogues, la présence d’'alcaloide
dans I'échantillon d&. virosapar contre I'absence de triterpénes dans I'échantilldd. aeolle.

N.B : les composés : Hétérosides cyanogénétiques, Flavonoides, comguhsdeurs, Anthocyanes
ont donné des réactions négatives lors de cette étude dans nos conditiomeatqlés.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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Les données de la phytochimie (chromatographie sur couche mina#pdass des trois plantes sont
reportées dans les tableaux et figures suivants : Chaqueutaiegrend les informations sur le
facteur de rétention (Rf), I'observation a la lumiere UV2%4 nm et la fluorescence 366 nm) et les

différentes colorations aprés révélation avec le réactif ctiRéde Godin (Universel).

= CCM des extraits apolaires

tigvonn, Acoel (4 T 41)

= =N e
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Figure n° 14: CCM des extraits d'éther de pétrole

Tableau VI: Résultats de la CCM des Extraits d’éther de pétrole

Extraits Rf
Extraits éthérés 0,41
T. avicennioides

0,55
0,64
0,72
0,80
0,90
0,98

Extraits éthérésC. molle 0,78
0,90
0,95
0,98

0.44
0,73
0,81
0,90
0,96

Extraits éthérésS. virosa

. Légende

TA : Terminalia avicennioides

CM : Combretum molle
SV : Securinega virosa

Ether-P : Ether de pétrole

Systeme de solvant :

Ligroine-acétate d’éthyle (1 : 1)

254 nm
visible

visible
visible

visible

visible

visible

visible
visible
visible
visible
visible

366 nm

violacé

rose-violacé

Jaune-vert
Bleu-ciel

jaune-vert

Jaune-vert

Jaune-vert
Jaune-vert
Jaune-vert

Godin

bleu

Violet
Violet

Violet

Violet

Violet
Violet

Violet
Violet
violet

De nombreux taches ont eu une florescence jaune-verdatre a UV @bGnma coloration violet a
apres révélation au réactif de Godin. Seul le composé obteRii:d@y41 a donné une coloration bleue

apres révélation au Godin.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),

Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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= CCM des Extraits Dichlorométhane (DCM)

e Légende
TA : Terminalia avicennioides
CM : Combretum molle
SV : Securinega virosa

DCM : Dichlorométhane

Systeme de solvant :
Ligroine-acétate d’éthyle (1 : 1)

——

Figure n° 15: CCM des Extraits Dichlorométhane

Tableau VII: Résultats de la CCM des Extraits Dichlorométhane (DCM

DU Rf 254 nm 366 nm Godin
Extraits DCM 0,06 visible Bleu-ciel Bleu
T. avicennioides
0,38 visible Bleu-ciel -
0,51 - Jaune-vert -
0,62 - orangé -
0,75 - Bleu-ciel -
Extraits DCM C. molle 0,75 - Bleu ciel -
0,81 - Jaune-vert -
Extraits DCM S. virosa 0,76 - Bleu-ciel violet
0,86 visible - violet

La plupart des composés n’ont pas été visibles a UV 254nm, par contre ont donrgrstelffér
florescences a UV 366 et également moins de coloration a aprés océvalatiéactif de Godin.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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= CCM des Extraits Polaires

Dans les tableaux qui suivent, sont présentés les réesiatdasCCM des extraits réalisés par
'Eau le Méthanol et I'Ethanol 70%.

Figure n° 16: CCM des Extraits Polaires

TA : Terminalia avicennioides Mac : macéré EtOH : éthanol
CM : Combretum molle Dec : décocté
SV : Securinega virosa MeOH : méthanol

Tableau VIII: Résultats de la CCM des extraits polaires

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Macéré aqueux T. avicennioides 0,16 visible - Jaune-vert
0,65 visible - Jaune-vert
0,75 visible Bleu ciel Bleu
Macéré aqueux C. molle 0,16 visible - Jaune
0,42 - marron Jaune
0,53 - jaune-vert jaune
0,75 visible Bleu ciel Bleu
Macéré aqueux S. virosa 0,15 - Jaune-vert Jaune
0,25 visible Jaune-vert Jaune
0,37 visible - Jaune
0,50 visible - Jaune
0,63 visible Orangé Jaune-vert
0,75 visible Bleu ciel Jaune
Décocté 10% T. avicennioides 0,13 visible - Jaune
0,53 visible Bleu ciel Jaune
0,75 visible Bleu ciel Bleu
Décocté 10% C. molle 0,16 - Jaune-vert Jaune
0,42 - Jaune-vert -
0,53 - Jaune-vert -
0,75 visible Bleu ciel Bleu

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)



Décocté 10% S. virosa

Macéré MeOH T. avicennioides

Macéré MeOH C. molle

Macéré MeOH S. virosa

Macéré EtOH T. avicennioides

Macéré EtOH C. molle

Macéré EtOH S. virosa

0,11
0,25
0,37
0,63
0,82

0,17
0,53
0,67
0,75

0,16
0,42
0,67
0,75

0,25
0,37
0,46
0,63
0,82

0,12
0,50
0,78

0,16
0,42
0,67
0,78

0,25
0,37
0,63
0,82

visible
visible
visible
visible

visible
visible
visible
visible

visible
visible
visible

visible
visible
visible
visible
visible

visible
visible
visible

visible

visible
visible
visible
visible
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Jaune-vert
Jaune-vert
Jaune-vert
Bleu ciel
Bleu ciel

Bleu ciel

Bleu ciel

Marron
Bleu ciel

Jaune-vert

Jaune-vert
Jaune-vert

Bleu ciel

Bleu ciel

Jaune-vert
Jaune-vert
Jaune-vert
Bleu ciel

Jaune-vert

Bleu ciel

Jaune-vert
violet

Jaune-vert
Violet

Violet
Jaune-vert
Bleu
Bleu

Jaune
Bleu
Bleu

Jaune

Jaune-vert
violet

Jaune
Jaune
Bleu

Jaune
Jaune
Bleu
Bleu

Jaune
Jaune-vert

La plupart des composés visibles a UV 254nm ont donné une floresc€lde366nm et différente

colorations a apres révélation au réactif de Godin.

Les taches observées au Rf: 0,75 et Rf : 0,78 avec les®amaitux et hydroalcooliques des drogues

deT. avicennioidestC. molleont eu les mémes caractéristiques.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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Les figures suivantes font apparaitre les chromatogrammesctlagserévélés au réactif de
Godin (Universel) : figure n°17 représente les extraits de dichlorométhkntgeire n°18 les
extraits d'éther de pétrole.

= Chromatogramme des extraits apolaires révélé par le réactif de Godin

Ligroine - Acoet (1: 1) | Ligroine - Acoet (1:1) b

Figure n° 17:Extraits DCM
Figure n® 18: Extraits Ether de Pétrole

TA : Terminalia avicennioides DCM : dichlorométhane
CM : Combretum molle éther : éther de pétrole
SV: Securinega virosa

Front du solvant: 8 cm

Support : Plaque de Silice GF,s4 en aluminium
Dépot : 10 pl

Eluant : Ligroine : Acétate d’éthyle (1:1)

Révélateur : - Réactif de Godin

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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= Chromatogramme des extraits polaires révélé par le réactif de Godin
BAW : Butanol- Acide acétique- Eau (65-15-25)

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

i M b ¢ i

Figure n° 19: Révélation avec le réactif de Godines extraits polaires

e

TA : Terminalia avicennioides Mac : macéré EtOH : éthanol
CM : Combretum molle Dec : décocté
SV: Securinega virosa MeOH: methanol

Remarque: d’'une fagon générale, les colorations bleues obtenues réwedation par le réactif de

Godin pourraient étre des coumarines, les substances colorées@ngé et violet des stérols et

composeés terpéniques. Et celles en jaune clair des Flavonoides.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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* Résultats de la CCM des Extraits Polaires révelés au réactif de Dragendior

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

RF: 0,25

Figure n° 20: Révélation avec le réactif de Dragemff des extraits polaires

TA : Terminalia avicennioides Mac : macéré EtOH : éthanol
CM : Combretum molle Dec : décocté
SV : Securinega virosa MeOH : méthanol

La coloration rouge-brun observé au Rf: 0,25 dans I'extrait Métlmaeolde S. virosa
pourrait étre I'alcaloide caractérisé par les réactions en tubesmataax de 1%.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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3.2. TESTS BIOLOGIQUES
3.2.1. RESULTATS DE L’'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES EXTRAITS

Les chromatogrammes obtenus avec I'ensemble de nos extradte orévélés avec une
solution de DPPH pour évaluer l'activité antioxydante, les résskapsésentent sous forme
de taches jaune sur fond violet.

» Tous les extraits aqueux et hydroalcooliques des écorces dessreel. avicennioides
et de C. molle ont montré une forte activité antioxydante. Par contre nous n’avons
observé aucune activité antioxydante pour les extraits des éadesesacines de
S. virosaAinsi les résultats des extraits polaires sont reportés dans la (fiyaig.

" BAW(60 15 25)

Figure n° 21: Chromatogrammes des extraits polaires révélés par |eFPH

Terminalia avicennioides Combretum molle Bdnega virosa
1: Macéré aqueux 5 : Macéré aqueux 9 : Macéré aqueux
2 : Décocté aqueux 6 : Décocté agueux : D&cocté aqueux
3: MeOH 7 : MeOH 11 : MeOH
4 : EtOH 8 : EtOH 12 : EtOH

Front du solvant: 8 cm

Support : Plaque de Silice en aluminium

Dépot : 10ul

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

» Les résultats du test antioxydant réalisé sur les exapdkires des écorces des racines
des trois plantes dans un systeme de solvant Ligroine, Acétdhylel’'€l :1) apres
révélation par le DPPH n’ont montré aucune substance active.

. o E

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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3.2.2. RESULTATS DE L’ACTIVITE SUR LA FIXATION DU COMPLEMENT

Dans la (figure n° 22), les résultats de I'activité de la fixationesaomplément sont reportés sur les

courbes qui correspondent aux logarithmes des pourcentages d'inhibitrappant aux différentes
concentrations d’extrait (ug/ ml).

Courbe représentant les résultats de I'activité sur la fixation du complément
100

|

L

0 T
* — T A maer
oo 300 400 500

-25 A

Concentration (g b

. _* —'
75 A /
50 4 - —e— Pl
a5 7 Ch decoct
\\yz

—m— 5V decoct

SW maceration

—— M macer

—e— T Adecoct

Figure n° 22: Courbes représentant les résultats déctivité sur la fixation du complément

Le maceéré et le décocté @mmbretum mollainsi que le décoctéerminalia avicennioides

ont montré une forte activité de fixation du complément respectiveavec des ICkp de
19,20 ; 12,30 et 34,00 pg/ml. Comparativement au PMII qui inhibe 50% de I'reamoha

dose de 112,40 pg/ml.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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3.2.3. RESULTATS DE L'ACTIVITE ANTICHOLINESTERASIQUE

Dans les figures qui suivent sont reportés les résultatsadgvité anticholinestérasique
réalisée sur les extraits de dichlorométhane (figure n°23) détamadtque (figure n°24) des
trois plantes. L’activité se caractérise par I'apparition dpsts blancs sur plague CCM (Vrai
Positif) ne correspondant pas aux mémes taches blanches sur plaque CCM (f&8ux Pos

" CHCI;-MeOH (8:2) _ CHCl-MeOH " (8:2)

Vrai positif Faux positif
Figure n° 23: Chromatogramme des Extraits (DCMV}aigivité anticholinesterasique

CHCl;-MeOH (8:2) CHCls-MeOH (8:2)

Vrai positif Faux positif

Figure n° 24: Chromatogramme des Extraits MeOH de’activité anticholinestérasique

Gal : galanthamine Créombretum molle
Ta : Terminalia avicennioides Sv : Securinega virosa

N.B : sur I'ensemble des extraits de dichlorométhane et méthanoliqéeatess des racines
des trois plantes testés, l'activité anticholinestérasiquet sledrée négative dans nos
conditions expérimentales.

. o E

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
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Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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4. ANALYSES ET DISCUSSION

Cette étude a porté sur la phytochimie et les activités bgplegide trois (03) plantes de la
pharmacopée traditionnelle malienne.

Le matériel végétal était constitué des écorces de radeeBerminalia avicennioides,
Combretum mollet deSecurinega virosa.

Beaucoup de produits naturels se sont avérés actives comme inhitdtdarsanscriptase
inverse. Ces composés appartiennent a un éventail de classasatasiadifférentes, par
exemple : coumarines, flavonoides, tannins, lignanes, alcaloides, terpeaq@#o-et
anthraquinones, et polysaccharides (Matthée, 1999)

Dans cette étude le criblage phytochimique a révélé la@mrésde plusieurs composés
chimiques dans nos plantes. Les plus abondants ont été les coumsaipesosides, tanins,
stérols, triterpenes, hétérosides cardiotoniques, leucoanthocyemesges et holosides. Les
mucilages et les Anthracénosides libres n'ont été présents ajue l@chantillon de
Terminalia avicennioidesToutefois la présence de ces composés cités n'avait pas été
rapportée avant dans la littérature.

Dans I'échantillon des. virosanous avons révélé la présence des alcaloides ceci corrobore
avec les travaux de (Tatematsu et coll. 1991 ; Kerharo et Adams 1974).
Les études antérieures réaliséesTswavicennioidegt C. molleont rapportée la présence des
flavonoides dans les racines de ces plantes (Abdullahi et coll. 20813.ridtre étude nous
avons noté I'absence des flavonoides dans nos conditions expérimentalasah#ité des
compositions chimiques peut étre due au sol (géographie).

La forte présence des tanins dans les écorces des raciheswdeennioidegt deC.
molle confirme les travaux réalisés sur les deux plantes (Kerharo et Adams 1974).
Les taninssont surtout connus pour leur propriété astringente mise a profit pour skegpper
hémorragies. lIs permettent par ailleurs de lutter contrefestions du fait de leur capacité a
complexer les macromolécules, en particulier les protéinesymeszdigestives et autres,
protéines fongiques ou virales (Bruneton, 1993).

Nous avons beaucoup apprécié la présence des saponosides dans &ssdésoarines
de Combretum mollelans cette étud€ependant les données de la littérature se rapportant
aux travaux de Ahmed et coll. 2004 sur les racinedenolle ont eu comme résultat
isolément de deux triterpenes a savoir: le Combreténe A(l) dégignéle 3,7o-
dihydroxylanost-5-ene et le Combreténe B(IB}t8/drox-28-hydroymethyllanost-25(26)-ene.

Ceux-ci pourraient étre utiles pour chercher a identifier la natureageaasides retrouves.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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Les saponines mises en évidence dans les écorces de la ti@e dwlle comme
arjunglucoside (également appelé le 4-epi-sericoside) adrigoside n'ont pas empéché la
réplication du HIV-1 ou du HIV-2. Cependant, le punicalagin (substancegeudié la plante)
et le composé CM-A ont inhibé de facon sélective de la réplicdtiadlV-1 (Asres et Coll.
2005). En effet les saponosides ont des propriétés hémolytiques généraleihageatér leur
interaction avec les stérols de la membrane érythroeytair induit une augmentation de la
perméabilité et une fuite de I’hémoglobine (Bruneton, 1993). Selon laareéuice plusieurs
drogues doivent leurs propriétés anti-inflammatoires et anti-egdéses a des saponosides.

Certes les drogues a saponosides sont traditionnellement egtilsgur leurs propriétés
antitussives et/ou expectorantes. Cependant ces activités n'ont pas évaladestdatude.

Les hétérosides cyanogénétiques, composés réducteurs et Anthocyardesrantdes
réactions négatives dans cette étude. Tandis que I'observaticandpka UV et la révélation
des chromatogrammes des extraits avec les réactifs da &adie Dragendorff ont permis de
confirmer la présence de plusieurs composés obtenus par lesnmgactitubes notamment les
tanins, les saponosides, les stérols et les triterpénes, lesromsmet les alcaloides. La
présence de ces composés dans nos différentes drogues pourifaet jusilisation
traditionnelle des ces plantes.

La teneur en eau par la méthode gravimétrique a été de 6,40 %Tpoumalia
avicennioides5,80 % pouCombretum mollet 6,22 % pouBecurinega virosa.

Ces teneurs étant toutes inférieures a 10 % est une indicdgida bonne conservation des
drogues. En effet une teneur en eau supérieure a 10 % favoiserdiactions d’oxydation,
de fermentation ainsi que la formation de moisissures qui sont sopkguatliciables a
I'activité thérapeutique de la drogue (Paris et Hurabielle, 198il)tefois, nous ne pouvons
pas comparer ces résultats car les données de la litténgtwtonnent aucune information sur
les valeurs de la teneur en eau par la méthode gravimétrique de nos plantes étudiées
Nous pouvons dire que la majorité des constituants de ces plantes oaffinite plus
marquée pour les solvants polaires. Car dans I'ensemble, la sansubstances extractibles
par I'éthanol dans tous nos échantillons est supérieure a cekeilsgances extractibles par
les autres solvants organiques.

Le meilleur rendement des extractions a été obtenu avec tgatraa I'éthanol de
Terminalia avicennioidessoit 47,98 % et le plus faible rendement avec I'extractiontlaelré

de pétrole d€ombretunmolle soit 0,07 %.

o ® T‘
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Securinega viros@résente les taux les plus élevés en cendres totales@&ndanes insolubles
dans I'acide chlorhydrique respectivement 9,20% et 1,95%, le taux |&lpké en cendre
sulfurique a été obtenu avec les écorces des racir@smlretum mollsoit 16%. Cependant
nous n’avons pas de données de la littérature nous permettant de comparer ats résult

Par ailleurs un taux bas, obtenu en cendres chlorhydriques, dansda®uschantillons
peuvent témoigner d’'une faible présence d’éléments siliceux ou damamination de la
drogue avec du sable ou de la poussiere. Cela pourrait s’expliquerfpiirque nous avons

lavé a I'eau de robinet ces racines apres leur récolte.

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)
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Pour ce qui concerngactivité antioxydante nous avons observé une forte activité
antioxydante des extraits aqueux et hydroalcooliques dans lesikahsudeT. avicennioides
et deC. molle Par contre I'échantillon d8. virosan’a montré aucune activité antiradicalaire
apres révelation au réactif de DPPH alors que les travaugé®alr les racines de I'espece
Ghanéenne ont noté la présence de I'activité antioxydante pamia méthode (Dickson et
coll. 2006). Cette discordance pourrait s’expliquer par la variahiit® substances et la
variabilité liée au sol, a la géographique et au climat.

L’effet antioxydant de ces différents extraits pourrait €lfiea leur richesse en composés
polyphénoliques tels que les tanins, les coumarines et les saponosidéet Hes substances
polyphénoliques, selon de nombreux auteurs sont des composés a haut poiémtaant
(Bruneton, 1993 ; Cavin, 1999).

Les Combrétacées sont des plantes riches en tanins (Kexth&dams 1974). Ceci
pourrait expliquer les résultats biologiques des deux plantes quiamiténune forte activité
antioxydante.

Par ailleurs, plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidendaitl que les
antioxydants protegent I'organisme contre les cancers et ausleslies cardiovasculaires
(Pincemail et al. 1999). Un tel résultat semble intéressamtecaos jours un grand intérét est
accordé aux composés antioxydants dans la lutte contre le vih et le sida.

Les recherches ont démontré que I'infection au vih a pour effatrofre la production de
radicaux libres dans 'organisme d0 au fait que :

Le vih endommage lintestin de sorte qu'il soit moins apte a dégedad@rabsorber les
nutriments présents dans les aliments, pour contrer cet effganisme tente d'augmenter sa
propre production d'antioxydants.

Les cellules infectées par le vih « volent » a I'organidegenutriments essentiels dont elles
ont besoin pour fabriquer de nouveaux virus de fagon constante

(http://www.catie.ca/herb_f.nsf).

Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr), I
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Pour ce qui concerne l'activité sur fixation du complément: le macéré, le décocté de
Combretum molle ele décoctéTerminalia avicennioidesnt montré une forte activité de
fixation du complément avec des IgHde 19,20 ; 12,30 et 34,00ug/ml respectivement.

La concentration 19,20ug/ml pour le macéréTdeminalia avicennioidesest supérieure a
celle obtenue par (Caesar, 2006) qui avait trouvé avec le macée¥rrdmalia catappaine
plante de la méme famille et du méme genre ungdCTH24 ug/ml. Tandis que le décocté de
Combretum moll@rovoquait 50% de I'hémolyse a la dose de 12,30 pg/ml.

Connu pour leur activité sur le systeme immunitaire, les polysadekgpeuvent avoir des
effets modulateurs sur le systéme du complément, les macrephegdymphocytes et les
cellules NK (Diallo, 2000). Cependant la présence des sucres nééaeterminée dans
cette.

Le systéme du complément est un systeme trés important daéfemse immunitaire contre
les infections. L'activation du complément produit des médiateurs egarcent de
nombreuses activités telles que l'augmentation de la perméaldi#€ulaire, I'attraction
chimiotactique des leucocytes et la modulation de la production d’anticorgméxeet coll.,
2004).
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Pour I'activitéanticholinestérasique nous avons observé une réaction positive du témoin
(la galanthamine) ce qui prouve que I'activité marche, par cotgreont les extraits de nos
plantes qui n'ont pas été actifs par la méthode CCM utilisées des conditions
expérimentales. Nous ne pouvons pas comparer ces résultats car mons pas de données
de la littérature qui rapportent I'activité anticholinestérasique dplaetes.
Par ailleurs, sur le plan pharmacologique ce résultat est intéreasaptacpourrait ouvrir une

piste de recherche sur les substances a activité antispasmodiques

Outre ces propriétés, il est important de noter que les trois plantes deuntpatsedent des
propriétés anti-inflammatoire, anti-bilharziose, anti-protozoaire, i-dysentériale et
antimicrobienne et ou aussi pour le traitement des plaies (Mc@&acoll. 2001 ; Eloff et
coll. 1998 ; Kerharo et Adams 1974). Ces activités n'ont pas été d#desrdans cette étude.
Cependant, les données de la littérature sur les composés pdssentes drogues, donnent
une indication sur leur possible activité a I'égard des virus epdessites. En effet, des
actions inhibitrices de la réplication des virus ont été dédntestro pour les tanins. Les
dérivés galliques pourraient inhiber l'adsorption des virus sur leslelimais aussi la
transcriptase inverse (Bruneton, 1993).

Par ailleurs, I'activité inhibitrice des tanins sur le VIH-dr pplocage de son entrée dans les
cellules cibles a été mise en évidence (LU et al. 2004). @eoiait ouvrir une piste de

recherche pour nos plantes dont les différentes parties sont riches en tanins.
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o CONCLUSION

La médecine traditionnelle reste encore le premier reqgmunsplus de 80% de la population
africaine a cause de l'inaccessibilité et le colt élevé des médicaocoanentionnels.

Pour ce qui concerne les études phytochimiques, retenons quedésnsian tubes ont
révélé la présence de nombreux composés a des concentratiabiesatans nos différentes
drogues, dont la présence a été confirmée par la chromatographie sur coweh@OGM).

La plupart des extraits testés pour leurs activités biologiquesdémontré une
efficacité notable. Certes les extraits aqueux et hydroatpesider erminalia avicennioides
et deCombretum moll@nt démontré une forte activité antioxydante et une forte actieité
fixation sur le complément. Par contre sur I'ensemble des &xttas trois plantes testés,
I'activité anticholinestérasiqgugest avérée négative par la méthode CCM dans nos conditions
experimentales.

Au terme de cette étude visant a étudier la phytochimiectedtés antioxydante, de fixation
sur le complément, et anticholinestérasique. Les composés chimatpoesés et les résultats
des activités biologiques obtenus, il ressort que ces plantes posdedevirtus pouvant

justifier leur utilisation en médecine traditionnelle.

o RECOMMANDATIONS

A lissue des résultats obtenus et de la conclusion de cette, édsdeecommandations
suivantes on été formulées, et s’adressent :

v" INRSP/DMT, FMPOS, Ministére de la Santé:

Poursuivre les investigations sur deux plantes a savBombretum molleet
Terminalia avicennoidegui ont démontée une forte activité antioxydante, de fixation
du complément et dont les données de la littérature montrent lesiblpoactivité

inhibitrice sur la transcriptase inverse du VIH-1.

v" Ministére de la santé, Ordres professionnels de la Santé, kéadvialienne des
Thérapeutes Traditionnels :

Rendre pérenne la collaboration entre chercheurs et tradipraticiengéle sa

v" Ministére de la Santé, Ministére des Enseignements SecoSdgiégieur et de la
Recherche Scientifique, Partenaires Techniques et Financiers :

Appuyer les structures de recherches par les moyens (matéfiemeters).
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Composition des réactifs

» Réactif de BALJET
o [0 [ o o3 o [ 1 1lg

Ethanol & 50° alCOOIIQUE 0 S Prvrvrrrrn ettt tin et e et et e ee e e eaenenaae e 100 ml

» Réactif de DRAGENDORFF
Nitrate de bismuth pulverisé..............cco i e 20.20,80 @

o [ 38,10 ¢
lodure de sodium anhydre..........coooi i 200 g
T I 1S3 1] == o S o 1000 mi

Agiter pendant 30 mn

» Réactif du DPPH
1,1 diphényl 2 picrylhydrazyle en solution méthanolique a 2 mg/ ml (M / V).

» Réactif de FEHLING
Solution A :

CUS O oo 359
Eau distillée......... 500 ml
[ S 1 5ml

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

Solution B :

Selde SeIgNEIE. .. ... 150 g
Eau distill@e. ... ..o e a2, D00 M
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée a 1 litre avec de I'ebiéedisti

NB : Mélanger les deux solutions a volume égal au moment de I'emploi.

» Réactif de GODIN
Solution A :

VANIINE Lo e 1lg
Ethanol & 95° @lCOONQUE. .. ... vueie it et e e e e e e e e e e e e 1000 mi
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Solution B :

Acide Perchlorique ... 3ml
Eau distill@e. ... e e 100 M
Mélanger les deux solutions au moment de I'emploi, ensuite pulvéusérssplaques CCM

avec une solution de-BO; a 4 %.

» Réactif de GUIGNARD (Papier picrosodé)
o Lo [ o o3 [ [ 1P Ao

Carbonate de SOQIUM.......u e e e e e e e e e ae e 10g
e T o [y ] 1= = I o TR PP 10O 1]

» Réactif de KEDDE
Acide dinitro 3,5 DENZOIUE. ... 1lg

Ethanol & 95 ° AlCOOIQUE 0 S Prrrrrririiniit it et iet et e e et e e e e e 100 ml

» Réactif de MAYER

[ToTo (8] g=Re (=3 o o] =37 [F ] o 1A P 259
ChIOrUIre MEICUIQUE. .. ...ttt et e e e e e e e e et e e e e e 6,779
T 0 153 1] == o S o 50 ml

» Réactif de RAYMOND MARTHOUD
1,3 dINItrODENZENE ....oe e 19

Ethanol @ 96° alCOOlQUE I S Prrrrrrir it e e e e e e ee e 100 mi
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Activité Anticholinestérase

» Reéaction de vrai positif
1. Dissoudre dans 10 ml de 50mM tris PH. 8

AT Cl e e, 14,5 mg
DTN B ettt et e e 19,8 mg
2. Dissoudre dans 9940 pul de tris pH.8

o = 50 170 1) 60 pl

» Réaction de faux positif
1. Dissoudre dans 9940 pul de tris pH.8 de 50mM tris PH. 8

AChE (BUIMI) ot e e e 60 pl
N O 14,5 mg
2. Dissoudre dans 10 ml de 50mM tris PH. 8

DTN B e e 19,8 mg
[ @
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7. GLOSSAIRE

Acétylcholine (Ach) substance chimique présente chez les vertébrés, qui joueeuderdl
neuromédiateur permettant la transmission de l'influx nerveux d'urome & l'autre en
passant par les synapses, et a partir des neurones verbules enusculaires, ce qui conduit
ces dernieres a se contracter.

Acétylcholinestérase(AchE) est une enzyme tres courante chez les animaux, notamment
niveau des synapses cholinergiques ou elle inactive l'acétylchdigrée dans la fente
synaptique et permet ainsi la recapture de la choline par la terminansgtigye.

Agoniste est une molécule interagissant avec un récepteur membranagtvant celui-ci.
L'agoniste mime en général le messager se liant habituellement ag&eegdteur en question.

Antagoniste Substance qui se lie a un récepteur et qui bloque son activite.

Albumine soluble dans I'eau et fabriquée par le foie, I'albumine esprotéine qui sert au
transport de nombreuses substances dans le sang et qui permaettiennda la pression
oncotique.

Antigene est une macromolécule naturelle ou synthétique, reconnue par despsntiu des
cellules du systéme immunitaire et capable d'engendrer une réponse mmaunit

Anticorps est une glycoprotéine complexe utilisée par le systéme mitame pour détecter
et neutraliser les agents pathogenes comme les bactéries et les virus.

Antioxydant Substance capable de neutraliser ou de réduire les dommages [aukEs
radicaux libres dans l'organisme.

Bronchoconstriction est due a la fixation de l'acétylcholine sur les réceptedtgsant une
contraction des muscles lisses des bronches au niveau des poureotr®edline obstruction
des bronches qui peut entrainer une difficulté respiratoire.

Bronchodilatation augmentation du calibre d’'un vaisseau par extension de ses fibres
musculaires

Cholinergique le terme cholinergique fait référence a tout agent qui stinowl simule
l'action de l'acétylcholine. Il s'applique égalementx fibres nerveuses qui activent
I'acétylcholine

Complément I'ensemble des protéines seériques formant un systeme multietiqyena
susceptible d'étre activé dans une réaction inflammafgeten la voie alternepu dans une
réaction immunitairé¢selon la voie classique)

Cytolyse lyse des cellules a la suite de la perforation de la memioggoplasmique sous
I'action du complément ou sous l'action de cellules cytotoxiques.

o ® ?‘
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ICH soconcentration d’'un composé inhibant 50% de I'effet observé

Immunité est ensemble des mécanismes biologiqgues permettant a un orgalgésme
reconnaitre et de tolérer ce qui lui appartient en proprso{jest de reconnaitre et de rejeter
ce qui lui est étranger (le non soi) : les substances étenge les agents infectieux auxquels
il est exposé (bactéries, virus), mais aussi ses proprestegantgialtérés (comme des cellules
tumorales).

Lymphocyte est une catégorie de globule blanc (leucocyte) impliquée dans les mésanisme
de 'immunité acquise (dirigée spécifiguement contre les antigeraegéts).

Opsonisation processus par lequel certaines substances captent et digereatidnts
infectieux (bactéries, virus, parasites).

Parasympathomimétique substance qui produit les mémes effets que le systeme nerveux
parasympathique, partie du systéeme nerveux qui contrbéle, avestéangysympathique ou
orthosympathique, le fonctionnement des visceres (organes situgg@ellir des cavités du
corps) et les fonctions vitales (respiration, circulation, digestion, excrétion)

Parasympatholytique substance qui s'oppose a laction du systéme nerveux
parasympathique

Phagocytosecapture et digestion par une cellule phagocytaire (polynucléaire
macrophage) d'une particule inerte ou vivante.

Radical libre est une molécule qui possede un électron non apparié, c’'est uree espe
chimique dérivée du métabolisme de l'oxygene, extrémement toxiques.

Stress oxydatif conséquence au niveau cellulaire de l'accumulation de radicaux libres,
pouvant occasionner des dommages aux cellules avec pertes de fondtiotégrité, voire
mort cellulaire.

Systeme du complémenest un ensemble de protéines faisant partie de I'immunité non
spécifique et agissant par une cascade protéolytique

Systeme orthosympathiqueglou sympathique) qui intervient dans les activités involontaires
des situations de stress et d’éve# sympathique stimule 'ensemble des organes qui jouent
un réle dans la défense. Des quantités importantes d’adrénalindésbargées ; le rythme
cardiaque est accéléré ; la pression sanguine augmentaisesaux du coeur et des muscles
squelettiques sont dilatés ; ceux de la peau et des visoétesostractés ; la respiration est
plus ample ; les pupilles sont dilatées (mydriase) ; les pailshérissés et la motricité gastro-
intestinale est arrétée.
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Systeme parasympathiquese charge des activités involontaires des situations de paix et de
repos. Les activités du processus général de la digestion songssnisfcrétions salivaire,
stomacale, intestinale, hépatique, pancréatique ; motricité ettghsime) ; le rythme
cardiaque est ralenti ; la pression sanguine diminue ; les ggipiint rétrécies (myose) et la
respiration est plus calme.

Voie alterne voie d'activation du complément indépendante des anticorps, faisauemte
une stimulation directe du C3 et dans laquelle ne participent pas les composantst@4.C2 e

Voie classique voie d'activation du complément dépendante des anticorps déclench&e pa
fixation du fragment C1q sur les complexes immuns.
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Etude de la phytochimie et des activités biologiques de trois (03) plantes : Terminalia avicennioides (Guill. Perr),
Combretum molle (G. Don) et Securinega virosa (Baill.)



