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INTRODUCTION

Au Mali 80% de la population utilise la médecine traditionnelle pour les soins de santé.

Cette médecine utilise des substances d’origine animale, minérale mais surtout végétale.

Le Département Médecine Traditionnelle (DMT) de I’Institut National de Recherche en Santé
Publique (INRSP), en collaboration avec les tradipraticiens de santé¢, méne des recherches
pour la mise au point des médicaments traditionnels améliorés (MTA) a base de plantes
médicinales. Ces MTA sont des phytomédicaments a efficacité prouvée, a limite de toxicité
connue, de qualité contrdlée et de colits abordables pour la population. Parmi les sept MTA du
DMT qui figurent sur la liste nationale des médicaments essentiels, il existe "THEPATISANE,
MTA a base des feuilles de Combretum micranthum utilis€ dans la prise en charge des
affections hépatiques. De nombreuses plantes médicinales dont FEntada africana
(SAMANERE) sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de nombreuses
affections. Les racines de la plante sont utilisées en tisane dans le traitement entre autres des
syndromes ictérique et hépatique (Kerharo et Adams, 1974). En raison de ces nombreux
usages, 1’étude des effets de Entada africana sur les parametres biologiques chez les rats doit
tenir une place importante.

Dans cette optique, les plantes ou parties de plante d’une toxicité élevée, méme dans le cas ou
elles ne rentrent pas dans la thérapeutique ne doit passer point sous silence.

De nombreuses recherches ont déja été effectuées sur les extraits des racines de E. africana :
Pour le controle de qualité, 1’observation microscopique des poudres de racines a révélé la
présence de grains d’amidon, de groupes de fibre, des fragments d’épiderme, des cristaux
d’oxalate de calcium, de cellules sclérifiées, les fragments de tissus avec cellules
palissadiques dans la poudre de racine de E. africana (Sangaré, 1999).

Les extraits de la plante ont inhibé le virus Herpes simplex (Silva et al. 1997). Les études
réalisées sur le décocté de racine ont montré une activité hépato-protectrice (Sanogo et al.
1998). L’extrait aqueux a également provoqué une broncho-dilatation chez le cobaye
(Occhiuto et al. 1999). Des polysaccharides de type pectine doués d’activité anti-
complémentaire ont été isolés de I’extrait aqueux des racines (Diallo et al, 2001). La plante
contient des saponines, des alcaloides 0,25 % (Sangaré¢, 1999 ; Diallo et al. 2001). Récemment
de nouveaux saponosides avec des propriétés antiprolifératives ont été isolés a partir des

racines de Entada africana(Cioffi et al, 2006).
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Les tests de toxicité ont démontré que la DLsy du décocté des racines de E. africana est
supérieur a 3000 mg/kg (Sanogo, 1999).

Un essai clinique sur 45 malades souffrant d’hépatite virale et d’ictére (pendant 1-6 semaines)
a entrainé une normalisation des transaminases (ALAT et ASAT) chez 100 % des malades et
une disparition des symptomes chez 93 % des patients (Douaré, 1991).

Ces résultats ont permis la mise au point du MTA a base de racine de Entada africana sous le
nom de SAMANERE pour la prise en charge des affections hépatiques.

Actuellement SAMANERE fait 1’objet d’une grande consommation pour la prise en charge
non seulement des affections hépatiques mais également d’autres affections fréquentes.

Afin de s’assurer de la sécurité¢ d’emploi de SAMANERE, notre étude a pour objet d’évaluer
I’effet de D’administration prolongée du décocté de racines de Entada africana

(SAMANERE) sur certains parameétres biologiques du foie et du rein chez les rats.
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Motivations

Dans cette optique, la sécurité d’utilisation doit étre le critére primordial du choix des MTA.
Les professionnels de la santé et le public doivent recevoir des informations a jour et vérifiées
tant sur les effets bénéfiques que nocifs des plantes médicinales.

L’usage de remedes a base de racines de Entada africana dans le traitement des hépatites est
courant. Cette thérapie mérite encore d’étre vérifiée scientifiquement en profondeur comme
cela a été le cas pour d autres plantes.

Ce présent travail est donc motivé par :

» la contribution a la sécurit¢ d’emploi de Entada africana au Mali,

» la valorisation de la pharmacopée traditionnelle afin de pouvoir satisfaire aux besoins

de santé des populations,

 faciliter I’acces des populations aux MTA (Médicaments Traditionnels Améliorés) a
moindre colt compte tenu du colt ¢levé et de la méfiance des médicaments

conventionnels.

Objectifs:

Objectif général:

Etudier la phytochimie et I’effet de I’administration prolongée du décocté de racines de
Entada africana (Samanéré) sur des parametres biologiques du foie et du rein chez les rats.
Objectifs spécifiques:

o Caractériser les différents groupes chimiques des racines de Entada africana.

« Déterminer les constituants antiradicalaires et hémolytiques des extraits des racines de

Entada africana

» Evaluer toxicité aigu€ et chronique des extraits aqueux de Entada africana chez les

rats.
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CHAPITRE I : TRAVAUX ANTERIEURS
I-Rappels :

1- La toxicité des plantes:

Avant d’examiner D’activité thérapeutique d’une drogue ou de ses constituants, il est
nécessaire de connaitre leur toxicité. L'utilisation des plantes comme médicaments est le plus
souvent fondée sur des observations empiriques et des traditions parfois millénaires. Il ya des
drogues dont I’administration peut provoquer des phénomenes d’intolérance ou d’allergie.
D’autres plantes exercent leur effet thérapeutique a des doses voisines de celles pour
lesquelles on observe des phénomenes toxiques; on dit que la marge thérapeutique est réduite:
c’est le cas des digitales, curares, Aconit (Paris et Moyse, 1965).

L’intoxication est sévere avec les plantes riches en hétérosides cardiotoniques.

Les saponosides ont des propriétés hémolytiques généralement attribuées a leur interaction
avec les stérols de la membrane érythrocytaire.

L’intoxication liée aux plantes se fait généralement par I’ingestion directe de plantes ou de
parties de plantes éventuellement dangereuses ou plus rarement dans un but de suicide:

feuilles d’if, de Laurier-rose, de digitale (Fané 2003).

Quelques plantes ou parties de plantes a toxicité élevé: il s’agit de :

- la poudre des graines de Afzelia africana , de latex et graines de Argenome mexicana, des
graines fraiches de Cassia occidentalis, tous réputés d’une toxicité €levée (Encyclopédie
médicale 1986) ;

La pomme de sodome (Calotrpis procera) dont le latex était utilisée pour la chasse a
I’¢léphant comme poison de fleche au Sénégal (Encyclopédie médicale 1986).

- les poisons strophanthiques utilisés pour I’empoisonnement des fleches: kounalé ou
kounadié(Strophanthus hispidus)(Kerharo et Adam. 1974).

- des especes de haute toxicité connue comme 1’aconit, les strophanthus, la noix vomique, les
solanacées mydriatiques, le pavot, la cigu€ ; que l’industrie pharmaceutique a retiré¢ des
médicaments de grande valeur (Fané 2003).

Chaque plante suspecte doit étre examinée en particulier afin de voir quels sont ses organes ou
ses tissus dangereux, si les poisons élaborés par certaines parties subissent des migrations vers
d’autres organes. On doit aussi vérifier si la production des poisons est influencée par I’age du

végétal, les saisons, la culture, le sol, s’ils sont saisonniers ou permanents, volatiles et
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destructibles par la cuisson ou fixes et résistants a de hautes températures. Ces points élucidés,
I’action de chaque plante doit étre suivie sur I’homme et les especes animales domestiques

(Bruneton, 1999).
2- Anatomie du Foie (Seide, 2008)

Le foie représente l'organe interne le plus volumineux du corps humain et pése en moyenne
1.5 kg chez l'adulte (2 a 5% du poids corporel). Chez le rat, il se caractérise par un poids
moyen de 16 g, soit 4% de la masse corporelle totale. D'aspect rouge-brunatre et de forme
ovoide, le foie se situe du coté supérieur droit de la cavité abdominale, entre le diaphragme et

l'estomac, et s'avére responsable de plusieurs fonctions physiologiques vitales.

2-1 Histologie du foie

a- Organisation structurelle

L'organisation structurelle du foie témoigne de sa fonction primordiale qui est de servir de
gardien de 'homéostasie corporelle. Le foie est localisé entre le tractus digestif et le reste de
l'organisme. A cause de cette situation privilégiée, il regoit et gére la plupart des nutriments et
des substances nocives provenant du métabolisme cellulaire et de la circulation. Chez
I'humain, le foie est formé de deux lobes principaux, le droit et le gauche, ainsi que de deux
petits lobes, a savoir, le lobe caudé¢ a la face postérieure, et le lobe carré a la face inférieure.
Toutefois, chez de nombreux animaux, par exemple le rat, le foie présente une lobation plus
accentuée. Ces lobes sont enveloppés d'une membrane fibreuse constituée de tissu conjonctif

dense, la capsule de Glisson, et chaque lobe se subdivise lui-méme en un grand nombre

d'unités fonctionnelles appelées lobules (Seide, 2008).

De forme hexagonale, le lobule hépatique est centré par une veinule hépatique terminale
centrale ou veine centrolobulaire, et limité par 4 ou 5 espaces portes (espaces de Kiernan)
formés de tissu conjonctif fibreux et irrigués par la veine porte et l'artere hépatique. Il
comprend par ailleurs trois éléments: les travées cellulaires ou travées de Remak, les
capillaires sinusoides ou radiés, et les canalicules biliaires qui aboutissent au canal biliaire de
l'espace porte.

De plus, une branche de l'artére hépatique, une branche de la veine porte et un canal
biliaire forment ensemble une triade portale.

Le lobule hépatique correspond a I'unité structurelle du foie, c'est-a-dire aux travées

dont les sinusoides se drainent dans la veine centrolobulaire. Toutefois, deux autres concepts,

davantage adaptés a la physiologie et a la pathologie, ont été développés pour définir la
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subdivision de cet organe. En particulier, I'acinus de Rappaport, qui de forme losangique, est
cloisonné par les veines centrolobulaires de deux lobules contigus et par les angles de jonction
de ces derniers, dont I'un s'avere portal et I'autre non portal; il constitue 1'unité artérielle car
centrée sur une branche de l'artére hépatique. L'acinus se divise en trois zones définies selon
la distance les séparant des vaisseaux nourriciers, donc selon le degré d'oxygénation. La zone
la mieux oxygénée est appelée zone périportale (zone 1), alors que la moins oxygénée
correspond a la zone centrolobulaire (zone 3). La région de transition entre les zones 1 et 3 se

nomme zone meédiolobulaire ou intermédiaire.

b- Apport sanguin :

Fortement vascularisé, le foie bénéficie d'un apport sanguin double: veineux et artériel.
L'apport en sang est assuré par deux larges vaisseaux: l'artere hépatique et la veine porte
(Seide, 2008).

Chez I'humain, alors que cette derni¢re véhicule 75% du sang afférent, l'artére
hépatique transporte les 25% restant. La veine porte achemine vers le foie le sang veineux
désoxygéné ayant circulé a travers le tube digestif et la rate. Alors que le sang du tractus
digestif contient les métabolites de la digestion, celui provenant de la rate s'avere riche en
métabolites de I'hémoglobine. Quant a l'artere hépatique, elle fournit le sang oxygéné et
provient de l'aorte.

Le sang afférent part de la périphérie du lobule hépatique vers la veine centrolobulaire
en passant a travers les sinusoides. La vascularisation efférente est représentée par la
confluence des veines centrales en veines sus-hépatiques qui se jettent dans la veine cave
inférieure, laquelle regoit ainsi les éléments utilisables ou éliminables par la sécrétion

exocrine hépatique. Un vaste réseau de vaisseaux lymphatiques draine également le foie.

C- Cellules composant le foie
- Cellules parenchymateuses:

Les hépatocytes : Les cellules parenchymateuses, ou hépatocytes, sont les plus nombreuses
du foie; elles constituent chez le rat 60% de I'ensemble des cellules de 1'organe et environ 80%
du volume hépatique. Il s'agit de cellules épithéliales polygonales de grande taille, organisées
en travées anastomosées irrégulieres et unicellulaires rayonnant autour d'une veine centrale.
Elles sont ¢galement associées les unes aux autres par des jonctions lacunaires et séparées par

les capillaires sinusoides (Seide, 2008).
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Par ailleurs, les hépatocytes possédent un noyau central, rond et volumineux, et
certains sont binucléés, voire polynucléés. Leur cytoplasme est également de type
¢sosinophile granuleux puisque trés riche en mitochondries et organites intracellulaires (ex.:
appareil de Golgi et les réticulums endoplasmiques lisse et rugueux). Cette abondance en
organites cytoplasmiques refléte une importante activité métabolique, ce qui explique
d'ailleurs que ce type cellulaire en particulier ait été choisi comme modéle pour notre étude:
les hépatocytes représentent le centre fonctionnel du foie.

- Les cellules non parenchymateuses

Le foie s'avere composé majoritairement de cellules parenchymateuses, la paroi des
capillaires sinusoides comprend 4 autres types cellulaires : les cellules endothéliales, les
cellules de Kiipffer, les cellules de Ito et les cellules de Pit. Ensemble, ces cellules non
parenchymateuses représentent environ 40 % de la totalit¢ des cellules du foie mais

n'occupent que 6.3 % du volume hépatique total.

v Les cellules endothéliales des capillaires sinusoides

Les cellules endothéliales des capillaires sinusoides différent de celles des autres
endothéliums vasculaires de 1'organisme car elles ne possédent pas de membrane basale et
sont fenétrées; cette porosité permet aux hépatocytes d'accéder facilement aux nutriments et
macromolécules plasmatiques. De plus, ces cellules jouent un role dans le métabolisme des
lipoprotéines et s'averent impliquées dans I'endocytose de molécules et de particules.

2.2 Fonctions hépatiques

Le foie exerce plusieurs fonctions physiologiques (métaboliques, immunitaires,
digestives et de biotransformation) essentielles au bon fonctionnement de 1'organisme, et un
dysfonctionnement de cet organe peut mener a la mortalité. La plupart s'avére prise en charge

par les hépatocytes, mis a part les fonctions immunitaires, qui sont attribuées aux cellules de

Pit et de Kiipffer (Seide, 2008).

a- Fonction biliaires des hépatocytes

Le foie est une glande digestive exocrine. Les hépatocytes élaborent et sécretent la bile,
liquide jaunatre et 1égerement alcalin composé essentiellement d'eau, d'ions, d'acides et de
sels biliaires, de cholestérol et de la bilirubine (pigment provenant surtout de la dégradation

des hématies). Sécrétée de fagon continue, la bile est emmagasinée et concentrée dans la
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vésicule biliaire en période de jetine. En réponse a un stimulus hormonal (libération de la
cholécystokinine du petit intestin), elle se trouve évacuée de la vésicule biliaire puis
acheminée vers le duodénum. La, les acides et les sels biliaires participent a 1'émulsification
des lipides alimentaires et des vitamines liposolubles, facilitant ainsi leur digestion par les
lipases pancréatiques et leur absorption.

b- Fonctions métaboliques des hépatocytes
» Meétabolisme glucidique

Les hépatocytes jouent un rdle important dans le métabolisme des glucides en assurant
le maintien d'une glycémie normale. Pour cela, lorsque la concentration sanguine en glucose
atteint un niveau trop €levé, celui-ci est converti en glycogeéne (glycogenese) et emmagasiné
dans les hépatocytes; quand, au contraire, cette concentration devient trop faible, les cellules
hépatocytaires dégradent en glucose les réserves intrahépatiques de glycogene
(glycogénolyse). Les hépatocytes peuvent également synthétiser le glycogene a partir des
lipides ou des protides (néoglycogeneése), et convertir en glucose différentes substances non
glucidiques telles que des acides aminés (gluconéogenese).

> Meétabolisme lipidique

Les hépatocytes se montrent trés actifs dans le métabolisme des lipides. Ils captent ainsi
les acides gras et les estérifient en triglycérides qu'ils emmagasinent, ils synthétisent du
cholestérol, des phospholipides et des lipoprotéines plasmatiques. Ces derniéres s'averent
composées des lipides ainsi que d'apolipoprotéines. Les hépatocytes servent, en plus, de lieu
d'emmagasinage des vitamines et d'oligo-¢éléments (ex. : fer, cuivre), et sont impliqués dans le
métabolisme de certaines hormones.

» Meétabolisme protéique

A partir des acides aminés puisés dans les capillaires, les hépatocytes synthétisent de
fagon continue la plupart des protéines du plasma sanguin, y compris l'albumine et la majorité
des globulines autres que les gammaglobulines. L'albumine est une protéine sérique
synthétisée exclusivement par les hépatocytes, et il s'agit de la plus abondante du systéme
sanguin. Quant aux globulines, elles comprennent des facteurs de coagulation dépendants
(prothrombine ou facteur II, facteurs VII, IX et X) ou indépendants (facteur V) de la vitamine
K. Le foie s'avere de plus le siege du catabolisme des acides aminés en urée. Durant ce
processus, appelé cycle de I'urée, I'ammoniaque, produit du métabolisme de 1’azote et possible

neurotoxine, est utilisé et par conséquent détoxiqué.
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c- Fonction de biotransformation des hépatocytes

Les hépatocytes s'averent responsables de la biotransformation des composés
potentiellement toxiques en composés non toxiques, excrétés dans les sécrétions biliaires et
l'urine. C'est en fait principalement le systéme enzymatique monooxygénase du cytochrome
P450 qui permet la conversion des xénobiotiques, c'est-a-dire, de toutes les substances
naturelles ou artificielles de faible poids moléculaire étrangéres a 1'organisme (médicaments,
produits de I'alimentation, substances polluantes de 1'environnement) et souvent hydrophobes,
en composés hydrosolubles facilement ¢éliminés (Seide, 2008).

2.3 Métabolisme des xénobiotiques

Le foie constitue le principal site de la biotransformation des xénobiotiques pénétrant
intentionnellement (médicaments, produits de l'alimentation) ou non intentionnellement (ex. :
polluants environnementaux) dans l'organisme, et ce processus se déroule spécifiquement
dans les hépatocytes. Certains xénobiotiques peuvent traverser la bicouche lipidique des
cellules, et leur biotransformation a pour principale conséquence la formation de métabolites
qui sont ensuite retirés du corps.

Etant donné la variabilité¢ importante de la nature chimique des xénobiotiques, de nombreuses
enzymes et isoenzymes se montrent nécessaires pour leur métabolisme; il s'agit des enzymes
du métabolisme et du transport des xénobiotiques (EMTX), réparties en différentes phases
(Seide, 2008)
.Habituellement, il y a premi¢rement le transport du xénobiotique du sang vers l'intérieur de la
cellule (métabolisme de phase 0) , puis la substance est tout d'abord oxydée, mais aussi
parfois réduite ou hydrolysée, principalement par le systéeme enzymatique monooxygénase du
cytochrome P450 (métabolisme de phase 1); elle est ensuite conjuguée a des molécules
hautement polaires telles que le glutathion, la cystéine et le sulfate (métabolisme de phase 2).
Les métabolites, devenus hydrosolubles, sont ensuite transportés a l'aide de protéines de
transport directement vers les canalicules biliaires puis excrétés dans la bile, ou sont a
nouveau libérés dans le systéme sanguin et excrétés dans l'urine via les reins (métabolisme de
phase 4).Le métabolisme de phase 3 correspond au transport intracellulaire des xénobiotiques.
Enfin, bien que le systeme de biotransformation se retrouve également dans d'autres
sites (poumons, reins, intestins, flore intestinale, peau et organes endocrines),

quantitativement, celui du foie demeure plus important.
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2-4Notion de pathologies hépatiques médicamenteuses:
Les différentes formes d'hépatopathies médicamenteuses

Les dommages hépatiques ménent a des syndromes aigus ou chroniques. D'une part, les
atteintes aigu€s peuvent s'avérer cytotoxiques (cytolytiques), c'est-a-dire caractérisées par un
dommage important aux hépatocytes), cholestatiques (manifestées par un arrét du flux biliaire
et une jaunisse ou ictére), ou une combinaison des deux. Les 1ésions cytotoxiques se
caractérisent par une nécrose, une stéatose ou les deux (Seide, 2008).

Les nécroses toxiques hépatiques sont intrinséques, et entrainent une réaction
inflammatoire quimeéne normalement a une jaunisse hépatocellulaire. De plus, les cas séveres
peuvent aboutir a une insuffisance hépatique aigué. Quant aux stéatoses aigués, elles sont
microvésiculaires (formation de plusieurs petites vacuoles dans le cytoplasme), et se
caractérisent par un pronostic grave. Les Iésions cholestatiques s'apparentent a une jaunisse
obstructive extrahépatique dans leurs manifestations cliniques (ictére, prurit) et leurs
parametres biochimiques. De fagon générale, avec un taux de mortalité inférieur a 1%, la
cholestase est associée a un pronostic bien plus favorable que la cytolyse.

Par ailleurs, parmi les atteintes hépatiques chroniques, on retrouve principalement les
hépatites chroniques actives, les stéatoses, les cholestases, les fibroses, plusieurs formes de
cirrhoses, et les néoplasmes (tumeurs) hépatiques. Les stéatoses chroniques sont surtout
macrovésiculaires (formation de larges vacuoles cytoplasmiques) et dues a la consommation
excessive d'alcool. Pour sa part, la fibrose se présente comme une prolifération excessive de la
matrice extracellulaire de composition altérée en réponse a une agression chronique du foie,
peu importe sa cause (ex. : alcoolisme chronique et hépatites chroniques virales C), et sa
progression meéne a long terme a une cirrhose. L'apparition de celle-ci peut aboutir au

développement d'un carcinome hépatocellulaire.

2-5 Les causes de pathologies hépatiques:

Les causes sont multiples (Tounkara; 2007)
Elles peuvent étre virales, bactériennes, vasculaires, toxiques, médicamenteuses, auto-
immunes c’est a dire la cellule hépatique (I’hépatocyte) est détruite par les anticorps de

I’organisme lui-méme.
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> Leshépatites virales :
Ce sont des infections de I’organisme, par les virus qui ont la particularité de toucher plus

particulierement le foie en détruisant les hépatocytes. Nous décrivons le plus souvent les
hépatites A, B, C, D, E et G. Ces hépatites sont plus ou moins aigués et graves, celles posant
statistiquement le plus de problémes étant les hépatites B et C. La plus connue est celle de A,
elle passe le plus souvent inapergue, ce virus se trouve essentiellement dans les aliments

souillés. Plus I’alimentation est « stérilisée », moins cette affection est constatée.

> Les hépatites bactériennes :
Pratiquement toutes les affections bactériennes peuvent donner des hépatites (tuberculose,

syphilis, brucellose, légionellose, staphylococcies, affection a clostrium...).

> Les hépatitesvasculaires :
Elles correspondent soit a des infarctus du foie, soit a des stases veineuses, c’est a dire des

blocages de la circulation en aval du foie. Cela peut engendrer une insuffisance cardiaque, une
thrombose portale (obstruction par un caillot de la veine qui va du foie au coeur) ou une
compression de cette veine avec blocage du flux sanguin dans le foie.

> Les hépatitestoxiques :

Elles peuvent étre liées a des empoisonnements. Le plus connu est celui par I’amanite
phalloide. La plus fréquente est I’intoxication alcoolique. Les solvants sont aussi en cause
(tétrachlorure d’éthyléne, tétrachlorure de carbone, chloroforme...). Le phosphore et le
chlorure de vinyle sont é¢galement dangereux.

> Les hépatitesmédicamenteuses :
Elles s’apparentent aux hépatites toxiques. Beaucoup de médicaments peuvent induire des

hépatites en cas de surdosage, c’est le cas du paracétamol. Les chimiothérapies
anticancéreuses induisent régulierement des hépatites passageres et réversibles (Tounkara;
2007).

> Les hépatites auto-immunes :

Elles sont dues a une autodestruction des hépatocytes de I’organisme.

2-6Quelques plantes africaines utilisées dans le traitement des hépatites (Pousset, 2004)

Tableau N°1 : Quelques plantes médicinales utilisées dans le traitement des hépatites

Familles
Nom s scientifiques Parties utilisées
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Asteraceae

Eclipta alba L. Hassk. Feuilles
Caricaceae

Carica papaya L. Ecorce
Clusiaceae

Garcinia kola Heckel. Graines
Cochlospermaceae

Cochlospermum angolenseWelw. Racines
Cochlospermum planchonii Hock. Racines
Cochlospermum tinctorium A. Rich. Racines
Euphorbiaceae

Phyllanthus amarusSch et Th. Tige + Feuilles
Menispermaceae

Tinsospora bakis A. Rich. Racines
Mimosaceae

Entada africana Guill et Perr. Racines
Papilionaceae

Desmodium adscendens Sw. Tige + Feuilles

3- Anatomie du rein :

a- Définition et situation :

Les reins sont deux glandes en forme de haricot en retro-péritonéal, de couleur rouge-brun
chez le vivant et situés de chaque coté de la colonne vertébrale a la hauteur des vertébres
thoraciques T11 et T12, et des vertébres lombaires L1-L2. A cet endroit ils occupent chacun
une loge, la loge rénale, formée par les feuillets de tissu fibreux et par un abondant tissu
graisseux.

Le rein droit étant plus bas situé que le rein gauche, atteint le disque L2-L3. Chaque rein est
orienté obliquement en bas et latéralement. Son axe fait avec le plan sagital médian un angle

d’environ 18°.

b- Caractéristiques :

> Configuration externe :
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Il a un peu la forme d’un haricot, avec un bord latéral convexe et un bord médian concave
qui porte dans sa partie moyenne une échancrure en forme de losange : le hile par ou passe
I’artére et la veine rénales et d’ou sort le pyélon. Il est de couleur rouge-brun, sa surface est
lisse et sa consistance est ferme.

> Moyens de fixité :

Le rein et la glande surrénale sont enveloppés par le fascia rénal qui délimite une loge rénale
entierement close.

> Rapports :

Les reins présentent deux faces (antérieure et postérieure), deux bords (latéral et médial), et

deux extrémités (supérieure et inférieure) (Rouviere, 2002).

3-1 Notion de pathologies rénales :

> DL’insuffisance rénale :

L’insuffisance rénale se définit par la réduction du débit de filtration glomérulaire (DFG), ce
qui correspond a une altération de la fonction rénale (Faye, 2004). Selon que la vitesse de
cette altération de la fonction rénale soit brutale ou progressive, on distingue 1’insuffisance
rénale aigue (IRA) et I’insuffisance rénale chronique (IRC).

» L’insuffisance rénale aigué (IRA) (Page).

L’IRA correspond a la diminution importante, rapide et souvent réversible de la filtration
glomérulaire. Elle est caractérisée par 1’augmentation aigu€ des concentrations plasmatiques
de déchets métaboliques terminaux et azotés notamment ['urée et la créatinine. Deux critéres
assurent le caractére aigu de I'IR :

-La notion d’une fonction rénale normale auparavant
-La taille des reins normale.

Les IRA sont schématiquement classées en trois groupes :

- L’IRA fonctionnelle ou prérénale :
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Le rein est soumis a une hypoperfusion qui empéche son fonctionnement normal mais dont la
correction rapide entraine une récupération complete de la fonction rénale. Elle a pour
causes :

- L’hypovolémie vraie par déshydratation extracellulaire,

- L’hypotension artérielle avec état de choc

- Les médicaments : les inhibiteurs de ’enzyme de conversion, les anti-inflammatoires non
stéroidiens, les antibiotiques.

- L’IRA organique, parenchymateuse:

Avec deux sous-groupes :

-La nécrose tubulaire aigue : la cause la plus fréquente des IRA ;

-L’IRA organique secondaire a des lésions : vasculaires, glomérulaires ou interstitielles
aigués. Les lésions peuvent disparaitre compleétement, mais il peut aussi persister des
séquelles a type d’IRC.

- I’IRA obstructive ou post-rénale :

Il y a obstacle sur les voies excrétrices:
Obstruction pyélique et urétérale sur un rein unique ou bilatérale ; obstruction vésicale.

» L’insuffisance rénale chronique (Page ; Mignon, 1988).

L’IRC est ’altération lente, permanente et irréversible des fonctions rénales, due a la perte
définitive d’un nombre significatif de néphrons fonctionnels. La plupart des néphropathies,
chacune selon son propre rythme, évolue vers cet état dit d’urémie chronique ou « MAL DE
BRIGHT », méme si le mécanisme initial de destruction néphrotique est éteint. Chaque
néphron exclu impose un travail d’élaboration urinaire supplémentaire aux néphrons sains. La

baisse de la filtration glomérulaire est proportionnelle a la perte de néphrons.

3-2 Toxicité rénale médicamenteuse :

Les antibiotiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens représentent les principales causes
de toxicité rénale (Babio, 2007). Nous avons :

Les médicaments affectant directement la circulation rénale et responsables d’une insuffisance
rénale aigu€ dite fonctionnelle ou pré-rénale: il s’agit des anti-inflammatoires non

stéroidiens ;
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Les médicaments a effet cytotoxique direct dose dépendant : il s’agit des antibiotiques (Les
aminoglycosides, I’amphotéricine B et certaines céphalosporines de premicres génération) ou
les antimitotiques (le cisplatine, les nitroso-urées, la mitomycine) ;

Les médicaments responsables d’une toxicité rénale par obstruction intra-tubulaire : le

triamtéréne, le 7-hydroxyméthotrexate et I’indinavir (anti-protéase) (Babio, 2007).

3-3 Evaluation de la fonction rénale. (Bassilos, 2002)
Plusieurs index, certains plus spécifiques que d’autres, permettent d’évaluer la fonction

rénale.

» L’urée. (GALLOIS, 1988 ; Bassilos, 2002)

Il est actuellement bien établie que 1’urée plasmatique est un mauvais marqueur de la fonction
rénale pour deux raisons : sa production n’est pas constante ; en plus elle augmente avec une
alimentation riche en protéines, un catabolisme tissulaire ou une hémorragie digestive et
diminue avec une alimentation pauvre en protéines ou une maladie hépatique.

> La créatinine (Bassilos, 2002, Gallois, 1988)

La créatinine est un dérivé du métabolisme de la créatine du muscle squelettique. Elle est de
ce fait dépendante de la masse musculaire. Elle est librement filtrée par le glomérule et n’est
en théorie pas réabsorbée, synthétisée ou métabolisée par le rein. Cependant, une quantité
variable de créatinine est sécrétée au niveau du tubule proximal.

Pour une fonction rénale normale, la créatininémie est comprise entre 8 et 13 mg/I soit 70 a
115 pmol/l chez ’homme et 6 a 10 mg/l soit 55 a 90 umol/l chez la femme. Les limites
supérieures correspondent a une clairance de la créatinine supérieure a 80 ml/min pour une
surface corporelle de 1,73m?. La créatininémie ne commence a augmenter de fagon sensible
que lorsque le débit de filtration glomérulaire (DFG) s’est abaissé d’au moins 40%.

> La cystatine C. (Bassilos, 2002)

La cystatine C est une protéinase inhibitrice de la cystéine produite par toutes les cellules
nucléées. Elle est exclusivement éliminée par le glomérule. La il s’agirait d’'un marqueur

fiable de la fonction rénale. Son réel intérét est en cours d’évaluation.
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> La clairance de la créatinine. (Bassilos, 2002 ; Gallois, 1988)

La mesure du DFG repose sur le concept de clairance d’une substance possédant les
propriétés suivantes :

-capable d’atteindre une concentration stable dans le plasma ;

-librement filtrée dans le glomérule ;

-non réabsorbée, sécrétée et synthétisée ou métabolisée dans le rein.

La clairance d’une telle substance en ml/min, représente le volume virtuel de plasma
totalement épuré de la substance par le rein en une minute. L’excrétion de la créatinine est
approximativement égale a la quantité de créatinine filtrée et le débit de production de la
créatinine est relativement constant. La formule de la valeur estimative de la clairance de la
créatinine (CICr) est donnée :

8Chez I’adulte par Cockcroft et Gault :

CICr (ml/min/1,73m?) = (140—Age) x Poids (kg) x k/ Créatininémie (umol/l)

-1,73% est la surface corporelle d’un sujet adulte de 70 kg.

-K est une constante dépendant de la masse musculaire et elle varie en fonction du sexe : 1,23
chez ’homme et 1,04 chez la femme.

8Chez I’enfant par Schwartz:

CICr (ml/min)= taille (cm) x k /créatininémie (umol/l)

-Nouveau né prématuré : k=29

-Nouveau n¢é a terme de moins d’un an : k=40

-Enfant de 0 a 12 ans : k=49

-De 13 a 21 ans : k=49 chez la fille, k=69 chez le garcon.

- Stades évolutifs de ’insuffisance rénale chronique : (Page ; Bassilos, 2002)
Schématiquement, on distingue 5 grands stades :

-IRC débutante : clearance de la créatinine de 90 a 60 ml/min et créatininémie de 80 a 150
umol/l ;

-IRC modérée : clearance de la créatinine de 60 a 30 ml/min et créatininémie de 150 a 300
pmol/l ;

-IRC sévere : clearance de la créatinine de 30 a 15 ml/min et créatininémie de 300 a 600
umol/l ;

-IRC évoluée : clearance de la créatinine de 15 a 10 ml/min et créatininémie de 150 a 300

pmol/l ;
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-IRC au stade ultime : clearance de la créatinine inférieure a 10 ml/min et créatininémie
supérieure a 800 umol/l.
L’épuration extra rénale est généralement indiquée lorsque la clairance de la créatinine atteint

environ 7 ml/min.

4- Notion des interactions médicamenteuses

Les interactions médicamenteuses sont des réponses pharmacodynamiques,
pharmacocinétiques ou cliniques qui résultent de l'administration de deux ou plusieurs
médicaments et qui different des effets connus de chacun des médicaments administré seul.
Les effets cliniques de ces interactions peuvent étre antagonistes, additifs, synergiques ou
idiosyncrasiques et entralner 1'échec du traitement, une amplification de I'effet
pharmacologique prévu ou des effets toxiques pouvant étre graves, voire fatals.

Les interactions médicamenteuses de nature pharmacodynamique modifient la réponse a un
ou plusieurs médicaments sans que leur concentration dans le plasma ne soit changée.
Par ailleurs, les interactions médicamenteuses de nature pharmacocinétique ont pour

conséquence de modifier les niveaux d'exposition au médicament ou a ses métabolites.

> Dangers des interactions médicamenteuses : (Babio, 2007)

Les plus graves chez I’homme relevent de deux processus:

- L’antagonisme qui diminue ou annule 1’activité, donc le bénéfice attendu. Les conséquences
peuvent étre dramatiques ; il s’agit par exemple d’un anticoagulant donné a un malade
menacé de thrombose.

- Potentialisation qui augmente ’activité, mais exalte aussi bien les effets recherchés que la
toxicité générale et les effets indésirables. Le plus souvent, c’est la toxicité spécifique et les
effets de I’'un ou I’autre des composants qui se trouvent accrus, mais parfois les réactions

demeurent incompréhensibles et on parle de toxicité paradoxale.
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5- Les grands marqueurs du Foie et du Rein :

Sens de leur augmentation ou diminution (René, 2001)
a) L a créatininémie

Valeurs normales :
» Chez I’homme : 60 a 120 pumol /L,

» Chez la femme : 50 a110 umol/L,
» Chez I’enfant : <5ans, de 20 a40 pmol/L.

Valeurs pathologiques :

> Insuffisance rénale chronique :

Lorsque le débit de la filtration glomérulaire diminue, la concentration plasmatique augmente
jusqu’a une concentration suffisante pour que le débit de créatinine éliminée égale la
production. Toute fois la relation entre filtration glomérulaire et créatinine suit une hyperbole
(la créatinine étant en abscisse), si bien qu’a des valeurs peu élevées de créatininémie, des
augmentations modestes correspondent a des clairances trés diminuées, alors qu’a des taux
¢levés de créatinine plasmatique, une forte augmentation ne traduit qu’une réduction modeste
de la filtration glomérulaire.

En pratique, on peut admettre qu’une réduction de la moiti¢ de la filtration glomérulaire
double la créatinine, qu'une réduction du tiers la triple et ainsi de suite.

> Insuffisance rénale aigué :

La nature d’une insuffisance rénale aigu€ peut étre précisée en comparant la concentration
d’urée plasmatique et la créatininémie. En effet, en cas d’insuffisance rénale aigu€ prérénale
ou fonctionnelle, 1'urée filtrée est en partie réabsorbée passivement avec la réabsorption
tubulaire d’eau et de sodium. Le rapport urée/ créatininémie est supérieur a 100 en expression

molaire. Il est inferieur a 100 en cas d’insuffisance rénale aigué.
b) Urée sanguine
Valeurs normales :
» 1,6a8,25mmol/L.

Valeurs pathologiques :
Au cours de I’insuffisance rénale organique, 1’¢lévation de I'urée et de la créatinine vont de

pair.
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Au cours des insuffisances rénales fonctionnelles, il est habituel de constater une élévation
proportionnellement plus importante de [’urée, et le rapport urée/créatinine est supérieur a 100
en notation molaire.

En cas d’insuffisance hépatocellulaire, les chiffres d’urée sont a la limite inférieure ou en

dessous des valeurs normales.
C) Uricémie

Valeurs normales :

» Homme : 300 a 360 pmol /L (50 a 60mg/L),

» Femme : 240 a 300 umol /L (40 a 50mg/L),

> Enfant : 210 4240 pmol /L (35 a 40mg/L),
NB : Le taux sérique des urates n’est pas normalement distribué.
Valeurs pathologiques :

» Diminution de 1’éliminationrénale :

Une hyperuricémie par diminution de I’¢limination rénale de 1’acide urique s’observe dans :

- L’insuffisance rénale chronique (la traiter si elle dépasse 600 umol /L) ;

- L’acidocétosediabétique ;

- La toxémiegravidique ;

- La déplétion extracellulaire que provoquent les traitements prolongés par les diurétiques.
La pyrazinamide (Pirilene) entraine constamment une hyperuricémie qui reste sans

conséquence clinique sauf chez le goutteux.

> Diminution de synthése de ’acide urique :

- Insuffisancehépatiquechronique,

- Xanthinurie (trés rare déficit héréditaire en xanthine-oxydase).

d) Transaminases (ALAT/ASAT)

Valeurs normales :
> ALAT :5a40UI/L

» ASAT: 5a35 UI/L.
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Valeurs pathologiques :

» Affections hépatobiliaires

Des augmentations trés importantes des ALAT (10 a 100 fois les valeurs normales)

s’observent dans les hépatites virales ou leur augmentation a une trés grande valeur

diagnostique en phase pré-ictérique et au début de I’ictére, mais n’a aucune valeur
pronostique. Le diagnostic est rapidement confirmé par la positivité des IgM anti VHA

(hépatite A), des IgM anti HBc et I’antigéne HBs (hépatite B).

- Une ¢lévation importante des ALAT peut aussi signifier 1’obstruction aigué de la voie
biliaire principale que traduisent la douleur et la fievre. Les Phosphatasesalcalines et
gamma GT sontaugment¢s.

- L’augmentation rapide des ALAT, autour de 20 fois la normale, traduit les poussées de
cytolyse qui peuvent se produire au cours de toutes les maladies chronique du foie fébriles
et/ou ictériques : hépatites chroniques, cirrhoses, hépato-carcinomes, etc.

- L’¢lévation des ALAT a moins de deux fois la normale, sans fiévre, évoque ;

» Unehépatitealcoolique ;

* Une hépatite chronique ou les transaminases sont souvent peu élevées ;

» Une stéatose hépatique chez un obése ou un diabétique hypertriglycéridémique dont
le foie est «brillant» a 1’échographie.

Les ASAT augmentent dans toutes les maladies hépatobiliaires ou les ALAT augmentent.

Leur augmentation est plus modérée que les ALAT sauf dans I’hépatite alcoolique et la

stéatose hépatique d’ou cette inversion avec un rapport :

ASAT ASAT

ALAT ALAT o
> ] est un bon élément d’orientation.

» Affections cardiaques

En dehors des affections hépatobiliaires, une augmentation importante des amino-transférases
(Nx%20a 100) se voit :
» Dans les foies de choc (embolie pulmonaire) et insuffisance cardiaque ou elles
traduisent la destruction hépatocytaire centro-lobulaire hypoxémique ;
» Au cours de I’infarctus du myocarde, ou leur élévation plus tardive que celles des CPK
de la myoglobine et des troponines est due a la libération des transaminases

musculaires : ASAT principalement.
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e) Gamma-Glutamyl-Transpeptidase (Gamma GT ou GGT)
Valeurs normales :

> Inférieures a 35U/L

Valeurs pathologiques

- Affections hépatobiliaires

La gamma-GT est tres élevée (>10x1a Normale) dans I’obstruction biliaires extra-hépatiques.
Elle peut étre le témoin le plus précoce car c’est I’enzyme la plus sensible a la choléstase.
L’¢lévation est également importante dans les carcinomes hépatocellulaires et les métastases
hépatiques.
La gamma-GT est modérément élevée (<10xla Normale) dans 1’hépatite virale, la cirrhose
hépatique.

- Meédicaments :La prise de médicaments inducteurs enzymatiques est également une

cause fréquente d’augmentation de la gamma-GT (entre 2 et 5xN).

En dehors des maladies hépatobiliaires 1’augmentation de la gamma-GT peut s’observer au
cours de pancréatites, apres infarctus du myocarde.

Chez 10% environ des sujets normaux la gamma-GT est a 2 ou 3 fois la normale.
f) Glycémie
Valeurs normales :

» Méthodes réductrices : 4,05 a 6,1 mmol/L,
» Méthodes enzymatiques : 3,9 a 5,3 mmol/L.
Des hyperglycémies secondaires peuvent s’observer en cas de cirrhose hépatique, apres
traitement diurétique, etc.
- L’hypoglycémie est parfois secondaire a :
» Une insuffisance surrénale ou hypophysaire ;
» Unegastrectomie ;
» Des metastases hépatiques multiples ;

» Une tumeur mésenchymateuse thoracique ou abdominale. (René¢, 2001).
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6- Méthodes d’étude de la Toxicité:

» Toxicité par administration unique: Toxicité aigué
C’est I’étude qualitative et quantitative des phénomenes toxiques qu’il est possible de
rencontrer apreés administration unique de la ou des substances actives contenues dans le
médicament. Cette étude décrit les symptomes observés, y compris les phénomenes locaux et
fournit pour autant que cela soit possible, I’indication de la DLs, avec ses limites de confiance
(95 %). L’¢étude sur I’animal de laboratoire doit étre effectuée sur un nombre égal d’animaux
males et femelles. La durée de I’observation des animaux est précisée par 1’expérimentateur.
En général elle n’est pas inférieure a une semaine (Ruckebusch, 1981).

» Toxicité par administration réitérée: Toxicité subaigué et toxicité chronique
Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées de la substance active examinée et
d’¢établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. Les
expérimentations se font sur deux espéces de mammiferes (un non-rongeur).
Une des deux épreuves durera 2 a 4 semaines, I’autre 3 a 6 mois. Le choix de la ou des voies
d’administration doit tenir compte de celles prévues pour I’emploi thérapeutique et des
possibilités de résorption. Le mode et le rythme des administrations ne sont pas codifiés
strictement mais doivent étre clairement indiqués ainsi que la durée des essais (Fané 2003).
Il est utile de choisir la dose la plus ¢élevée de fagon a faire apparaitre des effets nocifs, les
doses inférieures permettent alors de situer la marge de tolérance du nouveau produit chez
I’animal. L’appréciation des effets toxiques est faite sur la base de I’examen du
comportement, de la croissance, de la formule sanguine et des épreuves fonctionnelles
particulierement celles qui se rapportent aux organes excréteurs ainsi que la base des comptes
rendus nécropsiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y rattachent
(Ruckebusch, 1981).
Détermination de la DLs.

» Définition: La DLs est la dose d’une substance chimique, qui administrée a des

animaux de laboratoire provoque la mort de la moitié d’entre eux.

« Différentesméthodes de détermination:
- Méthode de Dragstedt et Lang
- Méthode de Karber et Behrens
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- Méthode de Miller et Tainter
- Méthode de Wilcoxon

> Méthode de Dragstedt et Lang (Dragstedt et al, 1957)
Deux postulats:
* Tout animal ayant survécu a une dose donnée aurait survécu a toute dose inférieure a
celle-ci si elle lui avait été injectée.
* Tout animal ayant succombé a une dose déterminée aurait succombé a n’importe
laquelle des doses supérieures si elle lui avait été administrée.
On peut ainsi pour chaque dose de la substance, totaliser tous les morts déja observés aux
doses inférieures et tous les vivants encore observés aux doses supérieures. Elle permet de
calculer le pourcentage de mortalité¢ a chaque dose sur un plus grand nombre d’animaux que
celui qui a réellement récu cette dose. On fait ensuite la courbe représentant les pourcentages
de mortalité¢ en fonction de la dose. Si au voisinage de la DLs, la courbe est une droite on
pourra déterminer ce point d’apres 1’équation de la courbe en utilisant la formule suivante:

50 (Xp-Xp) + X Y5- Y (X,
DL50 = Y2 _ Yl

X,: dose supérieure encadrant la DLs,
X;: dose inférieure encadrant la DLs
Y,: pourcentage de mortalité correspondant a X,
Y,: pourcentage de mortalité correspondant a X,
» Méthode de Karber et Behrens:
.Principe: On administre des doses croissantes de substance a des lots de souris de masses
uniformes.
La dose administrée est exprimée en mg / kg ou ml / kg de masse corporelle.
La différence entre les doses voisines doit étre constante.Pour chaque lot, on note le
pourcentage de mortalité dans 1’heure qui suit ou au bout du temps imparti.

La DLs, est obtenue par la formule:

S(a.b)
DLsy = DLoo (Karber et al, 1935)
n

DL go: plus petite dose tuant tous les animaux
a = moyenne de la somme des morts a deux doses consécutives
b = différence entre deux doses successives
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n =nombre d’animaux utilisés par lot
Manipulation:
- Peser chaque animal
-Administrer un volume correspondant de solution
-Aprées chaque administration marquer I’animal suivant le code indiqué
-Suivre le comportement des animaux et noter les symptomes observés
-Relever le nombre de morts au bout du temps imparti.

» Méthode de Miller et Tainter (Valette, 1972)
On dispose d’un papier logarithme-probabilit¢ sur lequel on porte en abscisse (échelle
logarithme) les doses et en ordonnée (échelles probits) les pourcentages de mortalité.
En général il se trouve dans chaque série d’essais une dose assez faible pour laisser en survie
tous les animaux et une dose assez €levée pour tuer tous les animaux dans les lots assignés
respectivement a chacune des doses. Pour ces deux résultats la valeur des probits est
infiniment grande. On convient alors suivant la suggestion de Bartlett, de remplacer 0 par 0,25
au numérateur de la fraction 0 / n représentant le résultat obtenu avec la <<dose maximum
supportée>> (aucun animal mort sur les n animaux employés) et de méme de remplacer n’
par n’- 0,25 au numérateur de la fraction n’/n qui représente le résultat obtenu avec la dose
100 % mortelle.
Les deux points définis par ces coordonnées sont inscrits sur le graphique en regard des doses
correspondantes. On trace alors a vue une <<droite de régression provisoire>> s’ajustant au
mieux avec les points expérimentaux et les deux résultant de la correction effectuée ci-dessus
pour les pourcentages 0 et 100 %. Ce faisant, on accordera une valeur plus grande aux points
situés au voisinage du pourcentage 50 (probits = 5) qu’a ceux qui ont des coordonnées
supérieures a 84 (probit = 6) ou inférieures a 16 (probit = 4). Le point correspondant au
pourcentage 100 doit étre situ¢ au-dessus.
La dose DLs est alors lue directement sur 1’abscisse du point d’ordonnée 50 pour I’estimation
de I’écart type de la DLs, on lit sur le graphique les doses correspondant respectivement a 16
% et 84 % de mortalité (probits 4 et 6); en soustrayant le premier du second, on obtient la
valeur 2 S qui est I’accroissement de dose nécessaire pour accroitre de 2 probits la réponse.
L’écart type approché est donné par:

28

2N'
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N’étant le nombre total d’animaux dans les groupes qui ont donné des pourcentages de
mortalité compris entre 6,7 et 93,3 % (soit en probit: 3,5 et 6,50).

> Méthode de Litchfield et Wilcoxon (Dupont, 1970)
Principe: La méthode de Litchfield et Wilcoxon permet, grace a I’utilisation d’un test de
signification statistique, appelé test X* (ki deux) de Pearson, de tracer la droite de régression
dose- mortalité la plus probable et de déterminer d’une fagon simple, les deux valeurs: DL,
et intervalle de confiance sur la DL
Méthode:
Dans un tableau de 6 colonnes, noter les valeurs suivantes:
Premiére colonne (di): données expérimentales
Soit K le nombre de doses choisies et n = K- 2 le nombre de degrés de liberté.

nombre d'animaux morts

nombre d'animaux testés
Deuxiéme colonne: ri/ni

Troisiéme colonne: pourcentage de réponse (100 pi) correspondant a chaque dose. Sur papier
logarithme- probabilité, noter chacun des points 100 pi pour chaque dose di, en ne tenant pas
compte des effets 0 et 100 %. Tracer une droite passant au mieux a travers tous les points.
Quatriéme colonne: les pourcentages théoriques (100 p1 ) sont lus sur la droite tracée, pour
chaque dose testée.
Cinquieme colonne: inscrire la différence entre les pourcentages observés et théoriques.
- _(pi-pi)”

pi (1- pi)

Sixiéme colonne: noter la contribution au X? qui peut étre calculée

par la formule:

Le nomogramme I de Litchfield et Wilcoxon donne trés simplement la contribution au X*: la
droite passant par les valeurs correspondantes de pi et (pi - pl) coupe la ligne située a droite en
un point qui est la contribution au X* pour un pi donné.

Faire la somme des différentes valeurs inscrites dans cette sixieme colonne. Pour obtenir une
valeur approchée du X?, on multiplie la somme précédente par (N/K) soit X%, le résultat
obtenu. Relever dans la table la valeur de X% s pour le nombre n de degrés de liberté.

Comparer X% o5 et X% Deux cas sont possibles:
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cX%0<X%0.05
On peut admettre que la droite tracée est bien ajustée aux données expérimentales.
. X%0>X%,05
Il faut essayer de diminuer X? en tragant une autre droite plus proche des conditions de
I’expérience.
Dans le cas favorable ot X% £X%, 5 relever sur la droite la valeur de la DLs,
II- Monographie de Entada africana (Guill et Perr)
» Synonymes (Pousset, 2004)

Entada ubanguiensis De Wild
Entada sudanica Schweinf

Entadopsic sudanica (Schweinf) Guilbert et Boutique.
> Noms africains

Bambara : Samanéré
Peul : Padapari
Malinké : Samalino
Sérére : Mbatar, Fatar
Wolof : Mbatar

» Données botaniques

v" Position dans la systématique (Crété, 1965)

La place qu’il occupe dans la taxonomie botanique est la suivante :

ClLaSSC..ceuiieiieeieeee e Dicotylédones
Ordre.......ooveviiiiiieiecceeeceeeee e Rosales
Famille........ocoooviiiiiiiiiieiceeeeeen Légumineuses
Sous-famille........cccoeoveveiiiniininiiniinene Mimosaceae
GONTE....eoviiieriieeeeeee e Entada
ESPECe...ntiiiiiiieieetee e africana
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v Description

Entada africana est un arbuste de quatre a 5 m de haut, mais pouvant atteindre environ 7 m,
(Maydell, 1983) branchu prés de la base. L’écorce, parfois claire ou gris jaune, est
profondément fissurée, liégeuse avec des bandes transversales.

Les feuilles, alternes, sont biparipennées. Le rachis, long de 25 a 30 cm ou d’avantage, porte 4
a 7 paires de pinnules longues de 15 a 20 cm et portant chacune 15 a 25 paires de foliolules
oblongues, longues de 15 a 20 mm, larges de 4 a 6 mm, a sommet arrondi et a base
dissymétrique. Ces foliolules sont glabres, subsessiles. Le pétiole est épaissi a la base.

Les fleurs, petites, isolées, odorantes, de couleur blanc-créme ou jaune verdatre, sont
regroupées en ¢épis axillaires de 7 a 10 cm de long et 13 mm de diameétre, fasciculées par 3 ; 5
a ’aisselle des feuilles tombées ou a celle des jeunes feuilles. Le rachis de 1’épi est pubescent.
La corolle est pentamere.

Le fruit est une gousse plate, longue de 15 a 35 cm, atteignant souvent 38 cm (Hutchinson et
al, 1966). Elle est large de 5 a 6 cm. Cette gousse pendante est Iégérement renflée de chaque
coté sur I’emplacement des graines (12 a 15) qu’elle contient. Chaque graine se trouve au
centre d’un article large de 12 4 15 mm ayant comme longueur la largeur de la gousse. La
gousse, fragile, de couleur brun rouge a I’extérieur et blanc a I’intérieur. Chaque graine ovoide

tombe séparément, restant entourée du mésocarpe membraneux.
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Photo N°1 : Entada africana Guill et Perr ( Sanago R, 2011)

v Distribution géographique
Entada africana est commun a la zone sahélienne méridionale et la zone soudanienne. Il
péneétre exceptionnellement au sud du Sahel. Espéce de savane, il est répandu du Sénégal au
Cameroun, mais se rencontre aussi au Congo Démocratique (Zaire) et en Ouganda.

v' Habitat
Entada africana se rencontre au pied des versants ou sur les rives des marigots, sur des
stations proches de I’eau souterraine ou a des endroits ou les précipitations atteignent 600 a
1200 mm. II est trés sensible au feu de brousse qui le mutile souvent.

» Usages médicaux traditionnels

Entada africana est caractérisé par ses multiples utilisations en médecine traditionnelle.

Selon Kerharo et Adam 1974, un décocté des écorces de tronc, des racines et des rameaux est
utilisé comme contre poison en raison de ses propriétés émétiques. Au Sénégal, les écorces de
tronc sont utilisées comme antitussif, pour le traitement des bronchites, antiseptique et
cicatrisant des plaies et blessures. Chez les Peuls, les Toucouleurs et les Sarakolés, le décocté
d’écorces de tronc est quelques fois recommandé en boisson comme stimulant, reconstituant,

antiblenorragique, hémostatique. Les racines sont indiquées pour traiter le rachitisme des
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enfants. Les racines sont réputées diurétiques, antisyphiliques. Les écorces sont utilisées
comme antidiarrhéiques. Les graines sont utilisées comme antinévralgiques.

Entada africana est une plante polyvalente dont les diverses parties servent a préparer des
médicaments pour le traitement des hépatites. Les écorces interviennent dans la préparation
des remedes pour le traitement des angines et autres affections bucco- pharyngées
(Adjanohoun et coll., 1981, Burkill, 1995).

Les racines réduites en poudre sont fébrifuges, utilisées contre 1’ictére, les morsures de
serpents, les arthrites, le paludisme, et I’anémie. Les écorces de tronc en décoction sont
utilisées contre le rhume, et la dysenterie. Les feuilles en application directe empéchent la
suppuration des plaies, en infusion sont indiquées comme tonique et pour traiter les maux
d’estomac. Les graines torréfiées et réduites en poudre sont employées contre les cataractes et
les troubles oculaires liées a I’onchocercose (Malgras, 1992).

Les écorces sont réputées étre de bons médicaments. Elles sont communément vendues sur les
marchés de Cote d’Ivoire, de Burkina Faso et Mali. Cette plante est également utilisée au
Nigeria, en Zambie, (Burkill, 1995).

Au Mali E. africana est utilisé contre la fievre causée par la malaria (Bah, 1998).

Différentes enquétes ethnobotaniques réalisées au Mali ont permis de recenser diverses
utilisations relatives aux effets anti-inflammatoires, hépatoprotecteurs et contre les blessures
de E. africana. Les décoctions de la racine ou de la tige sont aussi utilisées pour nettoyer les
plaies et leur poudre est aussi appliquée sur les plaies. Les feuilles sont aussi utilisées pour
prévenir les suppurations des plaies (Diallo et al, 2001).

» Données chimiques :

La roténone, découverte dans Loncocarpus cyanescens (Schum et Thonn) Benth
(Cesalpiniaceae) par Olivier, a été¢ décelée dans la plante (Kerharo et Adams, 1974). Dans les
écorces et les feuilles, ont été trouvées un saponoside et du tanin. L’arbuste fournit une
gomme de qualité inférieure contenant 10 % de tragacanthe et 90 % d’une gomme de type
arabique soluble dans I’eau (Kerharo et Adams, 1974).

A partir de cette gomme, une étude faite sur la composition en acides aminés a permis
d’observer une quantité assez ¢levée d’hydroscyproline (Sangaré, 2005).

Les polysaccharides des racines de E.africana ont été ¢étudiés. Les compositions en
monosaccharides des polysaccharides ont été déterminées par chromatographie en phase

gazeuse aprés méthanolyse (Diallo et al, 2001).
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Les rendements des extractions ont été de 0,5% et 0,7% respectivement a 50°C et a 100°C.
Les teneurs en polysaccharides des extraits bruts ont été¢ de 57 et 70% respectivement pour
I’extrait a 50°C et 100°C.

Les laissons osidiques ont montré que la fraction acide de Ea50 était de type
arabinogalactane. Les fractions acide Eal1002 et Eal003 sont de type pectines classées comme
des rhamnogalacturonanes de type I (Diallo et al. 2001). Récemment de nouveaux
saponosides avec des propriétés antiprolifératives ont été€ isolés a partir des racines de Entada

africana (Cioffi et al, 2006).

v Structures de quelques constituants chimiques de Entada africana

0o
OH
NH,
\
Phenylanaline
O
H3C _<
O
o)
HO
HO OH

Paucine

» Données pharmacologiques et toxicologiques
Activité hépatoprotectrice

Les différentes fractions d’un extrait aqueux de la racine d 'Entada africana ont été testées.
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L’extrait aqueux a été fractionné en fraction BuOH et soluble en eau. Apreés administration de
ces différentes fractions aux souris a foie endommagé par le CCl,, les transaminases (ALAT)
et (ASAT) ont significativement baissé, ce qui indique la stabilisation de la membrane
plasmique et également la réparation du tissu hépatique endommagé par le CCl4 (Sanogo et al,

1998).

Activité antibactérienne

La concentration minimale d’inhibition des extraits EtOH sur Staphylococcus aureus est de
1,56 mg/ml et inférieur a 0,39mg/ml respectivement pour les extraits de racine et de ceux de

I’écorce de la tige (Silva et al. 1996).

Activité antivirale

L’effet inhibiteur de I’extrait EtOH de la racine de la plante sur virus comme Herpés simplex
virus de type 1 et sur le virus responsable de la fievre chez le porc africain a ét¢ démontré par
Silva et al. (Silva et al. 1997).

L’effet antiviral de E. africana sur la multiplication du virus de I’hépatite A (VHA) in vitro a
été testé au Département Médecine Traditionnelle. L’examen a porté sur la poudre des racines,
les résultats montrent que E.africana inhibe significativement la multiplication du VHA a

partir de 125 pg/ml (Keita et al. 1994).

Effet sur le tractus respiratoire :

L’extrait aqueux des racines a €té testé pour son effet sur le tractus respiratoire de cobaye.

E. africana réduit la broncho-constriction induite par I’histamine et provoque une broncho-
dilatation (Occhiuto et al. 1999).

Activité sur le systeme du complément :

L’effet sur le systtme du complément a été évalué¢ par I’inhibition de ’hémolyse d’hématies
sensibilisées en présence de sérum humain contenant des protéines du complément intactes.
Les concentrations inhibitrices de la lyse de 50% des hématies ont été déterminées pour les
extraits bruts et les fractions de polysaccharides (Diallo et al. 2001).

> Toxicité :

Les feuilles sont utilisées comme poison de péche (Kerharoet Adam, 1974). Sangaré en 1999

a démontré I’activité molluscicide des racines de E. africana
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Les extraits aqueux de racines ont ét¢ administrés par voie orale a des souris de masse
comprise entre 19 et 25g. Les animaux ont été observés pendant un mois pour déterminer
leurs réactions. Chaque dose a ét¢ administrée a un lot de 5 souris. A la dose de 6g/kg, ils
n’ont pas constaté de signes d’intoxication, comme cela a été rapporté aussi par Burkill
(1995). Les tests de toxicité ont démontré que la dose 1étale 50 du décocté des racines de E.
africana est supérieur 3000 mg/kg (Sanogo, 1999).

» Essais cliniques:

Une étude clinique faite par Douaré en 1991 sur les patients ayant I’hépatite B a montré
qu’aprés un mois a un mois et demi de traitement par E. africana, I’ictére a disparu dans
93,33% des cas avec normalisation a 100% des transaminases (ASAT et ALAT) (Douaré,
1992).

CHAPITRE II : TRAVAUX PERSONNELS

Premiére partie : Méthodologie

I. Lieu d’étude

Notre étude a été réalisée au Département de Médecine Traditionnel (DMT). Le DMT est un
département de [D’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP). Il a été centre
collaborateur de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) en matiére de médecine
traditionnelle depuis 1981. Le DMT est une structure composée de trois services :

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

- Un service des Sciences pharmaceutiques pour la recherche scientifique (phytochimie,

galénique, pharmacologie, toxicologie) des plantes utilisées en médecine traditionnelle ;
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- Un service des Sciences médicales pour la consultation, la dispensation des MTA.

Le personnel du DMT est composé de spécialistes en Pharmacognosie, gastroentérologie, de
pharmaciens généralistes, de médecins généralistes, d’ingénieur des eaux et foréts, de
techniciens de laboratoire et de préparateurs des phytomédicaments.

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

lecteur de plaque, un lyophilisateur et du petit matériel de laboratoire.

T IR TR DL LA SANT

INSTITUT: FATIONAL DE FECEERCEE
SANTE

izl

Figure n°2: Photo du Département de Médecine Traditionnelle
I1. Matériel végétal
Notre étude a été réalisée sur les racines de Entada africana. Les racines ont été récoltées a
Blendio dans la région de Sikasso le 26 mars 2010. Celles-ci ont été identifiées par un
botaniste par comparaison avec un spécimen enregistré sous le numéro 0904 au DMT. Le
matériel a été séché a I’ombre sur une natte dans la salle de séchage et pulvérisé en poudre

grossiére avec un moulin de marque OSI. Cette poudre a servi pour différentes opérations.

1. Caractéres organoleptiques et macroscopiques de la racine de Entada africana
L’analyse macroscopique a porté¢ sur la détermination de la couleur, I’odeur, la saveur (le
gott), les dimensions et la forme de racine de Entada africana.

2. Caractéres microscopiques de la poudre de racines de Entada africana
L’observation de la poudre a été effectuée avec un microscope ordinaire a I’objectif 10. Pour

I’immersion, le réactif de Gazet du Chatelier a été utilisé.
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I11. Controle de qualité de la matiére premiére
1. Dosage de I’eau

Une méthode a été utilisée pour le dosage de I’eau :

1.1 Méthode gravimétrique
» Principe
C’est une méthode pondérale qui consiste a déterminer la perte en eau d’une quantité
connue de poudre par dessiccation a 1’étuve ou au four réglé a la température de 103 +2° C
pendant 24 h.
» Matériels utilisés

Balance de précision, verres de montre, étuve, spatule, pince.

» Mode opératoire

Cinq verres de montre ont été tarés et nous y avons introduit des prises d’essai (PE) de 2 a
3g (pesées au mg pres) de notre poudre de racine. Ensuite ces verres ont été introduits dans
I’étuve réglée a 105° C (Figure N°3) pour une dessiccation pendant 24 h. Au sortir de
I’étuve les poudres ont été refroidies dans un dessiccateur contenant un desséchant (chlorure
de calcium, anhydride phosphorique) et ensuite pesées.

Les calculs suivants permettent d’obtenir le pourcentage en eau :

Masse prise d’essai (MPE)= masse avant étuve- tare
Masse eau= masse avant étuve — masse apres étuve
D’ou:
Pourcentage eau

Masse eau
Masse prise d’essai

X

100
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18

Figure n°3 : Photo de I’étuve et de la balance de précision

1.3 Substances extractibles par I’eau (1g)
Une décoction a été faite pendant 15 mn avec la poudre de racines (1g) dans de I’eau
distillée (20 ml). Le décocté a été refroidi pendant une vingtaine de minutes et filtré, ce
filtrat a ét¢ mis dans un creuset métallique préalablement taré puis évaporé a sec sur une
plaque chauffante. Ensuite le creuset a froid a été pesé et la masse du résidu a été déduite.
Soit (M1) la masse du creuset vide et (M2) la masse du creuset avec 1’extrait sec.

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

% substances extractibles par |’eau

M>— M,
1

X
100

2. Dosage des cendres

2.1 Cendres totales (Ct)
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Elles sont obtenues par calcination compléte de la matiére végétale. La teneur en cendres est

obtenue par dosage pondéral des cendres blanches obtenues par calcination de la drogue

végétale dans un four.

» Matériel

Balance de précision, Four (Controller P 320 ; Nabertherm ; 30-3000°C), Creusets en
porcelaine ou en fer, Spatule métallique, Dessiccateur, Pinces.

» Mode opératoire

3 prises d’essai de la drogue utilisée pour la teneur en eau par méthode gravimétrique (M1,
M2 et M3) ont été pesées dans 3 creusets en fer préalablement tarés. Aprés incinération au
four a une température d’environ 600°C pendant 6h, et refroidissement dans un
dessiccateur, les masses (M’1, M’2, M’3) des creusets contenant les cendres ont été
déterminées.

La masse des cendres totales (MCt) contenue dans le creuset et la masse de la prise d’essai

(Mpe) sont données par les formules suivantes :

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

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

%Ct

Mect
Mpe

X

100
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2.2 Cendres chlorhydriques (Cc)
Ce sont des cendres insolubles dans I’acide chlorhydrique. Ces cendres sont le résidu obtenu
en faisant bouillir les cendres totales dans de 1’acide chlorhydrique (HCI) a 10%, leur
détermination permet de mesurer la quantité¢ de matieres siliceuses, spécialement de la terre
contenue dans la drogue.

» Mode opératoire
Dans un tube a essai, les cendres totales ont été introduites, sur lesquelles, 20m/ d’HCI ont été
versés et le mélange a ét¢ bouilli pendant /5 mn au bain marie. Apres refroidissement ce
dernier a été filtré sur du papier filtre ; celui-ci a été transféré dans un creuset sec d¢ja taré de
masse M. ’ensemble est pesé (M’), incinéré et repes¢ (M™).
La masse des Cc (MCc) est donnée par la formule suivante :

MCc=M"-M

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

%Cc

MCc
SMpe
X

100

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

C’est une méthode d’évaluation des substances inorganiques de la drogue végétale.
Les cendres sulfuriques sont obtenues aprées une réaction de la drogue avecH,SOy.
La teneur est déterminée par dosage pondéral des sulfates non volatils obtenus par
calcination de la matiére végétale préalablement traitée avec de 1’acide sulfurique dilué¢ au
. Les sulfates résultent de la conversion des sels organiques.
Dans un creuset en fer sec préalablement taré (T), une prise d’essai de la poudre a été
introduite et I’ensemble a été pesé (M). La poudre a été ensuite humectée avec une quantité

suffisante d’acide sulfurique dilué au 2 et mélangé avec une spatule.
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Le creuset a été séché a I’étuve puis mis au four a la température de 600° C pendant 6
heures. Apres refroidissement le creuset a été pesé (M’). La masse des cendres sulfuriques

(MCs) et 1a masse de la prise d’essai (Mpe) s’obtiennent comme suit :
MCs=M’-T; Mpe=M-T

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

%Cs

MCs

Mpe
X
100

I-4- Extractions
*  Matériel utilisé
Balance de précision type Sartorius, Eprouvette graduée de 1000ml, Rotavapor type 349/2.]
Bibby, Bain- marie WatherbathBm 480, Pompe a vide de marque Edward, Lyophilisateur
Drywinner type Heto, Congélateur marque Zanker, Ballon de 31, Entonnoir en verre, Coton,

Potence et le Spatule.
* Extraction par I’eau

Décocté 10%
Nous avons introduit 600g de poudre de racines de Entada africana dans une tasse
contenant 6000 ml d’eau distillée. Il s’agit d’une décoction a 10% selon I’indication du
thérapeute. L’ensemble a été maintenu en ébullition sur une plaque chauffante pendant
15mn. Apres refroidissement a la température ambiante du laboratoire, nous avons filtré sur
compresse. Nous avons concentré le filtrat a 1’aide d’un rotavapor sous vide a la
température de 55°C. Nous avons ensuite lyophilisé¢ 1’extrait concentré aprés congélation. La
lyophilisation nous a permis d’obtenir une poudre. Elle a été¢ pesée pour déterminer son

poids. Le rendement a été calculé.
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Poudre de drogue
Marc
Décocté

H,O

Schéma I : extraction de la drogue de Entada africana par décoction
« Extraction par I’éthanol 70%:

- Macération
Nous avons introduit 600g de poudre de racines dans des Herlemayers, auquel nous avons
ajouté 6000 ml d’éthanol a 70% et laissé en agitation pendant 24 h.
Nous avons filtré sur compresse. Les filtrats ont été concentrés a I’aide d’un rotavapor,
récupérés dans des ballons de lyophilisation déja taré, puis lyophilisés. Nous obtenons ainsi

une poudre qui a été pesée pour déterminer son poids. Le rendement a été calculé.

Poudre de drogue

Marc
Macéré
ETOH
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Schéma II : extraction des drogues de Entada africana par macération

= Extraction par solvants a polarité croissante :

- Mode opératoire

La poudre de racine a été extraite avec les solvants suivants (en raison de 10g dans 100ml) :
éther de pétrole, dichlorométhane, dichlorométhane : méthanol (90 : 10), méthanol et 1°‘eau
(50°C et a 100°C). Pour les extraits organiques une macération a froid sous agitation
pendant 1 heure a été effectuée, les extraits ont été filtrés sur du papier filtre. Pour les
extraits aqueux, en plus de la macération a froid, un digeste et une décoction épuisée ont
aussi été faites. Ces extraits ont aussi été filtrés et le filtrat a été quantifié. Evaporer a sec au

Rotavapor.
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Matériel végétal

Ether de pétrole
Marc Extrait étherique
DCM
Extrait DCM
Marc
M¢élange DCM — MeOH
Marc Extrait

(DCM+MeOH)

MecOH
Marc Extrait MeOH
Eau 50°C
Marc Digesté

Extraction par I’eau a 100°C

Décocté
Marc épuisé

épuisé

Figure N8 : Schéma d’extraction par les solvants a polarité croissante.
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Figure n°4 : Photo du lyophilisateur

Figure n°S: Photo du rotavapor
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IV. Etudes phytochimiques

1. Réactions de caractérisation

1.1 Alcaloides
Ils forment un groupe important de substances naturelles d’intérét thérapeutique par leur
diversité¢ structurale et I’éventail de leurs activités pharmacologiques. Ce sont des

substances azotées qui agissent comme des bases.

» Solution a analyser

L’acide sulfurique dilué¢ au 1/10 (50 ml) a été ajouté a la poudre de racine (10g) dans un
erlenmeyer de 250 ml. L'ensemble a ét¢ laissé en macération a la température du laboratoire

pendant 24 heures puis filtré. Le filtrat a été complété a 50 ml avec de 1’eau distillée.

» Mode opératoire

1 ml du filtrat a été introduit dans deux tubes a essai. 5 gouttes de réactif de Mayer (solution
aqueuse de mercuri-iodure de potassium) et 5 gouttes de réactif de Dragendorft (solution
aqueuse d’iodo-bismuthate de potassium) ont été ajoutées successivement dans le premier
tube et le second. La présence d'alcaloides a été caractérisée par la formation d’un précipité

dans chaque tube.

» Confirmation de la présence d’Alcaloides par une extraction

25ml de filtrat ont été introduits dans une éprouvette de 100ml, 25ml d’ammoniaque diluée
au /2 et 25ml de Chloroforme y ont été ajoutés. L'ensemble a ét¢ agité dans une ampoule a
décanter. Aprés décantation, la phase organique a été soutirée dans un petit bécher, cette
derniére a été séchée sur sulfate de sodium anhydre et partagée en parties égales entre deux
tubes a essai. Les deux tubes ont été mis au bain marie pour évaporation a sec. Le résidu
contenu dans le premier tube a été repris par 2ml de HCI dilu¢ (HCI concentré dilué au 1/10
par I’eau distillée). La solution a été¢ partagée entre deux tubes a essai et les mémes
révélateurs généraux des alcaloides ont été essayés (5 gouttes du réactif de Mayer dans le
premier tube et 5 gouttes du réactif de Dragendorff dans le deuxiéme tube). La présence

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

1.2 Substances polyphénoliques

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

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

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

Mode opératoire
Dans un tube a essai, Sml de I’infusé ont été introduits, une solution aqueuse diluée de FeCls
a 1%(1ml) a été ajoutée. La présence de tanins a €té caractérisée par 1’apparition d’une
coloration verdatre ou bleu noiratre.

= Tanins catéchiques :

A 5 ml d’infusé a 5 %, nous avons ajouté 1 ml d’alcool chlorhydrique (5 ml d’alcool 95°, 5 ml

d’eau distillée, 5 ml d’HCI concentré). Nous avons porté a ébullition pendant 15 minutes.

En présence de tanins catéchiques, il y a formation d’un précipité rouge soluble dans I’alcool

isoamylique.

Réaction de Stiasny :

A 30 ml d’infuser a 5 % nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml

de formol a 40 %, 5 ml d’acide chlorhydrique concentré). Nous avons chauffé

au bain-marie 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 pulvérisé€. Ajouter 1 ml goutte a goutte d’une

solution de FeCl; a 1 %. Le développement d’une teinte bleu noir montre la présence de

tanins galliques.
> Flavonoides
Ce sont les pigments universels des végétaux responsables de la coloration des fruits, des
fleurs et souvent des feuilles.
" Mode opératoire

A l'infusé a 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, un acide (5 ml de H,SO4a
10%) a été ajouté puis une base (5 ml deNH,OH dilué au 1/2). La présence d'anthocyanes a
¢té indiquée par une coloration accentuée par acidification qui a virée au bleu violacé en

milieu basique.
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= Réaction a la cyanidine

Dans un tube a essai, 5 ml de I’infusé ont été introduits, puis 5 ml d’alcool chlorhydrique
(alcool a 95 %, I’eau distillée, HCI concentré a parties égales en volumes) ; 1 ml d’alcool
isoamylique et quelques copeaux de magnésium ont été ajoutés.
L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose violacée (flavanones) ou
rouge (flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool iso amylique
indiquait la présence d’un flavonoide libre (génine). Les colorations sont moins intenses
avec les hétérosides flavoniques.
La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les
catéchines et les isoflavones.
» Leucoanthocyanes
La réaction a la cyanidine a été effectuée sans ajouter les copeaux de magnésium et chauffée
pendant 15 mn au bain-marie. La présence de leucoanthocyanes a été caractérisée par
I’apparition d’une coloration rouge cerise ou violacée. Les catéchols donnent une teinte
brune rouge avec la méme réaction.

1.3 Dérivés anthracéniques

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

pendant 3 minutes au bain marie. Le filtrage a été fait a chaud.

®  Mode opératoire
A 1 ml de I’extrait chloroformique obtenu, 1 ml d’ammoniaque dilué au 2 a été ajouté. Le
mélange a été ensuite agité.
La présence d’anthraquinones libres a été caractérisée par 1’apparition d’une coloration plus
ou moins rouge.
» Anthracéniques combinés

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

" Mode opératoire
5 ml de I’hydrolysat ont été agités avec 5 ml de chloroforme. Ensuite la phase organique a
été soutirée et introduite dans un tube a essai. La phase aqueuse a été gardée.
A la phase organique, 1 ml d’ammoniaque dilué¢ au 2 a été ajouté. La présence
d’anthraquinones a été caractérisée par 1’apparition d’une coloration rouge plus ou moins
intense.
5 ml de I’hydrolysat ont été prélevés, 3 a 4 gouttes de FeCls a 10 % ont été ajoutées. Le
mélange a ét¢ chauffé pendant 5 mn au bain-marie puis refroidi sous courant d’eau. Ce
dernier a ¢té agité¢ avec 5 ml de chloroforme, ensuite la phase chloroformique a été soutirée
et introduite dans un tube a essai ; 1 ml d’ammoniaque dilu¢ a ét¢ ajouté et le tube a été
agité.
La présence de produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones a été indiquée par une

coloration rouge, plus intense que précédemment (c'est-a-dire sans addition de FeCls a 10%)

m C-Hétérosides

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

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

rouge plus ou moins intense.

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

en macération pendant 24 heures. Le mélange a été filtré et complété a 20 ml avec de 1’éther.
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» Stérols et triterpénes : réaction de Liebermann- Burchard

Dans un tube a essai /0 m/ d’extrait ont été évaporés a sec, puis le résidu a été dissous dans /
ml d’anhydride acétique et dans / m/ de chloroforme. Le mélange a été partagé dans deux
tubes a essai, I’un a servi de témoin et dans I’autre, / a 2 m/ d’acide sulfurique concentré ont
¢été introduits au fond a 1’aide d’une pipette.

La présence de stérols et triterpénes a été caractérisée par la formation d’un anneau rouge
brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides et la couche surnageante devenant
verte ou violette.

> Caroténoides

Apres évaporation a sec de 5 ml d’extrait dans un tube a essai, 2 a 3 gouttes d’une solution
saturée de trichlorure d’antimoine dans le chloroforme ont été ajoutées. La présence de
caroténoides a été caractérisée par I’apparition d’une coloration bleue devenant rouge par la
suite.

> Coumarines

L’extrait éthéré (5 ml) a été évaporé a sec, puis le résidu a été repris avec de 1’eau chaude

(2 ml). La solution a €été partagée entre deux tubes a essai.

Dans I'un des tubes, de ’ammoniaque a 25 % (0,5 ml) a été ajoutée, mélangée. La
fluorescence a été observée sous UV 366 nm. La présence de coumarines a été caractérisée

par I’apparition d’une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque

1.5 Hétérosides cardiotoniques

Ils forment un groupe homogeéne possédant un intérét thérapeutique réel. Ils demeurent des

médicaments majeurs de 1’insuffisance cardiaque.
» Solution a analyser
1g de poudre de racines a ¢€té introduit dans un tube a essai, 30ml d’éthanol a 60 % et Sml

d’acétate neutre de plomb a 10% ont été ajoutés. Le mélange a été porté au bain marie

bouillant pendant 10mn et filtré sur coton apres refroidissement.

» Mode opératoire

Le filtrat a été agité avec 10ml de chloroforme dans un tube a essai. Nous avons laissé le
mélange se décanter, aprés décantation la phase chloroformique a été soutirée a I’aide d’une
pipette, cette derniére a été partagée entre 3 tubes a essai. Les contenus des 3 tubes ont été

évaporés a sec au bain marie et les résidus ont été repris avec 0,4ml d’isopropanol.
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Iml de réactif de Baljet a été ajouté dans le premier tube, 1ml de réactif de Kedde dans le
deuxieme tube et 1ml de réactif de Raymond-Marthoud dans le troisieme tube.
Apreés 5 gouttes de KOH a 5% dans 1’alcool (0,5g dans 10ml d’alcool absolu) ont été
introduites dans chaque tube.
La présence d’hétérosides cardiotoniques a été caractérisée par 1’apparition des colorations
suivantes :Tube 1 Baljet: orangé

Tube 2 Kedde: rouge violacé
Tube 3 Raymond et Marthoud: violet fugace

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

» Solution a analyser : /00 ml d'un décocté a 1% pendant /5mn.

» Mode opératoire

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10 ; 1, 2, ....10 ml du décocté a 1% ont
été répartis successivement. Le volume des 9 premiers tubes a été ajusté a 10 ml avec de
I’eau distillée. Chaque tube a été agité dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en
raison de deux agitations par seconde puis laissé au repos pendant 15 minutes. Ensuite la
hauteur de la mousse a été mesurée dans chaque tube. Le tube dans lequel la hauteur de

mousse a ¢t¢ de lcm a indiqué la valeur de I’indice de mousse :

Indice de mousse= 1000/N

N = numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse atteint 1 cm

1.7 Autres caractérisations

Solution a analyser :un décocté a 10%
» Composés réducteurs
Sml du décocté a 10% ont été introduits dans un tube a essai et porté a évaporation au bain-
marie jusqu’a sec. Au résidu, 1 ml de réactif de Fehling (0,5 ml réactif A + 0,5 ml réactif B,
mélange extemporané) a été ajouté.
La présence de composés réducteurs a été caractérisée par 1’obtention d’un précipité rouge

brique.
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> Oses et holosides

Sml du décocté a 10% ont été introduits dans un tube a essai et portés a évaporation au
bain-marie jusqu’a sec. Au résidu, 2 a 3 gouttes de H,SO4 concentré ont été ajoutées, puis
aprés 5 minutes, 3 a 5 gouttes d’alcool saturé avec du thymol ont été ajoutées.
La présence d’oses et holosides a été caractérisée par le développement d’une coloration
rouge.
» Mucilages
A 1 ml de décocté a 10 %,5ml d’éthanol absolu ont été ajoutés. La présence de mucilages a
été caractérisée par 1I’obtention d’un précipité floconneux, par mélange.

1.8 Hétérosides cyanogénétiques
A la poudre de racine (1g) ,5ml d’un mélange a volume égal d’eau et de toluéne ont été
ajoutés. Apres agitation, la partie supérieure du tube a essai a été nettoyée et le papier
picrosod¢ fraichement préparé (avec le réactif de Guignard) a été fixé a 1’aide d’un
bouchon.
La présence d’hétérosides cyanogénétiques a ¢été caractérisée par I’apparition d’une

coloration rouge plus ou moins rapide du papier picrosodé.

2- Chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomenes
de séparation: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le
long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
matiere plastique ou d’aluminium. Aprés que I’échantillon ait été déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur affinité¢ avec la phase
stationnaire et la nature de solvant de migration.
» Principe
Lorsque la plaque sur laquelle I’échantillon a été déposé est placée dans la cuve, I’éluant
monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de 1’échantillon se déplace a sa propre vitesse derricre le front du solvant. Cette
vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque

stationnaire et, d’autre part, de sa solubilit¢ dans la phase mobile. Les composés se
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déplacent donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile, 1’action de
rétention de la phase stationnaire étant principalement controlée par des phénomenes
d’adsorption.
® Les matériels utilisés

Plaque de silice G60F254, une cuve de migration en verre avec couvercle étanche, séchoir
¢électrique, crayon de papier, régle graduée, micropipettes de 10ul, pince pour plaque, lampe
UV.

®  Les systemes de solvant
Ether de pétrole - Acétate d’éthyle (1- 1) pour les extraits organiques.
Butanol- Acide acétique- Eau (65- 15- 25) pour les extraits aqueux.
Acétate  d’éthyle-méthyl éthyl cétone-Acide formique-Eau (5-3-1-1) pour les
extraits aqueux.

= Dépot des différents extraits

L’¢chantillon (10 microlitres) est déposé a 1’aide d’une micropipette en appuyant légérement
et brievement I’extrémité de la pipette sur la couche d’adsorbant en prenant soin de ne pas la
détériorer.

Les solutions ont ét¢ déposées sous forme de point distant de 1,5 cm les uns des autres et
situées a environ lcm de la partie inférieure de la plaque. Chaque dépdt a été séché a 1’aide
d’un séchoir. La distance du spot est de 8 cm.

=  Développement de la plaque

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

= Révélation

Les plaques ont été révélées par pulvérisation avec les réactifs suivants :
- le Godin révélateur polyvalant,
- le FeClsspécifique des tanins,

- le DPPH pour les composés a activité anti radicalaire,
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- le sang pour les composés a activité hémolytique.

Les taches observées apres révélation ont été mises entre crochet.
= Calcul de R (rapport frontal)
Ry

dc

ds

dc : distance parcourue par le composé (du dépdt jusqu’au centre de la tache)
ds: distance parcourue par le front du solvant
Le rapport frontal des composés détectés a I’'UV 254 nm, 366 nm et apres révélation a été

calculé et les couleurs notées. NB : le rapport frontal est toujours inférieur ou égal a 1.

V. Activités biologiques

Test in vitro :

1. Activitéthémolytique

» Principe
Ce test consiste a observer les zones d’hémolyses des extraits a différentes concentration, de

plante a tester, sur la plaque de CCM apres révélation par le sang du beeuf.

»  Les matériels utilisés : Plaque de silice G60F254, une cuve de migration en verre
avec couvercle étanche, séchoir électrique, crayon de papier, régle graduée, micropipettes de

10ul, pince pour plaque, lampe UV.

» Les systémes de solvant : Butanol- Acide acétique- Eau (65- 15- 25)

> Dépot des différents extraits : 10ml des extraits a différentes concentrations.

» Préparation du révélateur:10ml d’une solution de citrate de sodium a 3,65% a été
mélangé a 90ml de sang frais du beeuf.

» Mode opératoire

La plaque a été giclé horizontalement avec le sang et le tous conservé au frigo pendant

30mn. Puis elle a été rincée a I’eau distillée ensuite séchée a 1’air libre.

> Substance détectée
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Les substances provoquant I’hémolyse, apparaissent sous forme de taches claires sur fond

rouge.

2. Activité antiradicalaire:

Principe : I1 est basé sur la réduction du radical DPPH (1-1 Diphényl -2- pycril hydrazile) sur
plaque CCM. Tous les extraits et les solutions d’extraits préalablement préparées pour la
CCM ont été utilisés.

Dépot des différents extraits : 10 pl de chaque solution d’extrait ont été réalisés.

Les systémes de solvant : Butanol- Acide acétique- Eau (60 : 15 : 25)

» Mode opératoire

Aprés migration des substances, les chromatogrammes ont été révélés avec une solution
méthanolique a 2 mg/ml de 1-1 Diphényl-2- pycril hydrazile.

> Substance détectée

Les composés antiradicalaires apparaissent en jaune sur fond violet.

Test biologiques in vivo :

1. Estimation de la toxicité : (OCDE, 2001)

»  Principe : Ce test consiste a administrer aux animaux des extraits de plante a tester

puis a suivre leur comportement.

» Matériels utilisés : Balance de précision, seringue a insuline, bécher, éprouvette graduée,

sonde gastrique, agitateur & main.
» Matériel animal

Les animaux utilisés étaient des souris de couleur blanche (six males et trois femelles) de
poids compris entre 21,52g et 37,98g.
Volume de dilution : 20ml d’eau distillée.
» Extraits en étude :
Décocté 10% : 2000 mg/Kg
Extrait éthanolique 70% : 2000 mg/Kg
Eau distillée : 20ml/Kg.

» Voie d’administration : Intra-gastrique
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> Nombre de lots :

Au total 3 lots de trois souris ont été constitués pour le test a raison d'un lot pour chaque

extrait, et un dernier pour 1’eau distillée.

» Le jeun : Les souris ont été mis en jeun pendant 4 heures avec accés libre a I’eau avant

expérimentation.
» Mode opératoire

Les souris ont ét¢ marquées dans le but de les identifier. Elles ont été pesées en vue de
déterminer leur poids. Apres 4heures de jeun, nous avons administré aux souris les extraits
en raison de 20ml/kg.

Les souris témoins ont recu de 1’eau distillée en raison de 20ml/Kg.

Deux heures aprés administration, les souris ont été privées de nourriture, par contre avaient
acces libre a de 1’eau. Elles ont €t¢ mis en observation pendant les 4 premieres heures qui
suivent I’administration et quotidienne pendant 14 jours.

Les observations portaient sur les modifications de la peau, des poils, des yeux, des
mugqueuses, de I’appareil respiratoire, de 1’activité du systéme nerveux central et autonome,
de D’activité somato-motrice, de comportement. Mais aussi de noter les tremblements, les
convulsions, apparition de la diarrhée, la 1éthargie, et le sommeil.

Les cas de mort ou non détermine :

e Arrét de I’essai,
* Administration de la méme dose a trois souris supplémentaires,
* Administration de la dose immédiatement inférieure a trois autres souris.

A la fin des 14 jours, les souris ont été pesées.

2. Etude de la toxicité chronique :

» Principe : Elle consiste a vérifier la toxicité des extraits chez les animaux par

administration quotidienne pendant trois mois.

» Matériels utilisés : Balance, seringue pour administration, éprouvettes, spatule,

béchers, plaque chauffante, agitateur a main, sonde gastrique.
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> Matériel animal : Les animaux utilisés étaient des rats de couleur blanche males et

femelles de poids compris entre 92,12 et 330,04g.

» Traitement : Volume de dilution est égal 2 10ml d’eau distillée.

- Le décoté 10% aux doses de 100 et 500mg/kg/j
- Solution extemporanée décocté 1%

- Leau distillée a la dose de 10mi/kg/j.

> Nombre de Lots : Au total4 lots dont 3 de huit rats males et un lot témoin de six rats

males.

» Protocole expérimental
Les rats ont ét¢ marqués dans le but de les identifier, et pesés chaque semaine en vue de
déterminer leur poids pour I’administration des extraits.
La dose a administrer a été calculée en fonction du poids des rats.
Ils ont regu par voie intra gastrique les différents extraits aqueux préalablement préparés :
- Lot témoin a regu de 1’eau distillée a la dose de 10ml/Kg/j ;
- Lot I aregu le décocté a la dose de 100mg/Kg/j,
- LotII recevait le décocté a la dose de 500mg/Kg/j,

- Lot III recevait la solution extemporanée de décocté 1% a la dose de 10ml/Kg/j.
Chaque quinzaine les parametres biologiques intermédiaires (Glycémie et le Taux
d’hémoglobine) ont été évalués.

Chaque mois, deux (2) rats par lot étaient sacrifiés ; les échantillons de sang obtenu ont servi a
des examens biochimiques, les organes (Foie, Reins, Rate et Cceur) a des examens
anatomopathologiques.

3. Examens biochimiques

» Principe : 1l consiste a effectuer des dosages enzymatiques de la glycémie, créatinine,

I’urée, bilirubine totale, uricémie, transaminases ALAT et ASAT, et le gamma-GT.
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» Matériel animal : Sang prélevé chez les rats.

» Matériels utilisés :
Tube sec, centrifugeuse, portoir, Automate COBAS-Intégra 400 plus.

» Protocole de la technique utilisée :
Les prélevements ont été centrifugés afin d’obtenir du sérum. Les analyses ont été effectuées
sur le sérum a 1’aide de COBAS-Intégra 400 plus.
L’automate comprend une unité centrale, une station d’analyse et les annexes (écran, clavier,
souris et imprimante). Un logiciel intégré dans le systéme permet de faire les analyses.
Les réactifs ont été placés (emballés sous forme de cassettes) dans la station d’analyse a 1’aide
d’un portoir et chaque échantillon a été codifié.
La saisie des codes des différents échantillons a été faite dans le logiciel, puis les analyses a
effectuer ont été sélectionnés, la position de chaque échantillon sur le portoir a été également
définie.
Les échantillons ont été positionnés sur le portoir conformément a la saisie et le tout placé
dans la station d’analyse puis cliquer sur démarrer.
L’automate exécute toutes les analyses demandées, affiche les résultats sur 1’écran puis
imprime. Les organes (Cceur, Foie, Rein, Rate) issus des rats ont servi a des examens
anatomo-pathologiques.

4. Examens anatomo-pathologiques

» Principe : 1l consiste a faire des prélévements d’organes et de procéder a leur

observation macroscopique; et microscopique.

» Matériel animal : IL s’agit des prélévements du foie, de la rate, du cceur, et les reins

des rats sacrifiés.

» Matériels utilisés : Pince a disséquer, cassettes, lame porte objet, lamelle, lame de

bistouri.
» Protocole de la technique utilisée :

- Examen macroscopique :
Les organes ont été pesés a 1’état frais et mis dans du formol a 10%. Apres fixation, les
organes ont été mesurés (longueur, largeur et épaisseur).
Ensuite on a procédé¢ a des coupes fines d’organes (biopsies).
Les coupes ont été étiquetées et placées dans des cassettes en raison de deux pour le foie et un

pour les autres. Les cassettes ont été conservées dans du Formol a 10%.
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- Déshydratation des biopsies :
Les biopsies ont ¢été préalablement déshydratées (a 1’aide de Technicon corporation)
successivement dans quatre bains d’éthanol (75°, 80°, 85° et absolu); trois bains de toluéne ;
et deux bains de paraffine fondue.

Ensuite un bloc de paraffine a été préparé pour chaque biopsie et laissé refroidir.

- Les coupes :
Elles ont été réalisées avec le Microtone (coupes tres fines de I’ordre de micron).
La couche fine de la biopsie, mise dans I’eau, est reprise sur une lame, déplissée dans de 1’eau
chaude, égouttée puis chauffer sur la plaque chauffante (c’est le déparaffinage).

v Déparaffinage de la lame :
Les lames ont été successivement déparaffinées dans deux bains de xyléne ;

v Réhydratation de la lame :
Les lames sont réhydratées successivement dans des bains de 1’éthanol absolu, a 85°, 80°et
75° ; puis rincées dans un bain d’eau.

- Coloration des lames :
Elle est réalisée a 1I’aide de Technicon corporation.
Les lames sont plongées dans un bain de I’hématoxyline qui se fixe sur les noyaux en les
colorants en bleu ; puis rincées dans trois bains d’eau.
Elles sont plongées dans un bain de I’éosine qui colore le cytoplasme en rouge, puis rincées
avec de I’eau pour €éliminer ’excés d’éosine.

v Déshydratation de lame :
Elle est réalisée dans trois bains d’éthanol de concentration croissante puis trois bains de
xyléne de concentration croissante. Elle permet de nettoyer la lame.
Chaque bain fait au minimum 3 minutes.
Nettoyer la face opposée puis fixer la biopsie avec la Baume de Canada et la couvrir avec la
lamelle.

- Examen microscopique : Il est réalis¢ avec un microscope optique. Le lecteur n’était

pas informé de la dose des produits administreés.
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RESULTATS

I. Caracteres macroscopiques
1. Caractéres macroscopiques et organoleptiques

La racine est recouverte d’une écorce externe noiratre et d’une écorce interne rougeatre. Le
bois est fibreux, malléable et blanchatre. La poudre de la racine a une couleur blanchatre,

avec une odeur faible et une saveur légerement sucrée

Figure N°6: Racine de Entada africana
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II. Données du controle de qualité

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

Tableau N°2: Teneurs en eau et en cendres de la poudre racines de E. africana

Dosage Résultats (%)
Eau M¢éthode gravimétrique ou pondérale 5,40
Totale 3,52
Cendres Chlorhydriques 0,26
Sulfuriques 5,31
Substances extractibles par I’eau 10

La teneur en eau dans notre matériel était faible.

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

racines de E. africana sont rapportés dans le tableau suivant :

. Tableau N°3: Rendements et caractéristiques des extraits de racines de E. africana

Extraits Rendements Couleur Aspect

(%)
Ethanol 70% 10 Marron cristaux Brillants
Décocté 10% 9,86 Marron cristaux Brillants

MPE : masse prise d’essai.

Le rendement le plus élevé a été obtenu avec 1’éthanol.

Les rendements de I’extraction avec les solvants de polarité croissante sont reportés dans le

tableau N°4.
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Tableau N°4: Rendements de D’extraction par polarité croissante de racines de E.

africana

Extraits Rendements Couleur
(%)

Ether de pétrole 0, 02 Jaune
DCM 0,02 Jaune
DCM + MeOH 0,03 Marron
MeOH 0,16 Rouge bordeaux
Digesté 0,28 Orange
Décocté épuisé 0,13 Orange

DCM : Diclhorométhane ; MeOH : Méthanol

Le rendement le plus élevé a été obtenu avec le digesté.
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IV. Données chimiques

2.2 Réactions de caractérisations

2.2.1 Réactions en tubes

Tableau N°5 : Résultats des réactions en tubes sur les racines de Entada africana .

Recherches

Flavonoides :géninesflavoniques (R :Shibata)
Anthracénosides libres (Borntrager)
Saponosides : Mousse

Tanins : Réaction avec FeCl3

Tanins : Réaction avec HCI concentré
Tanins catéchiques : Réaction de Stiasny
Tanins galliques : Réactions de Stiasnytraces
Oses et holosides

Mucilages

Stérols et triterpénes

Coumarines

Leucoanthocyanes

Hétérosides cardiotoniques (Raymond et Martoud)

Hétérosides cardiotoniques (R : Keede)

Hétérosides cardiotoniques (R :Baljet)

Entada africana

+ ++
+
et
+
+
++
légeres
++
+
+
+
++

e

+

+

Les réactions ont ¢été négatives pour les Alcaloides, anthocyanes, anthracénosides,
anthracénosides combinés C-Hétérosides, Caroténoides (Carr et Price), Composés

réducteurs.
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2- Chromatogrammes

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

Entada africana sont rapportés dans les tableaux et figures ci-dessous.

Tableau N°6: Résultats des CCM dans le systéme de solvants B.A.W (65-15-25) : Facteurs de

rétention et coloration des substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et apres

révélation par le Godin, (Figure N°7).

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
0,03 Visible Violet -
0,15 Visible Violet Rouge clair
0,21 Visible - Rouge clair
0,29 Visible Violet clair Violet
Décocte 10% 0,35 Visible - -
0,45 Visible Violet -
0,63 Visible - -
0,66 Visible - -
0,71 - Violet -
e O8S Visible Violet . R
0,03 Visible Violet foncé Rouge
0,10 Visible Violet clair -
0,23 Visible - -
0,28 Visible Violet clair Rouge clair
ETOH 0,36 Visible - Violet
0,41 - Violet clair Rouge clair
0,63 Visible Violet Rouge clair
0,71 - Violet -
e 088 Visible Violet clair Violet .
0,03 Visible Violet -
0,20 Visible Violet Rouge
0,29 Visible Violet clair Violet
MeOH 0,44 Visible Violet Rouge clair
0,56 Visible Violet Rouge clair
0,63 Visible - -
0,71 Visible Violet -
0,89 Visible Violet clair Violet

La présence dune substance ayant une coloration violette aux Rf: 0,29 ; 0,36 ; 0,88 et 0,89

aprés révélation par le Godin, pourrait étre des saponosides a génines

triterpéniques (Figure N°7).
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Tableau N°7: Résultats des CCM dans le systéme de solvants B.A.W (65-15-25) : Facteurs de

rétention et coloration des substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et apres

révélation par le Godin, et le DPPH (figure N°8 ).

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin DPPH
0,03 Visible Violet Rouge clair Tache jaune
0,08 - Violet clair - -
Digesté 0,23 Visible - - Tache jaune
0,29 - Violet Rouge clair -
0,64 Visible - Violet clair -
0,93 Visible - - -
0,03 Visible Violet - Jaune
0,06 - Violet clair Rouge clair -
Décocté 0,11 Visible - - Tache jaune
épuisé 0,24 Visible Violet Rouge clair Tache jaune
0,39 Visible - Violet clair Tache jaune
0,79 Visible Violet - Tache jaune
0,94 Visible Violet clair - -

La présence d'une substance ayant une coloration violette aux Rf: 0,39 et 0,64 apres

révélation par le Godin, pourrait étre des saponosides a génines triterpéniques

(Figure N°7).
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

D AL B8 Al DO ]
TN T k ’
L A {’: IJ

]
3
N
(‘?
e il

P ‘\’,. | 1 ] pene AT
i A1 -~ -
ez
Sy 1
ot ot IF N
i -~ . { i, o)
. L % \ \,.
{ ./ i A \
""" e - R e T
- - Rﬂ-b“-'" \Lt'-'l-—‘ — i{tu.—-e = R‘"’"' . {
Telacht yf'o& \T‘[c,py“/\hiqe.h oLt Epy Ji

Figure N°7 : Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par le Godin

Front du solvant : 8cm

Support : Plaque de Silice G60F s,
Dépot : 10 ul

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

Révélateur : Godin
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parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°8: Résultats des CCM dans le systéme de solvants Acoet-M.E.C-AF-H,O (5-3-

1-1) : Facteurs de rétention et coloration des substances des extraits avant (254 nm et 366

nm) et apres révélation par le DPPH, et le FeCl; (Figure N° 8).

Extraits Rf 254 nm 366 nm FeCl;
0,05 Visible Rouge clair Noir
0,28 - Violet clair -
Décocté 10% 0,41 Visible Violet -
0,54 Visible Violet Tache noire
0,95 Visible Violet clair Tache noire
S 008 Visible Rouge Noir
0,16 Visible Violet -
0,28 Visible Violet Tache noir
EtOH 0,41 Visible Violet Tache noir
0,58 - Violet -
0,79 - Violet -
0,93 Visible Violet clair Tache noir
S 004 Visible Violet Noir clair
0,13 Visible Violet Noir clair
0,31 - Violet -
MeOH 0,43 Visible Violet Noir clair
0,59 - Violet -
0,79 - Violet -
0,94 Visible Violet clair Noir clair
004 Visible Violet -
Digesté
0,93 Visible Violet clair -
S 004 Visible Violet Noir clair
Décocté 0,20 Visible - -
epuisé
0,93 Visible Violet clair Noir clair

La présence d'une substance ayant une coloration noire aux Rf correspondants apres

révélation par le FeCls, pourrait étre des tanins (Figure N°8)
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parameétres biologiques chez les rats.
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Figure N°8: Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par le FeCl;

Front du solvant : 8cm

Support : Plaque de Silice G60F.s4

Dépot : 10 ul

Eluant : Acoet-M.E.C-AF-H,O (5-3-1-1)

Révélateur : FeCl; a pour but de révéler les tanins par des taches de couleur bleu noire,

verdatre.
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°9: Ether de pétrole-Acoet (1- 1): Facteurs de rétention et coloration des

substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et aprés révélation par le Godin (figure

N°9).

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Ether de 0,78 - - Violet
pétrole 0,86 - Tache claire -
096 Visible  Tachesombre -
0,03 Visible Tache sombre -
0,21 - - Violet
0,30 - - Violet clair
0,41 - - Violet clair
Diclhoro- 0,51 - - Violet clair
méthane 0,59 - - Violet clair
0,68 - - Violet clair
0,79 - - Violet
0,88 - Tache claire -
095 Visible Violet ... s
0,01 Visible Tache claire -
0,06 Visible Tache claire -
0,15 Visible Tache sombre Jaune clair
0,24 - Tache claire Violet
CH2CI12 0,58 - - Violet
+ 0,63 - - Violet clair
MeOH 0,69 - - Violet
0,80 - - Violet
0,89 - Tache claire -
090 Visible Tache claire s
0,01 Visible Rouge -
0,06 Visible Jaune clair -
0,14 Visible Jaune clair Jaune clair
MeOH 0,21 - Tache claire Jaune clair
0,31 - - -
0,81 - - Violet
0,89 - Tache sombre -
0,95 - Tache sombre -

La présence d'une substance ayant une coloration violette aux Rf correspondants apres
révélation par le Godin, pourrait étre des saponosides a génines triterpéniques

(Figure N°9).
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Figure N°9 : Chromatogramme des extraits organiques révélé par le Godin

Front du solvant : §cm

Support : Plaque de Silice G60Fs4
Dépot : 10 pl

Eluant : Ether de pétrole-Acoet (1- 1)

Révélateur : Godin
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

V. Données biologiques

A TEST IN VITRO:
1. Activitéhémolytique

Certains constituants chimiques des extraits aqueux et hydro-éthanoliques lyophilisés des
racines de Entada africana ont provoqué 1’hémolyse. L’hémolyse est dose dépendante et
beaucoup plus évidente avec I’extrait hydro-éthanolique que les extraits aqueux. L’hémolyse
a été moins évidente avec les décoctés extemporanés a 1% (Chromatogrammes Figure N°10).
Les extraits aqueux et hydro-éthanoliques lyophilisés de concentrations croissantes chacun,
ont révélé avec sang frais du beeuf une tache claire sur fond rouge au Rf 0,25 (figure N°10).
La révélation d’un chromatogramme des mémes extraits avec le réactif de Godin montre une
coloration violette au Rf correspondant a 0,25. Ces taches pourraient étre des saponosides a
genines triterpéniques, ce qui nous permet de faire une relation entre structure chimiques et

activité hémolytique des extraits (Figure N°11).
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Figure N° 10 : Chromatogrammesdes extraits polaires révélés avec du sang de beeuf.
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parameétres biologiques chez les rats.
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Figure N°11: Chromatogrammes des extraits aqueux et alcooliques révélés par le sang (A) et

le Godin (B).

These de Pharmacie 2010-2011 Birama DIARRA Page 93



Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

2. Activité antiradicalaire

Activité antiradicalaire

Les données des chromatogrammes révélés par la solution de DPPH pour la mise en
évidences des composés antiradicalaires sont repportés dans les tableaux et figures ci-dessous.
Les données concernent surtout les extraits polaires.

Tableau N°10: Résultats des CCM dans le systéme de solvants B.A.W (65-15-25) : Facteurs
de rétention et coloration des substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et apres

révélation par le DPPH (Figure N°12).

Extraits Rf 254 nm 366 nm DPPH
0,03 Visible Violet Jaune
0,15 Visible Violet Jaune
0,21 Visible - Jaune
0,29 Visible Violet clair Jaune
Décocté 10% 0,35 Visible - Jaune
0,45 Visible Violet Jaune
0,63 Visible - Jaune
e 085 Visible . Violet ... Jaune
0,03 Visible Violet foncé Jaune
0,10 Visible Violet clair Jaune
0,23 Visible - Jaune
0,28 Visible Violet clair Jaune
ETOH 0,36 Visible - Jaune
0,41 - Violet clair Jaune
0,63 Visible Violet Jaune
0,71 - Violet Jaune
0,88 Visible Violet clair Jaune
0,03 Visible Violet Jaune
0,20 Visible Violet Jaune
0,29 Visible Violet clair Jaune
MeOH 0,44 Visible Violet Jaune
0,56 Visible Violet Jaune
0,63 Visible - Jaune
0,71 Visible Violet Jaune
0,89 Visible Violet clair Jaune
Digesté 0,03 Visible Violet Jaune
0,23 Visible - Jaune
Décocté 0,03 Visible Violet -
épuisé 0,11 Visible - Jaune
0,24 Visible Violet Jaune
0,39 Visible - Jaune
0,79 Visible Violet Jaune
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parametres biologiques chez les rats.

Digesté et décocté épuisé apres les solvants organiques

Figure N°12: Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par DPPH

- Front du solvant : S8cm

- Support : Plaque de Silice G60F 54
- Dépot : 10 pul

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

- Révélateur : DPPH ayant pour but de révéler les substances a activité anti-radiculaire a été
fortement positif aves les extraits alcooliques.
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parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°11: Acoet-M.E.C-AF-H,O (5-3-1-1) Facteurs de rétention et coloration des
substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et apres révélation par le DPPH (Figure N°

13).
Extraits Rf 254 nm 366 nm DPPH
0,05 Visible Rouge clair Jaune
Décocté 10% 0,41 Visible Violet Jaune
0,95 Visible Violet clair Jaune
005 visble Rouge Jane
0,16 Visible Violet Jaune
0,28 Visible Violet Jaune
EtOH 0,41 Visible Violet Jaune
0,58 - Violet Jaune
0,79 - Violet Jaune
0,93 Visible Violet clair Jaune
004 visible Violet Jane
0,13 Visible Violet Jaune
0,31 - Violet Jaune
MeOH 0,43 Visible Violet Jaune
0,59 - Violet Jaune
0,79 - Violet Jaune
0,94 Visible Violet clair Jaune
04 visible violet Jaune
Digesté
004 visible Violet Jaune
Décocté 0,20 Visible - Jaune
epuisé
0,93 Visible Violet clair Jaune

La présence d'une substance ayant une coloration jaune aux Rf correspondants apres
révélation par le DPPH, pourrait expliquer 1’activité anti-radicalaire de I’extrait

(Figure N°13).
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parametres biologiques chez les rats.

Figure N°13 : Chromatogramme des extraits aqueux et alcooliques révélé par le DPPH

Front du solvant : 8cm

Support : Plaque de Silice G60F s,

Dépot : 10 ul

Eluant : Acoet-M.E.C-AF-H;O (5-3-1-1)

Révélateur : DPPH ayant pour but de révéler les substances a activité anti-radiculaire a

été fortement positif aves les extraits alcooliques.
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°12: Ether de pétrole-Acoet (1- 1) : Facteurs de rétention et coloration des
substances des extraits avant (254 nm et 366 nm) et aprés révélation par le Godin, et le
DPPH (figure N°12 et 13).

Extraits Rf 254 nm 366 nm DPPH
CH2CI2 0,01 Visible Claire Jaune
*MeOH 0,06 Visible Claire Jaune
0,15 Visible Sombre Jaune

MeOH 0,01 Visible Rouge Jaune
0,06 Jaune clair Jaune

0,14 Jaune clair Jaune

0,21 Tache claire Jaune

0,31 - Jaune

La présence dune substance ayant une coloration jaune aux Rf correspondants aprés
révélation par le DPPH, pourrait expliquer I’activité anti-radicalaire des extraits (Figure
N°14).
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Figure N°14 : Chromatogramme des extraits organiques révélé par le DPPH

- Front du solvant : 8cm

- Support : Plaque de Silice G60F,s4

- Dépot: 10 ul

- Eluant : Ether de pétrole-Acoet (1- 1)

- Révélateur : DPPH
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

B. Tests in vivo :

Les tes in vivo ont porté sur I’estimation de la toxicité aigue et I’effet de ’administration
prolongée du décocté des racines pendant trois mois chez des rats.

1. Toxicité aigue:

Jusqu’a la dose de 2000 mg/kg le décocté lyophilisé des racines n’a pas présenté de toxicité.
Les doses toxiques des décoctés lyophilisés sont supérieures a 2g/kg soient a 20g/kg de
poudre de racines.

2. Effet du décocté de racines de Entada africana chez les rats

Ces données portent sur le pourcentage de mortalité par groupe ; la consommation de
nourriture et d’eau ; la variation du poids corporel ; les poids relatifs de certains organes
cibles ; les parametres biochimiques du foie et des reins et les données histopathologiques.

2.1 Mortalité pendant trois mois d’étude

Tableau N°13: Pourcentage de mort des rats des différents groupes traités quotidiennement

par I’extrait aqueux de Entada africana pendant trois mois

Groupes Dose/kg Nombre de rats  Nombre de mort % de mort
Témoin 10 ml/kg 9 0/9 00,00
EAR 100 mg/kg 8 1/8 12,50
EAR 500 mg/kg 8 3/8 37,50
EAR DEC 1% 8 0/8 00,00

Au bout de trois mois nous n’avons pas enregistré de mort avec le décocté de racine

extemporané.
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parametres biologiques chez les rats.

2.2 Consommation de nourriture et d’eau :

Tableau N°14 : Consommation moyenne journaliére d’aliment (g) par mois chez les rats

témoins et traités quotidiennement avec 100, 500 mg/kg /J et la solution extemporanée

(décocteé 1%) de Entada africana sacrifiés au cours du trois mois d’étude.

Groupes Dose/kg 1 Mois 2 Mois 3 Mois
TN 10 ml (Eau) 16,30 16,00 21,82
EAR 100 mg 18,11 30,76 50,32
EAR 500 mg 31,68 31,93 52,78
EAR DEC 1% 23,49 12,34 31,59

2.3 Variation de poids corporel des rats

Dans I’ensemble nous avons constaté une prise de poids chez les rats des deux sexes des

groupes (1temoin et 3 traités)

Tableau N°15 : Variation de poids en (g) par mois chez les rats témoins et traités
quotidiennement avec 100, 500 mg/kg /J et la solution extemporanée (décocté 1%) de Entada

africana durant les trois mois d’étude.

Groupes Dose/kg 1J 1 Mois 2 Mois 3Mois
TN 10 ml (Eau) 133,47 153,99 171,60 247,13
EAR 100 mg 203,77 221,75 237,75 278,08
EAR 500 mg 16391 194,18 224,46 277,24
EAR DEC 1% 233,37 236,50 265,65 297,24
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2.4 . Poids relatifs des organes cibles (cceur, foie, rate reins).

Tableau N°16 : Poids relatifs des organes cibles (cceur, foie, rate et reins) des rats traités
avec le décocté lyophilisé de racines a 100 et 500 mg/kg et avec le décocté extemporané a

10ml/kg une fois par jour pendant, un deux et trois mois.

Groupes Doses/kg

Poids relatifs des organes

Coeur | Foie Rate | Reins
Données du premier mois de traitement
Témoin 10 ml/kg 0,34 2,54 0,24 0,52
EAR 100 mg/kg 0,29 2,54 0,25 0,43
EAR 500 mg/kg 0,33 2,73 0,24 0,54
EAR DEC 1% 0,33 2,47 0,22 0,47

Données du deuxiéme mois de traitement

Témoin 10 ml/kg

0,49 2,89 0,34 0,50
EAR 100 mg/kg 0,36 2,34 0,31 0,47
EAR 500 mg/kg 0,35 2,57 0,27 0,56
EAR DEC 1% 0,35 2,57 0,25 0,51
Données du troisiéme mois de traitement
Témoin 10 ml’kg 0,38 2,65 0,23 0,49
EAR 100 mg/kg 0,31 2,40 0,25 0,52
EAR 500 mg/kg 0,33 2,62 0,26 0,49
EAR DEC 1% 0,37 2,74 0,24 0,55
TN = Témoin Normal ; EA = Entada africana ; R = Racines
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parametres biologiques chez les rats.

2.5 Parameétres biochimiques du foie et des reins :

Tableau N°17 : Données du premier mois de traitement quotidien chez les rats, des décoctés

aqueux des racines a 100 et 500 mg/kg et du décocté extemporané a 10ml/kg.

Acide Urée
Bilirubine  Créatinine  urique (mmol/L)

Groupes  \y ATU/L.  ASAT UL IL 1
mg/Kg pmol pmo mmol/L
INTOmL 91801084 3442041264 3504050  7021+12,00 160911975 9,53+0,00%
EARTO0 73006505 3376065150 2604042 72014408 1442151094 8,5250,60
EAR 500 78,8():‘:0,84** 359’00:|:57,80* 3,502|:O,50* 65’9:|:30’90 151,86i1,71 6,55:|20911
EAR DEC
1%

99,80+3,42 287,40+42,38 3,4040,55 66,53+8,44 128,43+16,55 6,43+0,75

TN = Témoin Normal ; EA = Entada africana ; R = Racines ; N= 5 rats ; Valeurs en Moyenne
+ Déviation standard (M£DS) ; *P<0,05 Significatif ; **P<0,01 Tres significatif par rapport

au groupe témoin.
Diminution des transaminases ALAT avec les extraits secs.
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parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°18 : Données du deuxiéme mois de traitement quotidien chez les rats, des décoctés
aqueux des racines a 100 et 500 mg/kg et du décocté extemporané a 10ml/kg.

Acide Urée
Bilirubine datini :
Groupes — \; ATU/L  ASAT U/L mol Erf;?ilme urlqu;L (mmolL)
Doses/Kg n mmo
91,75+0,96  299,75+11,30  3,50+0,58  64,65+2,96 164,56+20,7 6 56+0,06
TN 10 ml 7
EAR 100
m 62,40+£2,30%  34540+28,06* 3,00£0,71  57,21£1,22* 5,55+0,22%*
g N * 144,21+10,9
4
EAR
500mg 248,00+£17,44  3,40+0,55 5,67+0,48
68,80::0,84 44,7342,29
* 151,8461,71
EAR 306,20429,40  3,40+0,55 5,96+0,84
DEC 1% 55,04+3,32*
74,80+10,99 128,43+16,5
* 5

TN = Témoin Normal ; EA = Entada africana ; R = Racines ; N= 5 rats ; Valeurs en Moyenne
+ Déviation standard (M+DS) ; *P<0,05 Significatif ; **P<0,01 Trés significatif par rapport
au groupe témoin.

Diminution significative des transaminases ALAT, créatinine et de 1’urée avec les extraits secs
surtout a 100 mg/kg.
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Effets de administration répétée du décocté de racines de Entada africana sur certains
parametres biologiques chez les rats.

Tableau N°19 : Données du troisiéme mois de traitement quotidien chez les rats, des décoctés
aqueux des racines a 100 et 500 mg/kg et du décocté extemporané a 10ml/kg.

Acide Urée
Bilirubine satini .
Groupes — \y ATU/L.  ASAT U/L mol Erf;?;me urlqu;L (mmol/L)
Doses/Kg n mmo
TN'10 ml 68,60+1,14  247,60+28,03  3,50+£0,58  64,65+2,96  64,65+2,96  6,56+0,06
EAR 100
mg 64,60£10,74 214,80+37,67* 2,80£0,45  56,89+2,39  79,94+9,71  5,54+0,36
*
EAR 73,80£13,72  252,60+42,86%  3,20+0,45 55,16%1,88 5,42+0,40
500mg 95,63+1,97*
EARDEC 8040+11,80% 222,60+44,35  3,20+£0,84 58,7457,66* 5394025
1% 71,31%5,13

TN = Témoin Normal ; EA = Entada africana ; R = Racines ; N= 5 rats ; Valeurs en Moyenne
+ Déviation standard (M£DS) ; *P<0,05 Significatif ; **P<0,01 Tres significatif par rapport
au groupe témoin.

Augmentation de I’acide urique avec les extraits aqueux de la racine.

Tableau N°20 : Effet de I’administration quotidienne chez les rats, des décoctés aqueux des
racines a 100 et 500 mg/kg et du décocté extemporané a 10ml/kg une fois par jour pendant,

un, deux et trois mois : GGT (U/L).

Groupes Dose/kg 1 mois 2 mois 3 mois

TN 10 ml 8,4040,55 10,0041,58 12,00+3,39
EAR 100 mg 8,40£1,52 11,00+1,00 6,601,95
EAR 500 mg 8,00+2,00 3,00£1,00 9,80%+1,79*
EAR DEC 1% 10,80+1,30** 7,00£2,12* 5,40£2,30

TN = Témoin Normal ; EA = Entada africana ; R = Racines ; N= 5 rats ; Valeurs en Moyenne
+ Déviation standard (M*DS) ; *P<0,05 Significatif ; **P<0,01 Tres significatif par rapport

au groupe témoin.
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parametres biologiques chez les rats.

Les tableaux et les figures suivants permettent d’illustrer les variations des parameétres
biochimiques du foie, du rein, de la glycémie et du taux d’hémoglobine pendant les trois mois
de traitement des rats.

e Variation des transaminases ALAT

Tableau N°21:Variation des ALAT (U/L) pendant trois mois d’étude.

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 91,80 73,00 78,80 99,80
Mois 2 91,75 62,40 68,80 74,80
Mois 3 68,60 64,60 73,80 80,40

Figure N°15 : Courbes de la variation des ALAT pendant les 3 Mois d'étude.

e  Variation des transaminases ASAT

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 344,20 337,60 359,00 287,40
Mois 2 299,75 345,40 248,00 306,20
Mois 3 247,60 214,80 252,60 222,60

Tableau N°22: Variation des ASAT pendant trois mois d’étude.

Figure N°16 : Courbes de la variation des ASAT durant les 3 Mois d’étude.
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* Variation de la Bilirubine

Tableau N°23: Variation de la Bilirubine (umol/L) pendant trois mois d’étude.

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 3,50 2,60 3,50 3,40
Mois 2 3,50 3,00 3,40 3,40
Mois 3 3,00 2,80 3,20 3,20

Figure N°17 : Courbes de la variation de la Bilirubine totale durant les 3 Mois d’étude.
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e Variation de la créatinémie

Tableau N°24: Variation de la créatinémie (umol/L) pendant trois mois d’étude.

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 70,21 72,01 65,93 66,53
Mois 2 64,65 57,21 44,73 55,04
Mois 3 54,33 56,89 55,16 58,75

Figure N°18 : Courbes de la variation de la créatinine durant les 3 Mois d’étude.
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* Variation de I’acide urique

Tableau N°25:Variation de I’acide urique (mmol/L) pendant trois mois d’étude.

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 160,91 144,21 151,86 128,43
Mois 2 164,56 144,21 151,86 128,43
Mois 3 93,12 79,94 95,63 71,31

Figure N°19 : Courbes de la variation de I’acide urique durant les 3 Mois d’étude.
* Variation de ’urée

Tableau N°26:Variation de ['urée (mmol/L) pendant les trois mois d’étude.

Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 9,53 8,52 6,55 6,43
Mois 2 6,56 5,55 5,67 5,96
Mois 3 5,79 5,54 5,42 5,39

Figure N°20 : Courbes de la variation de I'urée durant les 3 Mois d’étude.

*  Variation de la Glycémie

Tableau N°27: Variation de la Glycémie pendant 3 mois d’étude.
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Groupes Témoin EAR 100 EAR 500 EAR DEC 1%
Mois 1 4,68 7,05 7,59 5,16
Mois 2 4,65 4,80 3,64 4,00
Mois 3 3,52 3,42 4,12 4,54

Figure N°21 : Courbes de la variation de la glycémie durant les 3 Mois d'étude.

A forte dose les extraits secs provoquent une hypoglycémie.

*  Variation du taux d’hémoglobine

Tableau N°28 : Taux d’hémoglobine (Hb en g/dl)

chez les rats témoins et traités
quotidiennement avec 100, 500 mg/kg et solution extemporanée de Entada africana pendant
les 3 mois d’étude.

Groupes 157 301 757 90 J
Doses/Kg 454 60J

INTOmL 43500100 12204023 1530£1,05  16,58£1,42  18,50£1,78  17,13+1,11
EAR 1

g 00 15440215  14.645033%  18,1051,14 18744133  17.9561,60  19,0842,71
EAR 11,2850,66  11,8820,16  12,64x1,06 17,061,04 1890+238  16,78+3,82
500mg

EARDEC 15204397 1534£2,50% 16604339  1744£037 16,72£096  15,84£0,25
1% *

* P<0,05 Significatif ; ** P<0,01 Tres significatif par rapport au témoin.

Les résultats ont été comparés a ceux du lot témoin.
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2.6 Parametres histopatologiques des organes cibles (cceur, foie, rate et reins).

Tableau N° 29 : Effet de ’administration quotidienne chez les rats, des décoctés aqueux des
racines a 100 et 500 m/kg et du décocté extemporané a 10ml/kg une fois par jour pendant, un,
deux et trois mois

Groupes Doses /kg Conclusions histo-pathologiques
Organes : foie, reins, rate et ceeur

Parameétres a un mois

Témoin eau 10 ml Organes normaux

EAR 100 mg/kg Hépatite chronique non agressive ; autres organes normaux

EAR Déc. 500 mg/kg Hépatomégalie modérée avec stéatose ; autres organes
normaux

EAR Déc. Extemp. 1% organes normaux

Parameétres a deux mois

Témoin eau 10 ml Organes normaux
EAR 100 mg/kg Organes normaux
EAR Déc. 500 mg/kg Organes normaux
EAR Déc. Extemp. 1% organes normaux
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Parameétres a trois mois

Témoin eau 10 ml Organes normaux
EAR 100 mg/kg Organes normaux
EAR Déc. 500 mg/kg Organes normaux (foie, rate et cceur) et fibrose glomérulaire

Organes normaux (reins, rate et ceeur) et fibrose hépatique

EAR Déc. Extemp. 1% Organes normaux

Déc. = Décocté lyophilisé ; Déc. Extemp = Décocté extemporané.
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Troisieme partie : Commentaire et discussion

Les données de controle de qualité obtenues nous ont permis de s’assurer de la qualité les
échantillons des racines de Entada africana qui ont servi a notre étude.

La teneur en eau de la poudre de racine de E. africana a été 5,40% donc inférieure a 10%, elle
confere a la poudre utilisée une bonne conservation sans altération des substances actives. Ce
taux empéche les réactions d’oxydation, de fermentation et la formation de moisissures dans
notre drogue (OUA/CSTR 1988). Les cendres totales renseignent sur la teneur en éléments
minéraux, les cendres sulfuriques quant a elles résultent de la conversion de sels organiques
en sulfates et les cendres chlorhydriques insolubles dans I’acide chlorhydriques renseignent
sur les maticres siliceuses. Les différents dosages effectués ont donné 3,52% de cendres
totales, 5,31 de cendres sulfuriques et 0,26% de cendres chlorhydriques. Un faible taux de
cendres chlorhydriques indique 1"absence ou un faible taux d'impuretés comme de terre et de
sable dans la matiere végétale. La teneur de substances extractibles par ’eau environ 10%
exprime la quantité de substances solubles dans I’eau. Le rendement d’extraction (9,86%) a
¢été obtenu avec le décocté 10% tandis que I’éthanol 70% a donné un rendement 9,87%. Il a
¢té remarqué que les extraits aqueux ont un rendement semblable a 1’extrait ethanolique. Une
grande quantité de composés sont solubles dans I’eau.

Une étude phytochimique a été réalisée pour la détermination des groupes chimiques par des
réactions colorées en tubes et la chromatographie sur couche mince (CCM).

C’est ainsi que les coumarines, les saponosides, les tanins, les oses et les holosides, les stérols
et triterpenes, ont €t€ présents dans les racines. Ces résultats confirment ceux rapportés par
Kerharo et Adam 1974 ; Maiga, 1992 ; Sangaré, 2006) La présence des saponosides a été
confirmée par Cioffi et al en 2006 (Ciofti et al., 2006) qui ont isolé des saponosides a partir
des extraits de racines de E africana. Les saponosides sont abondants dans les racines.
Certains saponosides des extraits de racines pourraient €tre responsables de 1’hémolyse
observée sur le chromatogramme des extraits révélés par le sang de beeuf. Les propriétés
hémolytiques et cytotoxiques sont connues (Bruneton, 2002).

Le décocté des racines de Entada, est particuliérement riche en substances polyphénoliques
(flavonoides et les tanins) et en polysaccharides (Diallo et al. 2001). Les différents
chromatogrammes des extraits ont confirmé la richesse en saponosides (taches violettes) et en
flavonoides (jaunes) selon la révélation avec le réactif de Godin. La révélation avec le FeCl; a
permis d’observer des taches noires qui pourraient confirmer la présence de tanins dans les

racines.
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De nombreux constituants polyphénoliques ont présenté ont décoloré le DPPH, ce qui montre
une forte activité antiradicalaire du décocté, et de I’extrait éthanolique. Cette activité anti
radicalaire est en faveur de d’une activité antioxydante qui est trés bénéfique pour

I’hépatoprotection des extraits de la plante (Douaré, 1992 ; Sanogo et al; 1998, Doumbia,
2011).

Dans le test in vitro, une activité hémolytique dose dépendante a été observée. Elle a été
moins marquée avec le décocté extemporané 1%. Contrairement au test in vitro,

I’administration quotidienne du décocté de racines, aux doses de 100 mg/kg, 500 mg/kg et du
décocté extemporané par voie intragastrique, pendant trois mois ne provoque pas d’anémie
chez les rats selon les valeurs des taux d’hémoglobine.

Au cours des trois mois de traitement, Il a ét¢ remarqué une légére diminution de la glycémie
chez les animaux.

La dose létale 50 est supérieure a 2000 mg/kg du décocté lyophilisé, ceci est en faveur d’une
sécurité d’emploi.

L’administration intragastrique du décocté lyophilisé (100mg/Kg et 500mg/Kg) et du décocté
extemporané 1% (forme actuelle d’utilisation du MTA), une fois par jour pendant trois mois
nous a permis de faire des commentaires suivants :

Au bout de trois mois, il a été enregistré¢ 00,00% de mort le décocté extemporané a 1% contre
respectivement 12,50% et 37,50% de mort aux doses de 100mg/Kg et 500mg/Kg du décocté
lyophilisé. Ce résultat est en faveur de 1’usage traditionnel de Samanéré et confirme
I’innocuité du décocté extemporané 1%.

Il a également été remarqué que I’administration prolongée de Entada africana ne provoque
pas de perte d’appétit ni de poids chez les animaux traités.

Les résultats obtenus révelent une diminution des transaminases (ALAT et ASAT) chez les
trois lots de rats traités. Ces résultats confirment 1’effet du décocté¢ de E. africana selon
d’autres auteurs (Sanogo et al., 1998).

Dans I’ensemble la Bilirubine totale est normale ce qui exclu la survenue d’une hémolyse,
donc confirme aussi les résultats du taux d’hémoglobine. En effet dans toutes les agressions
par les xénobiotiques le métabolisme hépatique des protéines est modifié vers la production
des systemes de défense et la néoglucogenese.

La dégradation des composés hépatiques peut étre dans ce cas a l’origine d’éventuelle
augmentation de l'urée et créatinine chez les rats traités, ou les protéines peuvent étre

dégradées en acides aminées puis en urée et en créatinine.
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Ainsi ces acides aminés formés peuvent se transformer sous 1’action des transaminases
sériques en composés carboxyliques. Ceci impliquerait une forte activité enzymatique des
transaminases (ALAT et ASAT). Dans ce cas on peut suggérer que la forte activité
enzymatique des transaminases est lice a 1’effet hépatotoxique de ce xénobiotique, sachant
que le foie est I’organe principal de détoxification (Boukerche, 2007).

Dans notre étude, les résultats ont aussi révélé une diminution claire de la créatinine, de
I’acide urique et de 1’urée chez les animaux. Ceci est en faveur de 1’usage traditionnel.

A un mois du traitement, les examens histo-pathologiques ont montré une hépatite chronique
non agressive avec le décocté¢ 100mg/Kg, une hépatomégalie modérée avec stéatose a la dose
500mg/Kg. Les poids des différents organes ont été normaux. Les résultats des examens
histo-pathologiques ont également exclu tous risques de toxicité rénale chez les animaux

traités par le décocté extemporané des racines de E. africana.
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Quatrieme partie : Conclusion

» Conclusion
Le Département de Médecine Traditionnelle est la structure de recherche et de développement
des phytomédicaments a base de plantes accessibles aux populations.
Ces phytomédicaments doivent répondre aux exigences de qualité, d’efficacité et de sécurité.
Les saponosides, les substances polyphénoliques (flavonoides ety tanins) et les
polysaccharides peuvent étre utilisés comme des marqueurs chimiques pour le controle de
qualité des racines de Entada africana.
Selon les résultats obtenus, 1’administration intragastrique du décocté lyophilisé (100mg/Kg et
500mg/Kg) et du décocté extemporané 1% (forme actuelle d’utilisation du MTA), une fois par
jour pendant trois mois permet de confirmer 1’innocuité du décocté extemporané 1% forme
actuelle d’utilisation et de proposer I’utilisation du décocté lyophilisé a plus faibles dose (100
mg/kg).
A ces doses les décoctés de Entada africana provoquent une diminution des transaminases
(ALAT et ASAT) de la biluribine, de la créatinine, de 1’acide urique, de 1’urée et de la
glycémie chez les rats.
A ces doses les décoctés de Entada africana ne provoquent pas d’anémie, ni de perte
d’appétit et de poids chez les rats.
L’ensemble de nos résultats sont en faveur de la forme traditionnelle d’utilisation et de la
faible dose du décocté lyophilisé (100 mg/kg).
Nous recommandons donc de respecter les indications actuelles du MTA (SAMANERE) et de
controler régulierement les parametres biochimiques des patients qui doivent prendre le
décocté des racines pour une longue période.
Au terme de cette étude, nous espérons avoir participé a la valorisation de la médecine
traditionnelle pour parvenir a la réalisation des MTA efficaces, slrs, de qualité et accessibles

par tous.
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Cinquiemepartie: Recommandations

RECOMMANDATIONS
Elles sont les suivantes :

AU DMT : de:

» Poursuivre les investigations sur Entada africana en étudiant son activité sur les

atteintes rénales.
» Renforcer les capacités du laboratoire de pharmacodynamie du DMT
» Améliorer la forme galénique de Entada africana (Samanéré).
Aux populations
- Respecter le mode de préparation et la posologie donnée.
Aux prescripteurs

- De demander un bilan de Numération Formule Sanguine (NFS) et de la glycémie, avant

et apres, 1’'usage de Entada africana.

AUMINISTERE DE LA SANTE

- La nécessité de financier des études de ce genre sur d’autres plantes afin de permettre au

DMT de pouvoir disposer davantage de MTA.
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Annexes

Composition des réactifs
> Réactif pour les tanins :

Solution de chlorure ferrique (FeCls) a 10% dans le méthanol a 50%
Réactif de Baljet

ACIAE PICTIQUE. .ttt ettt ettt et e e e e e e e et e e e eeeenaaens

lg
Ethanol @ 50° alcOOliqUe q S Preenrinrieniiii i 100 ml
Réactif de Kedde

Acide dinitro 3,5 beNZOTQUE.......vuieit i lg
Ethanol 2 95 © alcoolique g S P..vvveriieiiiiii e 100 ml
Réactif de Dragengorff

Nitrate de bismuth pulvérisé..................

Eau distillée g s P.uevveeeiiei e 1000 ml
Agiter pendant 30 mn

Réactif de Fehling
Solution A :

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

Solution B :

Sel de Seignette. ......oovviiiiiii e 150 g
Eaudistillée. ..o 500 ml
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée a 1 litre avec de 1’eau
distillée.

NB : Meélanger les deux solutions a volume égal au moment de 1’emploi.

Réactif de Godin

Solution A :
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Vanilline ..o e lg
Ethanol 2 95° alcoOlique. ... ...ooieiiii e
......... 1000 ml

Solution B :

Acide perchlorique. ... ....ooiiiiii e 3 ml
Eau distillée. ..o 100 ml

Mélanger les deux solutions au moment de 1’emploi, ensuite pulvériser sur les
plaques CCM avec une solution de H.SO4 a 4 %.
Réactif de Guignard (Papier picrosodé)

Acide picrique ............oeneeee

............................................................... lg

Carbonate de sodium..........o.ovuiiiii i,

............... 10 g

Eau distillée q S P..veiiiniiii i, 100 ml
Réactif de Mayer

Todure de potassSIUML. ......uiieii e e e e e

.25 g

ChIOTure MerCUIIQUE. ... vttt et e e e et e e eee e e eaaeeenaens 6,77g

Eau distillée g S...ovviiii e 50 ml
Réactif de Raymond - Marthoud

1,3 dinitrobenzene. .........ovuiei i e lg

Ethanol a 96° alcoolique q S P.vevveeereiie e o 100 ml

Fiche signalétique et Résumé
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Titre: Toxicité chronique des racines de Entada africana (Mimosaceae).

Année universitaire : 2010-2011

Pays d’origine : Mali

Ville de soutenance : Bamako

Lieu de dépét : Bibliotheque de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-
Stomatologie de I’Université de Bamako

Secteur d’intérét : Pharmacognosie, Médecine Traditionnelle

E-mail : diarra.birama679@gmail.com

Téléphone : 79126274

Résumé

Notre étude a porté sur la vérification de la sécurité d’emploi des racines de Entada africana
L’étude phytochimique, a mis en évidence des saponosides, des substances polyphénoliques
(flavonoides ety tanins) et les polysaccharides qui peuvent étre utilisés comme des marqueurs
chimiques pour le controle de qualité des racines de Entada africana.

De nombreux constituants polyphénoliques ont présenté une forte activité¢ antiradicalaire du
décocté, ceci est en faveur d’une activité antioxydante bénéfique pour 1’hépatoprotection.
Dans le test in vitro, ’activité hémolytique est dose dépendante et est moins marquée avec le
décocté extemporané 1%. L’administration quotidienne du décocté de racines, aux doses de
100 mg/kg, 500 mg/kg et du décocté extemporané par voie orale, pendant trois mois ne
provoque pas d’anémie chez les rats.

Le décocté extemporané 1% et la faible dose (100 mg/kg) du décocté lyophilisé provoquent
une diminution des transaminases (ALAT et ASAT), de la biluribine, de la créatinine, de
I’acide urique, de 1’urée et de la glycémie chez les rats. A ces doses les décoctés de Entada
africana ne provoquent pas d’anémie, de perte d’appétit et de poids chez les rats.

Nous recommandons donc de respecter les indications actuelles du MTA (SAMANERE) et de
contréler régulierement les paramétres biochimiques des patients qui doivent prendre le
décocté des racines pour une longue période.

MOTS-CLES: Médecine Traditionnelle, Entada africana, Toxicité chronique, Parametres

biochimiques du foie et du rein.

Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de la faculté, des conseillers de [’ordre des
pharmaciens et de mes condisciples :
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> D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

> D’exercer dans [’intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais

aussi les regles de [’honneur, de la probité et du désintéressement

» De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade
et de sa dignité humaine.

» En aucun cas je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état
pour corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels

> Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

> Que je sois couverte d’opprobres et méprisée de mes confreres si j'y
mangque.

Je le jure
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	CHAPITRE I : TRAVAUX ANTERIEURS
	Noms africains
	Données botaniques

	Description
	Activité hépatoprotectrice
	Activité antibactérienne
	Activité antivirale
	Effet sur le tractus respiratoire :
	I-4- Extractions
	La présence d´une substance ayant une coloration violette aux Rf : 0,29 ; 0,36 ; 0,88 et 0,89  après révélation par le Godin, pourrait être des saponosides à génines triterpéniques (Figure N°7).
	La présence d´une substance ayant une coloration violette aux Rf : 0,39 et 0,64  après révélation par le Godin, pourrait être des saponosides à génines triterpéniques (Figure N°7).
	La présence d´une substance ayant une coloration noire aux Rf correspondants après révélation par le FeCl3, pourrait être des tanins (Figure N°8)
	La présence d´une substance ayant une coloration violette aux Rf correspondants après révélation par le Godin, pourrait être des saponosides à génines triterpéniques (Figure N°9).
	Figure N°9 : Chromatogramme des extraits organiques révélé par le Godin

	Digesté et décocté épuisé après les solvants organiques
	La présence d´une substance ayant une coloration jaune aux Rf correspondants après révélation par le DPPH, pourrait expliquer l’activité anti-radicalaire de l’extrait (Figure N°13).
	La présence d´une substance ayant une coloration jaune aux Rf correspondants après révélation par le DPPH, pourrait expliquer l’activité anti-radicalaire des extraits (Figure N°14).
	Figure N°14 : Chromatogramme des extraits organiques révélé par le DPPH


	14. Diallo. D (2001) : Du savoir traditionnel aux médicaments traditionnels améliorés : expérience malienne cas de Entada africana, 20p ; 2001.


