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L’homme se découvre quand il se mesure avec [’obstacle
(Antoine de Saint Exupéry)

Ce sont les pierres qui font les chemins (René Bazin)

La vie est un combat (Victor Hugo)

L’homme se forme par la peine (Alain)

Vaincre sans péril, on triomphe sans gloire (Pierre Corneille)

Il est comme un arbre planté prés des ruisseaux: il donne du
fruit en sa saison et son feuillage ne se flétrit pas; il réussit tout
ce qu’il fait (Ps:1,3)

«Sur le torrent, sur ses bords de chaque cote, croitrons toutes
sortes d’arbres fruitiers... leurs fruits servirons des nourritures

et leurs feuilles des remedes.» Ezékiel: 47,12
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RESUME

Cette these a été réalisée au sein du service de pharmacognosie de 1’Université de Liége, dont
les travaux de recherche sont principalement axés sur la découverte de nouvelles molécules a

potentialité antipaludique.

La premiére partie de ce travail est consacrée a une enquéte ethnobotanique réalisee en
R.D.Congo et qui s'est intéressée aux plantes utilisées en médecine traditionnelle pour soigner
differentes maladies, en particulier le paludisme. De cette étude, cing plantes utilisées dans le
traitement de la fiévre, de I’inflammation, des céphalées, de la malaria ont été
présélectionnées. Un criblage antiplasmodial in vitro des différents extraits a été réalisé sur les
souches chloroquino-sensible (3D7) et chloroquino-résistante (W2) de Plasmodium
falciparum. 1l a permis de sélectionner deux de ces cing plantes qui se sont révélées trés
actives et qui n’avaient pas encore été étudiées sur la malaria : Anisopappus chinensis
(Asteraceae) et Physalis angulata (Solanaceae). L’activité antiplasmodiale de ces deux
plantes a été confirmée par un test in vivo sur les souris NMRI et SWISS infestées par le
Plasmodium berghei berghei. Des essais de cytotoxicité in vitro sur des fibroblastes de
poumons humains (souche WI-38) ont également été réalisés ainsi que la détermination de la
DLsg sur les rats wistar (DLsg > 5g/kg pour les deux plantes).

La deuxiéme partie du travail consiste en 1I’étude phytochimique bio-guidée de ces deux
plantes. A partir de Physalis angulata (extrait CH,Cl,, Clsg < 2 pg/ml) nous avons pu isoler
deux séco-stéroides (Physaline B et 5B-6B-époxyphysaline B) présentant une activité
antiplasmodiale trés intéressante sur la souche 3D7 (Clsg < 3uM). Ces composés confirment
I’activité antipaludique de cette plante. De la seconde plante, Anisopappus chinensis (extrait
CH,ClIy, Clsp < 7ug /ml), deux flavones méthoxylées, deux diterpénes et 1’acide linoléique ont
été isolés et identifiés. Ces composés possedent une activité antiplasmodiale modérée (18 >
Clsp < 30 pg/ml). Par ailleurs, plusieurs acides phénols ont également été identifiés dans
I’extrait MeOH. Des ¢études complémentaires pourraient aboutir a 1’isolement de substances
plus actives. Tous ces composés, de classes phytochimiques trés différentes, contribuent
vraisemblablement & I’activité antipaludique de la plante, ce qui nous fait penser qu’ils

agissent en synergie.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION ET OBJECTIFS DU PRESENT TRAVAIL
La majorité des plantes dénombrées dans la banque de données NAPRALERT se retrouve
dans les régions tropicales et subtropicales du globe et 58% de ces especes n’ont pas encore
fait I’objet d’études biologiques et chimiques approfondies (Cordel et Quinn-Beattie, 2005).
Les investigations sur les espéces végétales peuvent étre menées suivant différentes
approches: chimiotaxonomique, ethnopharmacologique et pharmacologique. Une observation
particuliére et un choix judicieux des plantes permettent souvent d’aboutir a de nouvelles
substances bioactives intéressantes, source de nombreux médicaments traitant diverses

maladies.

La République Démocratique du Congo posséde une grande richesse en biodiversité végétale
et I’expérience a montré que cette richesse associée aux connaissances thérapeutiques
traditionnelles pourrait, comme ce fut le cas pour la quinine et 1’artémisinine ouvrir la porte a
de nouvelles thérapeutiques antipaludiques. Il faut savoir que le paludisme est un fléau qui
touche particulierement les pays du sud (Afrique tropicale et subtropicale ainsi que 1’Asie)

dans lesquels les populations éprouvent de grandes difficultés d’accés aux soins de santé.

Nous avons donc décidé de rechercher au sein de la biodiversité végétale congolaise, de
nouvelles molécules a potentialité antipaludiqgue en nous servant de 1’approche
ethnopharmacologique. Celle-ci consiste & étudier 1’activité d’une plante ou d’un extrait de
plantes en fonction de son usage médico-traditionnel ou de sa toxicité afin de sélectionner la

ou les espéces les plus intéressantes.

Ainsi I’ethnopharmacologie se définit comme étant:« I’¢tude scientifique, interdisciplinaire de
I’ensemble des matiéres d’origine végétale, animale ou minérale et des savoirs ou des
pratiques s’y rattachant que les cultures vernaculaires mettent en ceuvre pour modifier I’état
des organismes vivants, a des fins thérapeutiques, curatives, préventives ou diagnostiques ».
L’ethnopharmacologie est située a 1’interface des sciences humaines et des sciences de la vie,
respectant la tradition mais résolument ouverte vers ’innovation. Elle aborde 1’étude des
médecines traditionnelles et de leurs pharmacopées sous un éclairage nouveau (Dos santos et
Fleurentin, 1991).

Les termes ethnopharmacologie et ethnobotanique sont souvent confondus, alors que ce
dernier serait défini comme étant « 1’étude de 1’usage que les populations indigenes font des

plantes » que celles-ci soient alimentaires, toxiques, curatives, décoratives ou autres
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(Sévenet, 1994).

Une étude effectuée aux USA a I’Université de 1’lllinois (Chicago) en 2001 a montré que
parmi les substances médicamenteuses trouveées sur le marché, 122 proviendraient de plantes
(de 94 espéces différentes). Parmi ces molécules d’origine naturelle, 80% ont été utilisées aux
mémes fins ou a des fins similaires a celles pour lesquelles les plantes d’origine étaient
utilisées en médecine traditionnelle (Fabricant et Farnswoth, 2001). Cela montre bien que
’utilisation des plantes fait partie intégrante des traditions de toutes les cultures et que la
valorisation médicinale de ces pratiques est donc tres intéressante. L’étude des remedes
traditionnels antipaludiques utilisés par ces populations est donc prioritaire et pourrait aboutir
a une valorisation des usages traditionnels et/ou a une découverte de nouvelles molécules

puissantes a potentiel antipaludique.

C’est dans cette optique que se situe notre travail de thése qui s’attéle a 1’étude de deux
espéeces trés utilisées en médecine traditionnelle congolaise dans le traitement de la fievre, des
céphalées, de I’inflammation et de la malaria. Il s’agit d’Anisopappus chinensis (Asteraceae)

et de Physalis angulata (Solanaceae).

Notre travail vise donc a:

- Prouver et confirmer I’utilisation de ces plantes comme antipaludiques par la

population congolaise,

- Mettre en évidence I’activité antiplasmodiale des différents extraits,

- ldentifier et isoler le ou les composés responsables de 1’activité antiplasmodiale,

- Déterminer la ou les structures de ces composeés,

- Evaluer la toxicité in vivo et la cytotoxicité in vitro des extraits et des composés isolés.
Nous avons organisé nos travaux en cing chapitres et chaque chapitre est cléturé par une
discussion.

- Le chapitre I est consacré a une introduction sur la malaria,

- Le chapitre Il traite de 1’étude ethnobotanique,

- Le chapitre 11l traite de la pharmacologie des plantes sélectionnées lors de 1’étude

ethnobotanique (résultats des essais pharmacologiques),

- Le chapitre IV traite de I’étude phytochimique approfondie d’Anisopappus chinensis

et de Physalis angulata,
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- Le chapitre VV décrit le matériel utilisé et les différentes techniques (matériel et
méthodes),
A la fin de ce travail, nous présentons les conclusions et perspectives issues de nos

recherches
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MALARIA CHAPITRE I

CHAPITRE I: MALARIA
1.1. Définition

La malaria est une maladie infectieuse causée par un hématoprotozoaire de la famille des
Plasmodideae, du genre Plasmodium, elle est transmise a 1’homme par la piqlre d’un
moustique femelle du genre Anopheles. Il peut également y avoir transmission par une

aiguille contaminée par du sang infecté ou lors d’une transfusion sanguine.

Malaria ou mal-aria (en Italien: mauvais air) appelé également fiévre des marais ou
paludisme (du latin: palus = marais) est le nom donné officiellement a I’infection

plasmodiale, qui évoque ainsi une responsabilité des eaux de surfaces. (Weéry, 1995)

Elle est caractérisée par plusieurs symptdmes, a savoir: états fébriles cycliques, frissons,
nausees, vomissements, sudations, céphalées, diarrhées, courbatures, splénomégalie, anémie,

jaunisse etc.

Elle se complique par passage d’un état simple a un état grave, accompagné souvent d’une
anémie grave, d’une insuffisance rénale, d’'un coma, de fortes fi¢vres, d’une atteinte du
systeme nerveux central, de problémes respiratoires entrainant souvent la mort de I’individu.
Les personnes les plus touchées sont les enfants de moins 5ans, les adultes non immuns et les

femmes enceintes.

1.2. Historique

La malaria est aussi ancienne que I’apparition de ’homme (Carter et al, 2002 ; Su et al, 2003 ;
Weéry 1995). Hippocrate en avait fait une description extrémement précise en parlant de
fievres atrabilaires (bile noire). Ces fievres périodiques étaient déja décrites en Egypte
ancienne (Bruce-Chwatt, 1986), en Gréce antique ainsi qu’en Chine ancienne ou une

description particulierement imagée en avait déja été faite.

En 1717, Lancisi confirma le role des moustiques des marécages dans la transmission de la

maladie tout en imputant celle-ci & un poison qui serait contenu dans leurs pieces buccales.

La méme année, Morton et Giovani Lancisi rédigerent un mémoire dans lequel ils décrivaient
la présence d'un "pigment malarique"” dans la rate et dans le cerveau, dont plusieurs auteurs

feront d’ailleurs 1’observation par la suite.
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En 1880, le médecin frangais Alfonse Laveran, observa pour la premiére fois dans la
préparation du sang d’un malade fiévreux, en plus du pigment malarique connu, des filaments
trés mobiles s’agitant autour des globules rouges et sortant par exflagellation. La description
¢tait rendue décisive par 1’utilisation du colorant de Ramanovsky dans lequel le bleu de
méthyléne d’Ehrlich était remplacé par un colorant polychromatique distinguant la coloration

du noyau en rouge et du cytoplasme en bleu.

En 1884, dans son "Traité des fievres palustres™ qui constitue la premiére édition de son
"Traité du paludisme”, paru en 1897, Alfonse Laveran attribua définitivement aux moustiques

’origine de la propagation de la malaria.

C’est en 1897 que le médecin britannique Ronald Ross en apporta la preuve expérimentale en
dissequant des moustiques nourris sur un patient dans le sang duquel il avait observé des
formes en croissant (gamétocytes de P. falciparum). Il constata en effet autour de I’estomac

des moustiques I’apparition de cellules pigmentées qui croissaient de jour en jour.

Partant des travaux précédents, en 1898, I'italien Giovanni Battista Grassi décrivit les quatre

especes principales infectant I'hnomme, et montra comment le parasite infectait I'homme.

En 1948, Henry Edward Shortt et Percy Cyril Claude Garnham découvrirent le stade
préliminaire du développement du parasite (P. cynomolgi) dans le foie (stade pré-
érythrocytaire). Le cycle complet des Plasmodium était donc enfin décrit.

L’observation faite par des Jésuites sur les "indiens" d’Amérique du Sud qui consommaient
les écorces d’une plante en cas de frissons et fievre a ouvert la porte & la découverte des
propriétés de 1’écorce du genre Cinchona ou Quinquina (Guerra 1977; Desowitz 1999;
Dousset 1985). Il s’agit d’un arbre originaire d’Amérique du sud (cordilléres des Andes)
aujourd’hui planté dans plusieurs régions du monde dont 1I’écorce utilisée jadis dans la lutte
contre la fievre, fut introduite en Europe au XVlle siécle et également y fut utilisée pour
guérir la "fievre". L’isolement de la quinine en 1820 par les pharmaciens Frangais Pelletier et

Caventou a partir de cette drogue a élargi son champ d’utilisation.

En 1865, Charles Ledger, acquit des graines de quinquina au Pérou. Malheureusement, les
anglais manifesteront peu d’intérét pour celles-ci, et ce seront les hollandais qui
développeront les plantations des alcaloides du quinquina avec un succes croissant jusqu’a la

deuxiéme guerre mondiale.
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En 1891, Paul Ehrlich (prix Nobel en 1908) guérit deux patients atteints du paludisme avec le
bleu de méthylene. 1l s’agissait d’un premier succés d'un produit synthétique pour guérir des
humains. A partir de 1920, débuta la recherche de nouveaux médicaments synthétiques,
principalement en Allemagne par la firme Bayer. La plasmaquine, la quinacrine, et en 1934,
la résochine qui fut ensuite abandonnée car on jugeait son index thérapeutique trop faible
furent mises au point. La résochine, néanmoins, suite a la prise des plantations de quinquina
de Java, fut réétudiée et soumise a de nouvelles études cliniques, et finalement rebaptisée

« chloroquine » et commercialisée avec succes.

Entre 1930-1950, outre la chloroquine, de nombreuses molécules antipaludiques furent
synthétisées dont la pyriméthamine et le proguanil, et 30 ans plus tard d’autres dérivés de la
quinine furent synthétisés a savoir: la méfloquine, I'halofantrine et la lumefantrine.
Parallélement, entre 1939-1940, eut lieu la découverte des propriétés insecticides du DDT par

le chimiste suisse Paul Muller (prix Nobel en 1944).

Aux Etats-Unis et en Europe, la malaria fut éradiquée au cours du XX¢ siécle. Vers les années
1950-1970, I’organisation mondiale de la santé (OMS) langa son programme global

d’éradication du paludisme: "le monde uni contre le paludisme" (Figure 1.1).

CONTRE LE PALUDISME

z

Figure 1.1: Timbre francais célébrant "'le monde uni contre le paludisme".

Vers les années 1960, le programme rencontra des difficultés liées a la toxicité des
insecticides utilisés dans la lutte contre les moustiques et a l'apparition de resistances des
parasites a la chloroguine et des moustiques au DDT. Suite a ces difficultés, en 1970, la lutte
changea de nom, on ne parla plus que de contréle du paludisme et non d’éradication
(Greenwood et Mutabingwa, 2002).
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En 1972, les chimistes chinois isolérent de l'artémisinine de la plante Artemisia annua, une
plante utilisée depuis plus de 2000 ans en médecine traditionnelle chinoise pour soigner la
malaria. Cette substance présentait néanmoins une biodisponibilité incompléte et celle-ci fut
améliorée par des dérivés hémi-synthétiques possédant une meilleure biodisponibilité. Mais
leur courte biodisponibilité ainsi que le risque d'apparition de résistance ont conduit 'OMS a
recommander la limitation de leur utilisation en monothérapie d’ou I’actuelle
recommandation de les utiliser en association avec d’autres antipaludiques sous forme de
combinaison a base d’artemisinine (ACT: "artemisinin-based combination treatment™)
(Miller, 2011).

1.3. Malaria dans le monde

En 2010, 106 pays étaient répertories dans des zones a risques de paludisme et pres de la
moitié de la population mondiale est exposée a ce fléau, 216 millions de cas étant enregistrés
avec 2-3 millions de cas graves et 500 000 a 900 000 morts (WHO, World Malaria Report
2011).

Le paludisme tue donc plus de 500 000 individus dans les zones endémiques chaque année,
les enfants de moins de cinq ans étant les plus touchés. L’Afrique tropicale ou subtropicale
regroupe plus de 80% des cas et 90% de mortalité (Greenwood et al, 2005, Steketee et al.,
1996 ; Fidock et al, 2004).

Par ailleurs, si I'on considere les effets indirects du paludisme et ses manifestations corrélées a
d’autres maladies, le nombre de décés serait encore plus important que celui communiqué

chaque année (Rogers et al., 2002; Hay et al., 2004; Christopher et al., 2012).

Sur le continent africain, grandement exposé (Figure 1.2), la malaria constitue la premiére
cause de morbidité et de mortalité, elle contribue grandement au sous développement et a la
pauvreté, et instaure de la sorte un grand obstacle au développement socio-économique. Il a
ainsi été estimé que la malaria colte a 1I’Afrique plus de 12 milliards de dollars américains

chaque année (Dorsey et al., 2000; Bloland et al., 2002).

Dés le début des années 1990, grace a une prise de conscience mondiale dans la prise en
charge du paludisme et des autres maladies négligées, et dans le but de faire reculer le
paludisme, diminuer sa mortalité et sa morbidité, les organismes fondateurs de Roll Back

Malaria (RBM) et le plan d’action de la déclaration d’Abuja au Nigéria, ont développé de
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nouveaux moyens pour faire reculer la malaria, la tuberculose et le VIH/SIDA, dans le monde
( Ridley, 2001; 2002).

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010

.
ZN
\
Bl Courcre or sreas where malra racemason occun
Cowntries o wreas with benioed risk of oyl orassmsson

T i & i i 4 vl i iy o A 0 6 Gulniive inrte of e wtis vt maderis iy Sowre: ©'WHO 201 1LAS nghes reserved
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply 2x% World Health
the expression of any opinion whatsoever on the part of the World Mealth Organization "\ o) B ea.
conceming the legal status of any country, territory, City of area or of its authorities, : O'Qamzat'on

of concerning the delimitation of its frontiers or boundaries, Dotted knes on maps
represent appeoximate border lines for which there may not yet be full agreement

Figure 1.2: Malaria, pays a risque de transmission (OMS, 2011)

Depuis ces dix derniéres années, 1’Afrique est menacée par la dégradation de son systeme
sanitaire, par le manque d’infrastructures, par les changements climatiques, par les guerres et
par les manifestations d’autres pathologies graves (VIH/SIDA). Tout cela défavorise donc
I’immunité et fait se développer la malaria dans les zones présentant des tempeératures
supérieures a 18°C et un haut taux d’humidité (ou le P. falciparum reste impliqué dans plus

90% de cas) (Greenwood et al., 2005).

1.4. Epidémiologie

La malaria constitue un probleme majeur de santé publique dans les pays endémiques,
particulierement les pays de 1’Afrique subsaharienne a climat tropical et sub- tropical. La
température, I’humidité, le vent, les précipitations sont des facteurs qui influencent le cycle

complet du Plasmodium et sa transmission d’une personne a une autre (Jonathan, 2006;
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Pascual, 2006). La transmission peut se faire aussi en I’absence des moustiques, par exemple
dans le cas de la femme enceinte avec la transmission congénitale via le placenta (Menendez,
1994).

1.5. Les vecteurs

Comme signalé dans la définition, le vecteur de la maladie est un insecte femelle de 1’ordre
des diptéres, de la famille de Culicidae, de la sous famille des Anophelinea et du genre
Anopheles (Figure 1. 3). Il existe environ 3500 especes de moustiques groupés dans 41
genres. Parmi ceux-ci, le genre Anophele compte au moins 430 espéces, dont 30-40 especes

(Figure 1. 4) sont capables de transmettre la maladie chez les humains (CDC).

L’espérance de vie d’un anophele est de 2-3 semaines. Les anophéles qui survivent pendant
un temps assez long permettent I'accomplissement du cycle du Plasmodium (ex: 10 jours a
25°C pour le P. falciparum)

Figure 1.3: Anopheles gambiae lors de son repas sanguin
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Figure 1.4: Distribution mondiale des anopheles vecteurs de la malaria. (Extrait de
Kiszewksi et al., 2004. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 70(5):486-
498).

1.6. Le Plasmodium

Le Plasmodium est un parasite intracellulaire amiboide, de I’embranchement des Sporozoaires
ou Apicomplexa. Il est de I’ordre des Heamosporidea, ce dernier n'étant composé que d’une
seule famille: les Plasmodiidae; plusieurs genres sont décrits, le genre Plasmodium possédant
des caractéristiques particuliéres a savoir le stade gamétocyte male et femelle de morphologie
différente.

Les especes du genre Plasmodium sont groupées en 9 sous-genres parasitant les vertébrés et

dont 3 parasitent les mammiféres :

- Vinckeia: parasite des antilopes, rongeurs et autres mammiféres a 1’exception des

primates, certaines especes de ce sous-genre constituent un modeéle de laboratoire tres utilise,
- Plasmodium: parasites des primates, les espéces infectant ’homme sont P. vivax,

P .ovale, P. malariae,
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- Laverania : parasites des primates, 1’espece P. falciparum infecte I’homme.

Quatre sous-genres parasitent les oiseaux et deux les sauriens. Il existe au total plus de 140
especes de Plasmodium qui se différencient par leur cycle évolutif surtout dans la phase de

schizogonie intra érythrocytaire.

Il existe donc quatre espéces pathogénes pour I’homme: P. vivax, P. ovale, P. malariae et P.
falciparum mais il a été confirmé récemment que P. knowlesi (parasite des primates en Asie
du Sud- Est, du sous-genre Plasmodium) est également capable d'infecter I'homme. (Singh et
al., 2004; Cox- singh et al., 2008, Chitnis and Miller, 1994).

1.6.1. Les espéces de Plasmodium humain

1.6.1.1. P. falciparum

Responsable de la "fiévre tierce maligne”, présente dans la zone tropicale et subtropicale, elle
est la plus dangereuse de toutes les espéces qui infectent I’homme. Elle peut provoquer des
complications mortelles, qui surviennent surtout en Afrique. Cette espéce a également
développé une résistance aux antipaludiques d'usage courant (Figure 1.5) (Gardner et al.,
2002; Snow et al., 2005)

PfPR, ,, (0-100%) '~ > 2

S ~ ,

- ] Malaria free

b1 I 1
- 0 100 0 2500 5000 km

Figure 1.5: Distribution mondiale de I'espéce Plasmodium falciparum. Source: Infection-
related stillbirths. Robert L Goldenberg, Elizabeth M McClure, Sarah Saleem, Uma M
Reddy, the lancet 2010, 375: 1482-1490.
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1.6.1.2. P. malariae

Responsable de la "fiévre quarte bénigne", sa période d’incubation est trés longue, elle est
mondialement distribuée mais son incidence par rapport au P. falciparum est faible. Elle est
impliquée dans des infections chroniques qui peuvent provoquer des réactions

immunologiques entrainant parfois des complications rénales (Muller et al, 2007).

1.6.1.3. P. vivax

Responsable de la "fievre tierce bénigne", on la retrouve essentiellement en Asie et en
Amérique latine ainsi qu’en Afrique du Nord. Elle tolére de plus faibles températures que les
autres espéeces et s’adapte donc plus facilement aux climats plus tempérés. Elle a par ailleurs
la capacité de produire des hypnozoites (comme P.ovale) dans le foie. Ceux-ci peuvent y
subsister pendant plusieurs années (forme de dormance) (Krotoski et al., 1982).

1.6.1.4. P. ovale

C’est I’espéce la plus rare et la plus sensible a I'immunité humaine, son cycle est tres
semblable a celui de P. falciparum et P. malariae mais elle est moins dangereuse que P.
falciparum et elle produit des hypnozoites comme P.vivax (Chin et al 1971). Elle est

retrouvée en Afrique subsaharienne.

1.6.1.5. P.knowlesi
Son cycle ne dure que 24 heures, il est présent en Asie du Sud-Est ou les macaques (Macaca

nemestrina et Macaca fuscicularis) sont les hotes habituels de cette espece.

1.7. Cycle évolutif du Plasmodium

Il présente deux phases: une phase asexuée qui se passe chez 1’hote vertébré et est subdivisée
en deux sous phases (phase exo-érythrocytaire et phase intra-érythrocytaire) et une phase

sporogonique se déroulant chez 1’h6te invertébré (moustique anophele) (Figure 1.6)

12
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Figure 1.6: Cycle évolutif du Plasmodium (Source: CDC, www.cdc.gov)

1.7.1. Cycle asexué (Hote vertébreé)

Lors de son repas sanguin, I’anophele femelle inocule chez I’homme des sporozoites présents
dans ses glandes salivaires, ces derniers envahissent le sang et rejoignent rapidement le foie
par invagination et y commencent la phase exo-érythrocytaire en formant des schizontes
hépatiques. Ceux-ci s'y multiplient par schizogonie. Cette phase passe inapercue et est
asymptomatique. A l'issue de celle-ci, des milliers de mérozoites sont générés par éclatement
des schizontes hépatiques. Cette phase peut durer une a deux semaines selon 1’espéece. Chez le
P.vivax et le P. ovale, il existe une schizogonie retardée (hypnozoites) et la libération de

mérozoites dans le sang peut avoir lieu jusque 18 mois plus tard.

La phase érythrocytaire commence par 1’envahissement des globules rouges par les
mérozoites via un mécanisme ligand — récepteur impliquant des protéines du parasite et les
récepteurs du globule rouge (Gaur et al., 2004), on note ainsi une différence de préférence en
ce qui concerne le choix de la cellule héte par le parasite (réticulocytes, globules rouges ages).

La maturation en schizontes (2- 3 jours selon I’espece), via les formes jeunes trophozoites
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(anneau) et trophozoites, conduit & la destruction des globules rouges et a la libération de
nouveaux mérozoites qui infectent de nouveau les globules rouges. L’éclatement des globules
rouges entraine des poussées de fievres et une augmentation de la parasitémie caractéristique

de I’acces palustre.

Pour sa croissance, le parasite importe les nutriments soit du cytoplasme globulaire
(hémoglobine, acides aminés, acides gras, acide p-aminobenzoique, glucose), soit de la
surface membranaire globulaire. Il y exporte également des protéines; certaines protéines
particuliéres localisées au niveau de la membrane des globules rouges favorisent I’adhésion

des globules rouges parasités et non parasités afin d’échapper a I’action nettoyante de la rate.

Lors de I’éclatement des globules rouges, il y a libération de substances pyrogenes ainsi que
de cytokines TNF ayant une action nécrosante sur les vaisseaux et aggravant davantage la
maladie (Grau et al, 1989).

L’érythrocyte infecté, subit des modifications de structure et de taille, il passe d’une forme

biconcave a une forme globuleuse de sphere crénelée et sa déformabilité est diminuée.

Certains merozoites, au bout d’un certain nombre de cycles, subissent une différenciation
menant a la formation de gamétocytes males et femelles qui différent par la taille du noyau et
du cytoplasme et assurent le cycle sexué¢ chez 1’hote invertébré. La maturation des

gamétocytes a lieu chez ’homme et la fécondation dans 1’estomac du moustique femelle.

1.7.2. Cycle sexué

L’anophele lors de son repas sanguin inocule les sporozoites tout en récupérant chez 1’hote
vertébré infecté les gamétocytes. Aprés 10 minutes, dans son estomac, les gamétocytes males
se transforment par exflagellation et fécondent les gamétocytes femelles afin de former un
zygote (ookinéte). Les ookinétes adherent aprés 24 heures a la paroi stomacale et la traversent
en devenant des oocystes. La croissance de ces derniers prend 4 a 21 jours, la durée du
processus dépendant de la température ambiante. A partir d'un oocyste initial plusieurs
centaines de sporozoites sont formés, migrent vers les glandes salivaires et sont préts a étre

injectés lors d'une nouvelle pigdre.
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1.8. Malaria en République Démocratique du Congo (R.D.C)

En R.D.Congo, pays localis¢ au centre de 1I’Afrique et au climat tropical, la malaria est
hautement endémique et la grande majorité de la population est exposée (Figure 1.5). La
malaria y constitue un grand probléme de santé publique et de développement. En 2001, 59%
de la population étaient exposées au paludisme, responsable de 48% des hospitalisations et de
37% de déces chez les enfants de moins de 5 ans, ainsi que de 5% de cas de I’ensemble de
transfusion sanguine, (PNLP, 2001). En 2007, 68% des consultations externes enregistrées et
30% des hospitalisations étaient dues au paludisme, tout en ajoutant que 20 % seulement de la
population fréquente les centres médicaux (PNLP, 2007). La RDC se classe aprés le Nigéria
parmi les pays les plus touchés de 1I’Afrique subsaharienne (WHO, 2010). Signalons qu’un
enfant congolais fait en moyenne 7-10 épisodes de paludisme par an. Plus de 27.000.000 de
cas de paludisme sont enregistrés chaque année avec au moins 180.000 déces, les plus
concernés étant les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes (WHO, 2011).

Dans ce grand pays, trois espéces de Plasmodium sont couramment rencontrées dans les
manifestations palustres: P. vivax, P. malariae et P. falciparum. Des trois, l'espéce P.
falciparum est la plus fréquente, elle représente a elle seule 95% des cas, et elle est
responsable de la majorité des cas de morbidité et de mortalité. Elle présente de plus tres
souvent une résistance aux antipaludiques les plus couramment utilisés et présents sur le
marché (Mesia, 2009 ; Wilson., 1989; Delacollette et al., 1983). Une étude effectuée en 2000
sur des sites sentinelles a ainsi montré une diminution de la sensibilité de Plasmodium

falciparum a la chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine (Tableau I 1)

Tableau 1.1: Echecs thérapeutiques avec la chloroquine et la sulfadoxine —
pyrimethamine chez les enfants de moins de cing ans dans sept sites sentinelles.

%

. Sulfadoxine- ) .,
Sites sentinelles Chloroqu!r]e (CQ)en pyriméthamine (SP) en % d"échecs enregistrés
% d'échec y pour les deux
d'échec .
produits
Bukavu 80 9
Kimpese 50 10 CQ (29-80%)
Kinshasa 35 6
Kisangani 49 18
Kapolowe 34 4
Mikalayi 29 0 SP (6-18%)
Vanga 49 5
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Avant D’apparition de la résistance aux antipaludiques, la chloroquine était utilisée comme
médicament de premiére intention. L’apparition de la résistance a eu pour conséquence qu'elle
a cédé sa place a 1’association sulfadoxine —pyrimétamine. Quelques années plus tard, cette
association a rencontré le méme probléme de résistance entrainant un changement de
politiqgue de prise en charge palustre (Kazadi, 2003). Aujourd’hui dans toutes les zones
endemiques, les ACT sont prescrits en premiére intention dans le paludisme simple. La
quinine utilisée depuis des années, continue a faire preuve de son efficaciteé et est utilisée en
monothérapie dans le traitement du paludisme simple ou compliqué chez les enfants tout
comme chez les femmes enceintes, a la fois en RD Congo et dans d'autres pays endémiques
(Achan et al., 2011).

Sur le marché congolais des médicaments, plusieurs ACT sont disponibles: association d'un
dérivé de l'artémisinine a I’amodiaquine, a la sulfadoxine/pyriméthamine, a la luméfantrine, a
la méfloquine ou a la pipéraquine. Tous ces produits circulent sous forme de génériques avec
plus de 60 noms différents. Le codt lié au traitement, ne permet pas I’accés de tous au
traitement malgré les différentes stratégies mises en place par le PNLP (Programme National
de Lutte contre le Paludisme) d’ou 1’'usage de moyens du bord ou le retour aux plantes sous
forme de produits bruts ou de produits améliorés (MTA, Médicaments Traditionnels

Améliorés).

1.9. Manifestations cliniques

La séveérité de la maladie dépend de I’espéce et du cycle évolutif qui est différent selon les
especes. Il est important d'arriver a distinguer le paludisme simple du grave tout en sachant
qu’un paludisme simple non pris en charge ou mal pris en charge peut virer vers un paludisme
grave. L’accés initial commence par des frissons brutaux dans le cas de P. vivax, P.
falciparum et P. ovale avec des fievres irrégulieres qui sont toujours précédées de moment de

frissons.

Dans le cas du paludisme simple, les symptoémes sont souvent: frissons, tremblements, fiévre,
maux de téte, courbatures, nausées, vomissements anorexie, diarrhée. De tous ces symptdmes
la fievre est le plus fréquent. Ces symptdmes apparaissent une a deux semaines apres la pigdre

du moustique femelle en fonction de I’espéce et du degré d’immunité de I’hote.

Dans les cas grave (toujours liés a P. falciparum), les symptémes rencontrés sont les suivants:

confusion mentale, coma, hypoglycémie, troubles respiratoires, hémorragies, troubles rénaux,
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oligurie, hémoglobinurie, insuffisance rénale, ictére, faiblesse généralisée, convulsions,

acidose, anémie (HCT < 20% ; Hb < 6g/dl), somnolence, jaunisse, collapsus circulatoire.

1.10. Diagnostic

Le diagnostic clinique est toujours complété par le diagnostic spécifique qui se base sur les

techniques:

- de mise évidence du parasite dans le sang moyennant une goutte épaisse ou un frottis
mince fixé au May-Griunwald et coloré au Giemsa puis observé au microscope a

I’objectif 100 X sous immersion,

- de titration d’anticorps antiplasmodiaux (sérologie) ou de détection d’antigénes

plasmodiaux dans le sérum, ou encore de PCR,

- de coloration & l'aide de fluorochromes se liant & I'ADN: microscopie ou Quantitative
Buffy Coat (QBC) mise au point par Becton —Dickinson qui se base sur une

centrifugation différentielle en présence d'acridine orange.

I.11. Immunité dans le paludisme

Apres plusieurs années d'infections répétées, I’homme peut acquérir une immunité contre le
parasite. Celle-ci est appelée prémunition (symptémes atténués d'une maladie qui protége

contre une infection ultérieure de type sévere).

1.12. Malaria et VIH

Les personnes atteintes du VIH sont des personnes particulierement vulnérables au paludisme,
la co-infection résultant de I’interaction entre les deux maladies constituant un probleme
important de santé publique. Une attention particuliére doit donc étre consacrée au diagnostic

des patients présentant un état fébrile dans les lieux ou sévissent les deux maladies.

Il est a noter qu’il existe une interaction médicamenteuse entre les antirétroviraux et les
antipaludiques, celle-ci est en prendre en compte dans le traitement du paludisme chez les
malades atteints de VIH, car on assiste a une diminution de ’effet antipaludique voire a la
production dans 1’organisme de métabolites toxiques des médicaments anti paludiques
(Colebunders et al., 1990 ; Soyinka et al., 2009 ; Greenberg et al., 1991 ; Khoo et al., 2005).
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1.13. Malaria et Tuberculose

En Afrique subsaharienne, il y a existence d’une co-infection Malaria-Tuberculose-VIH.
Parmi les symptomes de la malaria il y a la fievre avec des complications respiratoires
souvent mortelles, quant a la tuberculose, elle se manifeste par des états fébriles aigus
accompagnes de complications respiratoires. Le diagnostic dans les deux cas doit étre réalisé
avec prudence pour éviter les confusions et installer un traitement correct. Les malades
tuberculeux présentent par ailleurs un grand risque de paludisme comparativement aux non
tuberculeux. Enfin, certaines études montrent que 1’association d’un anti tuberculeux a un
antipaludique augmenterait 1’activit¢ de ce dernier (Wanwimolruk et al.,1995;
Pukrittayakamee et al., 2003).

I.14. Traitement
Les médicaments utilisés dans la lutte contre le paludisme sont les suivants:
1.14.1. Quinolines
Elles sont subdivisées en trois groupes et on y retrouve la quinine isolée du Quinquina.

1.14.1.1. 4-Amino quinoléines

Chloroquine: molécule a propriétés anti-inflammatoire et antipaludique. La résistance du

parasite a la chloroquine est maintenant pratiqguement ubiquitaire.

Cl N
A

7
HNY\AI(\
Amodiaquine: peu utilisé a cause des effets indésirables hépatiques et sanguins, utilisée

aujourd’hui dans des combinaisons a base d’artémisinine ou dérivés (ACT).

Cl N
A

Z

HN N/\
LT
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Pyronaridine

1.14.1.2. Aryl-amino-alcools
Quinine
C'est l'antipaludique le plus ancien, isolé de 1’écorce de quinquina avec 3 autres alcaloides: la
quinidine, la cinchonine et la cinchonidine. L'association de ces quatre alcaloides est vendue

en R.D.C dans une spécialité portant le nom de Quinimax®.

La quinine, malgré ses effets indésirables est utilisée seule ou en association avec des

antibiotiques dans le paludisme simple ou compliqué.

HO N
N
O >
o |
N
Mefloquine

Produit efficace contre les souches de Plasmodium résistantes a la chloroquine, il présente
beaucoup d'effets secondaires. La méfloquine est néanmoins utilisée aujourd’hui en
monothérapie en prévention ou traitement du paludisme simple. Elle est aussi associée a des

dérivés de I'artémisinine sous forme d'ACT.
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Luméfantrine

cl O |
y Q'O cl
_\—\N oH

_/—/

Utilisée uniquement en association avec l'artésunate dans le traitement du paludisme simple (ACT).

1.14.2. 8-amino-quinoléines
Primaquine: peu utilisée a cause de ses effets indésirables sanguins surtout chez les
personnes déficientes en Glucose-6-Phopsphate Déshydrogénase (G-6PD). Il s'agit du seul

médicament actif contre les hypnozoites de P. vivax.

)\/\/NH
HN 2

N
AN

~ F

1.14.3. Antimétabolites
Il existe deux types d’antimétabolites: les antifoliniques et les sulfamidés. Excepté le
proguanil, ces différents composés ne sont pratiguement plus utilisés, des résistances

importantes s'étant développées.
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1.14.2.1. Type sulfamideés

Sulfadoxine

Sulfalene

1.14.2.2. Type biguanides-diaminopyrimidines: Antifoliniques
Proguanil

Il est utilisé en association avec l'atovaquone (sous le nom déposé Malarone®),

principalement en prévention du paludisme.

Pyrimethamine

Cl
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1.14.4. Artémisinine et dérivés

L’artémisinine et ses dérivés constituent la classe la plus utilisée actuellement dans le
traitement du paludisme simple et compliqué. Vu sa trés courte demi-vie qui favorise des
recrudescences du parasite, et pourrait favoriser I'émergence de résistances, I'OMS
recommande son utilisation (et celle de ses dérivés) en association a des antipaludiques de
plus longue durée d'action. Plus de 60 pays ont adopté a I'heure actuelle les combinaisons a
base d’artémisinine (ACT) en premiére intention dans le traitement du paludisme simple

(Eastman, 2009).

Artémisinine

Arthéméther
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Artééther

Artésunate

1.14.5. Naphtoquinones

Atovaquone

Trés utilisée en prévention chez les personnes vivant en zones non endémique, elle est

associée au proguanil sous le non de Malarone®
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1.14.6. Antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans la lutte contre le paludisme sont ceux présentant un grand
pouvoir de pénétration cellulaire (une forte concentration tissulaire) et qui, dans leur
mécanisme d’action, inhibent la synthése des protéines (azithromycine, doxycycline...). Au
niveau des parasites, ils agiraient par inhibition de la syntheése protéique au niveau de ’apicoplaste
du Plasmodium. (Dahl et al., 2007; Goodman, 2007).

Leur action antipaludique est lente par rapport aux antipaludiques classiques, ce qui explique

leur utilisation en association avec ces derniers.

Azithromycine

HsC
™\

9
ocH; \(Hs

CH
CHs

1.15. Mécanisme d’action des antipaludiques

La Figure 1.7 présente les sites d’action des principaux médicaments antipaludiques.
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Figure 1.7: Sites d’action intra-cellulaires des principaux médicaments antipaludiques.
Source : Fidock et al., 2004).

Les quinolines (la chloroquine, quinine et autres) : bloquent la dégradation enzymatique de
I’hémoglobine, la cible pourrait étre le blocage de I’héme polymérase. En effet la source
principale d’acides aminés pour le parasite intra érythrocytaire est la dégradation enzymatique
de I’hémoglobine. Le Plasmodium est incapable de dégrader I’héme qui est éliminé par
polymeérisation par I'heme polymérase sous forme d’un pigment malarique appelé hémozoine.
Celui-ci est insoluble et non toxique, alors que I’héme est toxique pour le parasite (Orjih,
1997;foley et Tilley, 1998).

L’artémisinine et ses dérivés sont des produits possédant un pont peroxyde et ils agiraient par
formation de radicaux libres (Yang et al., 1994). On a également cité comme cible potentielle
une ATPase Calcium dépendante (pfATPase6 ou pfSerCa) essentielle pour la survie du

parasite.
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L’atovaquone intervient dans la chaine respiratoire du parasite en inhibant le transport

électronique mitochondrial du parasite.

Les anti-métabolites interviennent dans la chaine métabolique de synthése des acides
nucléiques et des protéines des parasites comme des faux précurseurs, perturbant la synthese

de ces composés.

Les antibiotiques interviennent dans la synthese des protéines parasitaires au niveau de

I’apicoplaste plasmodial.

1.16. Chimioprophylaxie

En zone endémique, la chimioprophylaxie n’est pas conseillée car cela pourrait favoriser
I’émergence de souches résistantes d’une part, et d’autre part, le risque d’effets indésirables
serait trop important pour des personnes devant prendre ces médicaments de maniére
chronique. La chimioprophylaxie s’adresse donc uniquement aux personnes provenant de
zones non endémiques en voyage vers des zones endémiques ainsi que dans certains cas aux

femmes enceintes (Vallely et al., 2007).

Les mesures préventives exploitées ces derniers temps consistent donc plutdt a se protéger
pour éviter les piqlres de moustiques afin de réduire la transmission. Cette protection est
réalisée par I'utilisation de sprays ou de pommades contenant des principes révulsifs et de
moustiquaires imprégnées d’insecticides (WHO, 2004). A ces actions s’ajoutent des mesures
¢lémentaires et primaires d’hygiéne et de salubrité afin d’éliminer les gites favorables a la vie

de I’anophéle.

1.16.1. Vaccin antipaludique

Aucun vaccin antipaludique n’est actuellement disponible, méme si un vaccin appellé
Mosquirix® (RTS,S) a démontré en essai clinique de phase II une protection d’environ 50%.

Celui-ci est actuellement en essai clinique de phase 111 (Wilby et al., 2012).

1.17. Mécanisme de résistance de Plasmodium aux medicaments antipaludiques

Malgré les efforts développés pour la découverte de nouveaux médicaments antipaludiques et
la mise en place par les systemes de santé de nouvelles combinaisons thérapeutiques dans le
traitement de la malaria, le Plasmodium s’adapte en permanence et développe des résistances
voire des résistances croisées aux antipaludiques. De premieres résistances aux dérivés de

I’artémisinine ont méme récemment été mises en évidence en Asie du Sud- Est. (Noedl et al.,
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2008 ; Arjen et al., 2009, Farooq, 2004).

Le Plasmodium, au cours de son évolution, a du mettre en place différents mécanismes
permettant son adaptation a I’organisme hote. La haute capacité de résistance particuliere du
Plasmodium falciparum s’explique par une trés grande diversité génétique due a un taux élevé

de mutations dans son génome. (Wéry, 1995)

La résistance a la chloroquine est apparue pour la premiere fois dans les années 1950 en Asie
du Sud-Est et en Amérique latine et s’est répandue dans pratiquement toutes les régions du
monde (Figure | 8). L’espece incriminée est principalement le Plasmodium falciparum, mais
actuellement toutes les espéces expriment une résistance a 1’'un ou I’autre antipaludique

existant sur le marché (Maguire et al., 2002; Lee et al., 2009; Rombo et al 1987).

Chloroquine

La résistance du P. falciparum a la chloroquine semble étre principalement liée a une
mutation du gene pfcrt, gene codant pour une protéine de transport située dans la membrane
vacuolaire digestive et qui contribuerait a I’expulsion active de la chloroquine hors de la
vacuole digestive (Johnson et al., 2004; Fidock et al., 2000 ; Chen et al., 2003 ; Sanchez et al.,
2010).
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Malaria transmission areas and reported P. falciparum resistance, 2004

Areas where malaria transmission occurs (high/low)

4 A P falciparum chloroquine resistance /)y
\\\N" \ ® P falciparum sulfadoxine-pyrimethamine resistance <
= * P falciparum mefloquine treatment failures Source: “WHO, 2005

Malaria-free areas

Figure 1.8: Distribution mondiale de la résistance du P. falciparum aux antipaludiques
(chloroquine, sulfadoxine/pyriméthamine). Source: Guidelines for the treatment of
malaria WHO, 2006

Quinine
Les premiers cas documentés de résistance clinique a la quinine remontent aux années 1960 a
la frontiére entre la Thailande et le Cambodge (Bjorkman et al., 1990; Giboda et al., 1988),

puis a été décrite sporadiquement dans d’autres régions du monde (Harinasuta et al., 1990;
Jelinek et al., 1995).

Le mécanisme de résistance de la quinine semble étre lié essentiellement au géne pfmdrl (Mu
et al.,2003; Peel et al., 1994; Cowman et al., 1994). Cependant, le mécanisme exact de

résistance n’est toujours pas clair.

Amodiaquine

Elle semble étre plus efficace que la chloroquine dans les zones a haute résistance a la
chloroquine, malgré le méme mécanisme d’action; les taux d’échecs cliniques a
I’amodiaquine sont plus faibles que ceux a la chloroquine (Brasseur et al., 1995; 1999;

Olliaro et al., 1996; 2003). Peu d’études ont été réalisées sur la résistance a I’amodiaquine
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mais il y a des points communs entre la résistance a la chloroquine et a I'amodiaquine

(implication des genes pfcrt et pfmdrl) (Happi et al., 2009; Humphreys , 2007).

Méfloquine

Molécule de synthése, elle a fait son apparition vers la fin des années 1970. La résistance est
apparue pour la premiere fois vers 1980, de nouveau dans la région proche de la frontiere

thailando-cambodgienne (Uhiemann, 2005).

Comme pour la quinine, la résistance serait associée au gene pfmdrl, mais d’autres génes

seraient également impliqués (Peel et al., 1994; Duraisignh et al., 2005).

Artémisinine et dérivés

De premiers signes de résistance a I’artémisinine ont été décrits, de nouveau en Asie du Sud-
Est, & partir de la fin des années 2000. Le mécanisme lié & cette résistance est actuellement
inconnu. (Jambou et al., 2005; 2010; Legrand et al., 2007; O’Brien , 2011).

1.18. Malaria et femme enceinte

Depuis I’apparition de la résistance due au P. falciparum a la chloroquine, la femme enceinte
dans les zones endémiques est devenue une personne a grand risque (que ce soit pour la mere,
pour le feetus et/ou le nouveau-né). Le traitement de son paludisme se fait a 1’hopital avec
surveillance de nombreux parameétres. Malgré le manque de données sur le paludisme a
Plasmodium vivax chez les femmes enceintes, il semble que ce parasite pourrait aussi
également étre responsable de sérieux problémes au cours des grossesses (Nosten et al.,1999 ;
McDermott et al., 1996; McCormick, 1985 ).

Dans les zones de faible transmission de P. falciparum (ou les taux d’immunité acquises sont
faibles), les femmes enceintes sont exposées a des accés palustres graves ayant des
conséquences néfastes pour la vie du feetus et/ou du nouveau-né (Luxemburger et al., 1996;
2001).

Dans les zones de forte transmission de P. falciparum, ou les taux d’immunité acquises sont
généralement élevés, les femmes enceintes sont exposées a une infection asymptomatique, qui
peut entrainer de graves conséquences pour la mére mais surtout pour 1’enfant (Steketee,
1996; 2001).
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L’OMS recommande a I’heure actuelle un ensemble de mesures pour lutter contre le
paludisme chez la femme enceinte dans les zones de transmission stable de P. falciparum
(OMS, 2004). Les stratégies reposent sur 1’utilisation de moustiquaires imprégnées
d’insecticides, et sur un traitement préventif intermittent (TPI) exploitant la sulfadoxine-

pyriméthamine.
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CHAPITRE Il : ETUDE ETHNOBOTANIQUE REALISEE EN
REPUBLIQUE DEMOCRATIQUE DU CONGO

11.1. Introduction

Depuis la période préhistorique, I’homme recherche dans son environnement de quoi soulager
ses maux ou traiter ses maladies. Cette médecine dite traditionnelle est a I'heure actuelle
toujours trés largement utilisée dans les pays du Sud, ou elle génere par ailleurs des revenus

non négligeables (Eseinberg et al., 1998; kitwa et al., 2004).

L’OMS définit la médecine traditionnelle comme « I'ensemble des connaissances,
compétences et pratiques basées sur les théories, croyances et expériences auxquelles
différentes cultures ont recours pour entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer,

soulager ou soigner des maladies physiques et mentales » (OMS 1978).

Dans certains pays d’Asie et d’Afrique, 80% de la population dépend de la médecine
traditionnelle pour les soins de santé primaire. Ainsi, en Afrique, la médecine traditionnelle
est dans de nombreuses situations la seule source des soins de santé disponible surtout pour

les populations habitant 1’arriére pays (Kambu, 1988; Kitwa et al., 2004).

Dans certaines zones endémiques au paludisme, le colt élevé, les effets indésirables liés a
certains médicaments modernes mono ou poly composés, ont favorisé le retour a la médecine
traditionnelle voire a 1’insertion de certaines recettes traditionnelles standardisees dans les
pratiques de soins de santé primaire (Akubue 1982; Mahady et al., 2001), tout en s’appuyant

sur 1’usage rationnel des médicaments et la pharmacovigilance (Eseinberg et al.,1998).

C’est dans le but de répertorier par €crit certaines connaissances ancestrales des plantes
médicinales, qui sont transmises par tradition orale de génération en génération que 1’équipe
de pharmacologie de la faculté des sciences pharmaceutiques de 1’Université de Kinshasa, en
collaboration avec d’autres Universités du Pays, a organisé une enquéte ethnobotanique
orientée vers les plantes utilisées dans le traitement de maladies, et plus particulierement du

paludisme.

11.2. Ojectifs

- Objectifs de I’enquéte:
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» Evaluer la connaissance par la population des plantes médicinales ainsi
que leur taux d’utilisation,
> Répertorier les plantes utilisées, et les identifier en réalisant une planche
d’herbier,
» Répertorier les noms vernaculaires,
> Répertorier les modes de préparation des recettes traditionnelles
- Objectifs ultérieurs:
> Evaluer et confirmer les activités pharmacologiques des plantes
sélectionnees,
Isoler la ou les substances actives,
Déterminer la ou les structures,
Evaluer la toxicité in vivo et la cytotoxicité in vitro,

Sélectionner des plantes pour les essais cliniques de phases I et Il,

YV V V V V

Faire des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des

principes purs isolés

I1.3. Réalisation de ’enquéte

I1.3.1. Lieu de ’enquéte

L’enquéte a été réalisée en Républiqgue Démocratique du Congo (R.D.Congo),
pays situé au centre de I’ Afrique possédant une superficie de 2.345.000 m? et une
population de plus de 65.000.000 d’habitants. Le pays est traversé par I’Equateur
au Nord et est marqué par la présence de la grande forét équatoriale, appelée forét
vierge, et par la flore trés riche du grand bassin de la cuvette centrale. Il est
entouré par 9 pays (Figure 11.1: carte de la R.D.Congo)

C’est donc un pays riche en ressources naturelles végétales avec une biodiversité
inconcevable. De nos jours, une bonne partie de ces ressources végétales restent encore non
investiguées. Des informations sur les plantes médicinales peuvent néanmoins étre trouvées
dans certains travaux de theses (Mabika, 1983); de diplome d’études approfondies, de
diplome d’études spéciales (Tangeny, 1996), dans certains rapports de 1’époque coloniale ou
post - coloniale (De Wildeman, 1939, Lisowski, 1989, Kambu, 1990) et dans certains travaux
réalisés par des équipes isolées (Magilu et al., 1994 ; Cimanga 1997 ; Tona et al., 1998, 1999,
2000).
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11.3.2. Organisation de I’enquéte

L’enquéte s’est déroulée dans 7 provinces du pays durant la période allant de décembre 2000
a décembre 2002 (Figure 11.1: carte de la R.D.Congo). Les provinces considérées sont:

Bandundu, Bas-Congo, Equateur, Kasai-Oriental, Katanga, Kinshasa et Maniema.

HAUT-CONGO

Figure 11.1 : Carte de la R.D.Congo : les différentes provinces enquétées

Nous avons réparti ces sept provinces en 4 sites, a savoir:

- Le Centre: Kasai- Oriental

- L’Est: Maniema

- Le Sud: Katanga

- L’Ouest: Bandundu, Bas-Congo, Equateur et Kinshasa

L’équipe (enquéteurs) était constituée d’étudiants en Master I des facultés suivantes:
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- Faculté de Sciences Pharmaceutiques de 1’Université de Kinshasa;
- Faculté de Sciences (Biologie) de I’Université de Mbandaka (Equateur) ;
- Faculté de Sciences Pharmaceutiques de 1’Universit¢é de Lubumbashi
(Katanga);
- Faculté d’Agronomie de I’Université Kongo (Bas-Congo),
- Faculté de Sciences (Biologie) et d’Agronomie de I’Université du Bandundu
(Bandundu)
et était complétée par des étudiants en D.E.S en Biologie de I’Université Patrice Emery
Lumumba de Sankuru (Kasai-Oriental). Les enquéteurs étaient originaires des provinces ou
des sites dans lesquels ils ont enquété afin de faciliter le contact avec la population, en tenant

compte des traditions et des langues locales.

Les réponses a 1’enquéte étaient enregistrées afin de favoriser le contact entre les enquéteurs
et les personnes interrogées, a savoir des tradipraticiens, des personnes agées, des parents
responsables de familles et des jeunes ayant des informations ou de la pratique sur I’usage des

plantes médicinales.

Les questions étaient centrées sur les connaissances des plantes et de leurs usages médico-
traditionnels et étaient orientées vers les plantes utilisées pour traiter la fievre, le paludisme,
les céphalées, l'inflammation. En effet, dans le cas du paludisme, les tradipraticiens se basent

sur ces différents symptdmes.

Une attention particuliére a été portée a enregistrer les noms vernaculaires, les parties
utilisées, le mode de préparation des recettes et les restrictions en rapport avec 1’utilisation de

celles-ci. Dans la mesure du possible, un échantillon d'herbier a a chaque fois éte réalise.

Les herbiers provenant de plantes répertoriées ont été déposés a I’Herbarium de I’Institut
National des Sciences Agronomiques (INERA) de I’Université de Kinshasa et I’identification

a été faite par Mr M. NLANDU.

11.4. Résultats

Plus de 300 herbiers ont été réalises durant toute la période de I’enquéte (12/2000 - 12/2002)
et 132 especes appartenant a 50 familles différentes ont été identifiées a 'INERA. Les
résultats de I'enquéte sont repris dans les tableaux I11.1 a I1.4.
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Tableau 11.1: Familles les plus couramment rencontrées au cours de notre enquéte.

Familles Fréquence de citation (%0)

Euphorbiaceae 13,7
Rubiaceae 11,3
Caesalpiniaceae 8,2
Meliaceae 7.4
Apocynaceae 6,3
Mimosaceae 53
Asteraceae 4,7
Clusiaceae /Gutifferaceae 4,3
Cucurbitaceae 4,1
Solanaceae 3,9
Poaceae/Verbenaceae 3,5

AUTRES 27,3
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Tableau I1. 2: Especes couramment utilisées contre la fievre, la malaria, I'inflammation, les céphalées, dans les différents sites de

I’enquéte ethnobotanique et pourcentage de citation sur I'ensemble du pays

SITES Centre Est Ouest Sud TOTAL Pourcentage de citation parmi
Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de I'ensemble des réponses
citations citations citations citations citations
Nombre de réponses 37 28 87 49 201 100
Albizia adianthifolia
(Schumach.) W. Wight 23 4 10 7 44 21,8
Alchornea cordifolia
(Schumach. & Thonn.) 15 2 30 4 51 25,3
Mill. Arg.
Alstonia boonei De
wild. 6 3 10 2 21 10,4
Anisopappus chinensis
Hook. & Arn. 0 0 3 24 27 13,4
Cassia hirsuta L.
6 7 21 4 38 18,9
Cassia occidentalis L.
12 10 24 4 50 24,8
Cryptolepis 13,4
sanguinolenta (Lindl.) 17 1 7 2 27
Schltr.
Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf 4 14 23 9 49 24,3
Entandrophragma
palustre Staner 20 0 12 0 32 15,9
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Euphorbia hirta L.

15 10 30 12 67 33,3
Garcinia kola Heckel
8 7 17 8 40 19,9
Lantana camara L.
7 10 12 9 38 18,9
Mangifera Indica L.
10 9 8 10 40 19,9
Melia azedarach L.
0 15 14 0 29 14,4
Momordica charantia
L. 4 8 5 9 26 12,9
Morinda morindoides
(Baker) Milne-Redh. 7 14 37 10 68 33,8
Nauclea latifolia
Smith. 7 0 24 7 38 18,9
Nauclea pobeguinii
Merr. 2 12 24 0 34 16,9
Ocimum gratissimum
L. 9 15 10 9 42 20,8
Phyllanthus niruri L.
12 8 23 10 43 21,4
Physalis angulata L.
0 9 25 2 36 17,9
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Psidium guajava L.
6 9 11 5 26 12,9
Rauwolfia vomitoria
Afzel. 5 16 1 29 14,4
Sida acuta L.
2 8 14 7 31 15,4
Sida rombilifolia L. 10
5 5 7 27 13,4
Triclisia gilletii (De
Wild.) Staner 10 7 9 6 32 15,9

Tableau 11.3: Liste des especes répertoriées pour leur utilisation contre la fiévre, I’inflammation, les céphalées, la malaria, et description
de I'ensemble de leurs utilisations traditionnelles.

Légende : P.U (partie utilisée), P.E (plante entiere), F (feuille), FR (fruit), E.R (écorce des racines), E.T (écorce de tronc), R (racines), G
(graine)

Noms scientifiques et Noms Référence P.U Préparatio Usages médico-traditionnels
familles vernaculaires d’herbier n
(Herbarium de
I’INERA)
Albizia adianthifolia Mululu lulu ; Compere 563 F,R Décoction Etats d’agitation, vertiges, diarrhées, fiévre,
(Schumach.) W. Wight Mulu céphalées, asthme, maux de ventre
(Mimosaceae)

Alchornea cordifolia Mbuzi-mbuzi Pawels 4438 F Décoction Caries dentaires, amibiases, fiévres,
(Schumach. & Thonn.) hygiene intime, céphalées, hémorroides,
Mill. Arg. (Euphorbiaceae) maladies vénériennes, inflammation, malaria
Alchornea floribunda Mll. Ononn - E.R Décoction Aphrodisiaque, tonique, céphalées,

Arg. (Euphorbiaceae) désordres respiratoires et urinaires
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Alstonia boonei De Wild. - Carlier 275 ET Macération Fievres, malaria, asthénie,
(Apocynaceae) Décoction
Alstonia congensis Engl. Okulu - ET Macération Fievre, malaria, diarrhées, ulceres
(Apocynaceae) gastriques, hernie, vermifuge
Anisopappus chinensis Kasol- sol Breyne 5717 P.E Décoction Fiévre, malaria, inflammation, ulcéres
Hook. & Arn. (Asteraceae) gastrigues
Bridelia ferrugginea Mindu Evrard 6495 ER,F Décoction Diarrhées, carie dentaire, maladies
Benth. vénériennes, dysenteries, constipation, fievres
(Euphorbiaceae) et inflammation
Caloncoba welwitshii Gilg. Kembomo Breyne 216 F Décoction Purgatif, blennorragie, inflammation,
(Flacourtiaceae) Céphalées
Canthium oddoni Oshuwi Pauwels 83 ET Décoction Fiévre, inflammation, vers intestinaux
(De Wild.)
(Rubiaceae)
Carica papaya L. Pai pai, dilolo, R, F Décoction | Dysenterie, blennorragie, rhumatisme, malaria,
(Caricapaceae) nlolo ictére, hernies
Cassia floribunda Cav. - - F,R décoction Fievre, rhumatisme
(Ceasalpiniaceae)
Cassia occidentalis L. Ma nsambi Carlier 360 ER,F Décoction Fievres, maux de ventre, gastralgies, malaria,
(Caesalpiniaceae) usambi, madezo blennorragies, purgatif,
ma sioto hémorroides, anémies
Cassia hirsuta L. - Pauwels 8 E.R Décoction Elephantiasis, vers intestinaux,
(Caesalpiniaceae) inflammation, fiévre
Chenopodium ambrosoides | Mweme misobo Lejoly 81/217 F Décoction Vermifuges, asthme, rougeole,
L. (Chenopodiaceae) Macération inflammation, céphalées
Citrus aurantiifolia Longmee - F Décoction Fiévre, otites, toux, diarrhées, céphalées
(Christm.) Swingle
(Rutaceae)
Cryptolepis sanguinolenta ER Macération | Fiévre, amibiase, malaria, infections de voies
(L) Schl infusion respiratoires supérieures et

(Periplocaceae)

urogenitales, rhumatismes,
Troubles gastro-intestinaux,
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antimicrobien, analgésique,
inflammation

Crossopterix febrifuga Mbinzo, mvala Breyne 10 F,R Décoction Hémorroides, blennorragie, céphalées, maux
Benth. (Rubiaceae) de ventre, dermatoses,
inflammation, fiévre,
Cymbopogon densiflorus | Musangu sangu Dujardin 88 T.F, F,P.E | Décoction, Asthme, ulceres gastriques, fiévre
(Steud) Stapf (Poaceae) Macération
Cymbopogon citratus Matiti ma - F Décoction Fievre, grippe toux, blennorragie,
(DC.) Stapf (Poaceae) mputu, sinda malaria, stomachique
Dichostemma glaucescens Ondenge - ET Décoction Insecticides, inflammation
Pierre (Euphorbiaceae)
Drypetes gossweileri Obele - ET Décoction Rhumatisme, asthme, vers intestinaux, toux,
S.Moore (Euphorbiaceae) fievre, asthénie sexuelle
Entandrophragma palustre Pake Louis 3376 F ET Décoction Fiévre, inflammation, malaria
Staner (Meliaceae)
Eramosphata Akavu Pauwels 4543 P.E Macération Inflammation, otites, fiévre
haullevilleana
L. (Arecaceae)
Euphorbia hirta L. Dieza di kandi Carlier 124 P.E Décoction Amibiase, asthme, diarrhée, fiévre,
(Euphorbiaceae) inflammation
Garcinia kola Heckel Ngadiadia, Dubois .J 199 G, ET Macération | Impuissance sexuelle, diarrhée, malaria, fievre,
(Clusiaceae) ntende Décoction hypertension,
Gardenia jovis-tonantis Simundele 438 ET,R F Décoction Purgatif, malaria antivenimeux
(Welw.) Hiern (Rubiaceae)
Harungana Mutunu, ntunu Breyne 486 ET Décoction Constipation, inflammation, gastrites,
madagascariensis Lam. ex amibiase, antibactériens
Poir. (Hypericaeae)
Hymenocardia acida Tul Kigeti Breyne 11 ET,R Décoction Amibiase, candidose, diarrhées,
(Euphorbiaceae) aménorrhées, fievre
Laggera alata Mfumu nseke Callens 2048 F Décoction Fiévre, céphalées
L. (Asteraceae)
Lantana camara L. Maka wobo Pauwels 6265 F Décoction Toux, fievres, malaria, asthme

(Verbenaceae)

constipation grippe
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Luffa cylindrica M.Roem Tseke, nsanu Devred 739 F Macération Plaies, inflammation, parasitoses,
(Cucurbitaceae) fiévre,
Mammea africana Okudi Dubois 83 ET Décoction Fiévre, toux, anémie, rhumatisme,
Mull .Arg (Clusiaceae/ inflammation, maladies vénériennes
Guttiferaceae)
Maprounea africana Mull Mulubu lubu Robyns 4150 F,R Décoction Toux, amibiase, blennorragies, caries,
Arg (Euphorbiaceae) dentaires, céphalées, insecticides
Melia azedarach L. Kamura Breyne 5722 F Décoction Typhoide, fiévre, malaria

(Meliaceae)

Microdesmis - Evrard 6379 F Décoction Aphrodisiague, ulceres gastro-intestinaux,
puberula Hook.ex troubles ovariens, fievre, maladies
Planch(Pandaceae) vénériennes, diarrhées

Momordica charantia L. Lumbusu Devred 527 P.E Décoction Malaria, fiévre, anémie, diabétes, diarrhées,
(Cucurbitaceae) ulcéres gastro-intestinaux, constipation
Morinda citrifolia L. Nsiki - ET Décoction Grippe, fiévre, céphalées, diabéte

(Rubiaceae)

Morinda morindoides Bak | Kongo bololo Carlier 76 F Décoction Hémorroides, malaria, fievres,

(Rubiaceae) inflammation, blennorragie, amibiase,

Nauclea latifolia Smith Kilolo kwango Campere 739 Racines Décoction Toux, fievres, maux de ventre

(Rubiaceae) hémorroides, inflammation

Nauclea pobeguinii Merr. - Lukoki 165 ET Décoction Malaria, vers intestinaux, asthénie
(Rubiaceae) Macération sexuelle, gonorrhée, inflammation,
épilepsie, ocytocique
Ocimum gratissimum L. Dikondi, mazulu Carlier 285 F Décoction Céphalées, asthénie, toux,
(Lamiaceae) Infusion Asthme, inflammation, diabéte, fiévre, malaria
Ongokea gore (Hua) Pierre Nsanu, oleko Breyne 684 ET Décoction Diarrhées, antibactériens, ocytocique,
(Olacaceae) inflammation, fiévre
Paropsia brazzeana Baill. Robyns 4149 ET Macération, Diarrhées, amibiase, maux de ventre, fiévre,
(Flacourtiaceae) Décoction rhumatisme
Pentaclethra macrophylla Ngansi, Evrard 6653 ET,F Décoction Gastrites, céphalées, blennorragies, purgatif,
Benth (Mimosaceae) muwansi amibiase
Pentaclethra eetveldana Mulu Evrard 6978 E.R Décoction Toux, asthme, tuberculose, fievre, céphalées,
De Wild.(Mimosaceae) rhumatisme
Pentadiplandra brazzeana Musimi Evrard 6976 R, F Décoction Céphalées, inflammation, blennorragies,
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Baill.
(Pentadiplandraceae)

diarrhées, asthme, carie dentaire,

Phyllantus niruri L. - Robyns 4244 F Décoction Malaria, fievre, inflammation
(Euphorbiaceae)
Physalis angulata L. Ndimba, Pauwels 6245 F, FR, P.E | Décoction Inflammation, malaria, fiévre, hépatite,
(Solanaceae) lumbundu diabéte, maux de ventre,
Phytolaca dodecandra Kenawiri, nkoy Breyne 2339 F Décoction Epilepsie, fievre, maux de ventre,
I’Herit (Phytolacaceae) inflammation, toux, vers intestinaux,
dermatoses antibactériens
Plumbago zeylanica L. - Pauwels 5866 F Décoction Ulcéres gastro-intestinaux, fievre, purgatif,
(Plumbaginaceae) Infusion vers intestinaux,
Polythia swaveolensis Odjindja Breyne 825 ET Décoction Fiévre, malaria, dermatoses, maux de ventre
Engl. (Annonaceae)
Psorospermum febrifugum Nsoko nsoko Evrard 6379 ER,FR Décoction Fievre, asthme, ulcéres gastro-intestinaux,
Spach (Gutifferaceae) amibiase, hémorroides, gale
Quassia africana L. Mupesi pesi Carrigton 93 ER,R Macération Malaria, gastrite, blennorragie, asthénie
(Simaroubaceae) sexuelle, céphalées, caries dentaires, angines
Rauvolfia vomitoria Afzel Zumbu Breyne 5717 F Décoction | fievre, rhumatisme, dermatoses, inflammation,
(Apocynaceae)
Trema guineensis Wesena ER Decoction Fiévre, infections respiratoires, maladies
(Shumm& Thom.) vénériennes, rhumatisme
(Ulmaceae)
Strychnos icaja Baill. Bondo bololo Pauwels 837 ER Macération Malaria, ordalies
(Loganiaceae)
Trichila gilgiana Harms Idjokondjo - ET Macération Fiévre, diarrhées, douleurs abdominales
(Meliaceae)
Tridax procumbens L. Ototula - F Décoction Malaria, fiévre, hypertension, gastrites
(Asteraceae)
Triclisia gilletii De Wild. Kinwani, efili Pauwels 289 ER,ET Décoction Malaria, diarrhées, fievre
(Meliaceae)
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Tableau Il. 4: Relevé bibliographique des travaux réalisés sur les espéces répertoriées pendant I’enquéte ethnobotanique.

Légende: F (Feuilles); E.T (Ecorce de tronc); E.R (Ecorce de racines) ; R(Racines); P.E (Plante entiére)

Activité in vivo

. . Activité in
Especes P?f“,e Extrait vitro (Clsg (% o!e Références
(Familles) utilisée suppression de
pg/mil) | P
a parasitéemie)
Alchornea cordifolia F EtOH 7,1+15 Banzouzi et al.,2002
(Schumach. & Thonn.) Mull. MeOH/H,0 28+0,6 Mesia et al., 2008
Arg. (Euphorbiaceae)
Alstonia boonei De Wild. ET MeOH 40,0+ 4,3 Mesia et al.,2008
(Apocynaceae) EtOH >50 Zirihi et al., 2005
MeOH >20 Okpekon et al., 2004
Bridelia ferrugginea Benth. | F, R, MeOH >20 Okpekon et al., 2004
(Euphorbiaceae) ET CH,Cl, 6.5
Carica papaya L. F EtOH/H, 10,4 +0,2 Leaman et al., 1995
(Caricapaceae)
Cassia floribunda Cav. ER MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
(Caesalpiniaceae)
Cassia hirsuta L. E.R MeOH/H,O | 32,0 +1,8 Mesia et al., 2008
(Caesalpiniaceae)
Cassia occidentalis L. F ETOH 28+0,5 79,0+3,2 Tonaet al., 1999 ;Tona et al., 2004
(Caesalpiniaceae) 10,0+0,1
EtOH 36,9+5,6 Zirihi et al.,2005
Citrus aurantiifolia F MeOH /H,0O 400+2,1 Mesia et al., 2008
(Christm.) Swingle
(Rutaceae)
Crossopterix febrifuga ET MeOH /H,0 >64 Mesia et al., 2008
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Benth. (Rubiaceae) EtOH/H20 70,97 Elufioye et al., 2004
Cryptolepis sanguinolenta E.R EtOH 155+0,3 Tonaet al., 1999 ; Cimanga, 1997
(Lindl.) Schltr. CH,Cl, 136 +0,1
Cymbopogon citratus (DC.) P.E MeOH/H,0 42,2+22 Mesia et al., 2008
Stapf (Poaceae) Huiles 86,6 Tchoumbougnang et al., 2005
Cymbopogon densiflorus F MeOH/H,0 250+27 Mesia et al, 2008
(Steud) Stapf (Poaceae)
Dichostemma glaucescens ET MeOH/H,O | 44.0x2.7 Mesia et al., 2008
Pierre (Euphorbiaceae)
Drypetes gossweileri ET MeOH/H,0O >64 Mesia et al., 2008
S.Moore (Euphorbiaceae)
Eramosphata haullevilleana P.E MeOH/H,0 42 0+3,1 Mesia et al., 2008
L (Arecaceae)
Euphorbia hirta L. PE EtOH 14,8 +0,3 Tonaetal., 1999 ; 2001 ; 2004.
(Euphorbiaceae) 2,4 £0,2
CH,Cl, 10,8+0,9
Garcinia kola Heckel E.R EtOH 142+ 0,6 Tonaetal., 1999 ; 2001 ; 2004 ;
(Clusiaceae) FR 29+0,7
CH,Cl, 136 £0,4
MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
Harungana ET MeOH 39,07 £ 1,57 Muthaura et al., 2007
madagascariensis Lam. ex H,0 105,0 + 0,04
Poir. (Hypericaeae)
Hymenocardia acida Tul F CH,Cl, 6.9+1.2 Vonthron-Sénécheau et al., 2003
(Euphorbiaceae)
Laggera alata F MeOH/H,O >64 Mesia et al., 2008
L. (Asteraceae)
Lantana camara L. F MeOH/H,0 12,0 +2,2 Mesia et al., 2008
(Verbenaceae)
Luffa cylindrica M.Roem F MeOH/H,0 33,0+1,8 Mesia et al., 2008

(Cucurbitaceae)




Mammea africana ET MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
Mull .Arg (Clusiaceae/
Guttiferaceae)
Maprounea africana Mull F MeOH/H,0O 90+1,.2 Mesia et al., 2008
Arg (Euphorbiaceae)
Momordica charantia L. ET MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
(Cucurbitaceae)
Morinda morindoides Bak F EtOH 3,709 37,1+ 5,2 Tonaetal., 1999 ; 2001 ; 2004.
(Rubiaceae) CHCl, | 108%24
Nauclea latifolia Smith E.R 89+25 Zirihi et al., 2005
(Rubiaceae)
Nauclea pobeguinii Merr. ET 33+17 Mesia, 2009
(Rubiaceae)
Ocimum gratissimum L. P.E MeOH/H,0 6,0+25 Mesia et al., 2008
(Lamiaceae) 77,8 Tchoumbougnang et al., 2005
Huiles
Ongokea gore(Hua) Pierre ET 32,0+4,3 Mesia et al, 2008
(Olacaceae)
Pentaclethra eetveldana De ER 37,0+21 Mesia et al, 2008
Wild.
(Mimosaceae)
Phyllantus niruri L. P.E EtOH 108+24 80,040 Tonaetal., 1999 ; 2001 ; 2004
(Euphorbiaceae) CH.CI 19+04 Cimanga et al., 2004
EtOH 16,3+ 2,5
CH,Cl, 9,2 £34
Physalis angulata L. F, P.E EtOH 7.9+£0,70 Zirihi et al., 2005
(Solanaceae)
Phytolaca dodecandra F MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008

I’Herit (Phytolacaceae)
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Plumbago zeylanica L. F MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
(Plumbaginaceae)
F MeOH/H,0 >64 Mesia et al., 2008
Psorospermum febrifugum
Spach (Gutifferaceae)
Quassia africana L. F HrO 1,8+0.9 Mbatchi et al.,2006
(Simaroubaceae) EtOH 2,204
R H,O 0,8+0/4
EtOH 05+0,1
Rauvolfia vomitoria Afzel F 350+21 Mesia et al., 2008
(Apocynaceae) 25 +1,0 Zirihi et al., 2005
Trema guineensis Shumm& E.R >64 Mesia et al., 2008
Thom (Ulmaceae)
Trichila gilgiana Harms ET >64 Mesia et al., 2008
(Meliaceae)
Triclisia gilletii De Wild. ET 20+0,3 Mesia et al., 2008
(Meliaceae)
Tridax procumbens L. F >64 Mesia et al., 2008

(Asteraceae)
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ETUDE ETHNOBOTANIQUE REALISEE EN R.D. CONGO CHAPITRE 11

11.5. Discussion

Il ressort de cette enquéte que les plantes des familles des Euphorbiaceae (Euphorbia hirta,
Phylanthus niruri, Alchornea cordifolia...), des Rubiaceae (Morinda morindoides , Nauclea
latifolia, Nauclea pobeguinii...), des Caesalpiniaceae (Cassia occidentalis, Cassia hirsuta...),
et des Meliaceae (Entandrophragma palustre, Melia azedarach, Triclisia gillettii...) sont
particulierement bien connues par les populations interrogées, sont largement utilisees, et
contribuent au traitement de nombreuses maladies, utilisées soit seules, soit en association
avec d’autres espéces. La plupart des recettes utilisées sont préparées soit par macération,

infusion ou décoction et sont administrées dans la plupart des cas par voie orale.
Par ailleurs, il est intéressant de noter que:

e la population de I’Est utilise essentiellement des arbres et des herbes (végétation a
tendance savane boisée);

e la population du Centre utilise plutét uniqguement des arbres (végétation a
prédominance forestiére);

e la population de I’Ouest, mélange herbes, arbres et plante entiére (végétation: savane
et forét);

e la population du Sud consomme plus les herbes (végétation a tendance savane

herbacée).

Certaines espéces énumérées dans le Tableau II.3 ont déja fait I’objet d’études in vitro ou in
vivo de leurs propriétés antipaludiques (Tableau I1.4) et certaines espéces font partie de
certains médicaments traditionnels améliorés utilisés en thérapeutiques en R.D.Congo :
Nauclea latifolia et Phyllanthus niruri (MANALARIA), Garcinia kola (NSANSIPHO’S),
Hymenocardia acida (MEYAMICINE). Nauclea pobeguinii a fait I’objet d’une étude clinique
en R.D.Congo sous forme d’un extrait éthanolique a 80% (Mesia et al., 2011; 2012) et
Physalis angulata fait partic d’'un MTA composé de 4 plantes ayant été étudié lors d'une étude
clinique sur la malaria au Ghana (Ankrah, N.A., et al., 2003). L enquéte ethnobotanique ainsi
que Il'étude bibliographique nous ont ainsi permis de sélectionner les plantes les plus

intéressantes en vue de leur exploration en laboratoire.
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PHARMACOLOGIE DES PLANTES SELECTIONNEES CHAPITRE 11

CHAPITRE Il : PHARMACOLOGIE DES PLANTES
SELECTIONNEES LORS DE L’ETUDE ETHNOBOTANIQUE

I11.1. Introduction

Suite a I’étude ethnobotanique, cinq plantes utilisées en médecine traditionnelle congolaise
dans le traitement de la fievre, de I’inflammation, des céphalées, de la malaria ont été
sélectionnées pour un screening antiplasmodial in vitro et in vivo. Les essais de cytotoxicité in
vitro ainsi que la toxicite in vivo ont été également réalisés sur certaines de ces plantes. Les

cing plantes sont:

- Anisopappus chinensis Hook &Arn.
- Entandrophragma palustre Staner

- Melia azedarach L.

- Physalis angulata L.

- Strychnos icaja Baill.

111.2. Description botanique des plantes sélectionnées

La description de plantes sélectionnées a été faite selon la classification APG Il 2009

(Angiosperm phylogeny Group)

111.2.1. Anisopappus chinensis Hook & Arn (Asteraceae)

Figure 111.1: Anisopappus chinensis
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La famille des Compositae ou Asteraceae est une famille cosmopolite comprenant plus de
1100 genres et plus de 25000 especes avec deux sous-familles (Asteroideae et Cichorioideae),

toutes deux présentes dans la flore d’Afrique centrale.

Les Asteroideae sont une sous-famille cosmopolite divisée en plus ou moins 25 tribus,
comprenant environ 1035 genres et plus ou moins 22000 espéces et pour la flore africaine 12
tribus et environ 99 genres (Panero et Funk 2008).

Les Inuleae constituent I’une des tribus de la sous-famille des Asteroideae. C'est une tribu
cosmopolite comprenant 180 genres et 2100 especes, et pour la flore d’Afrique centrale, 18
genres (Blumea, Pluchea, Denekia, Nicolasia, Porphyrostemma, Neojeffreya, Inula, Vicoa,
Mollera, Stoebe, Gnaphallium, Pseudognaphallium, Helicrysum, Anisopappus, Arthroisma,
Blepharispermum, Sphaeranthus, Athrixia) et 125 especes (Lisowski, 1989).

Le genre Anisopappus est paléotropique et comprend environ 36 espéces dont 13 pour la flore
Africaine (A .africanus, A. marianus, A.dentatus, A.chinensis, A.davyi, A.petitianus,
A.bampsianus, A.lejolianus, A.umpembensis, A.robynsianus, A.laastii, A.burundiensis,

A.lawalreanus).

Anisopappus chinensis fait partie de la classe des Equisetopsida, de la sous-classe des

Magnoliidae, de lI'ordre des Astérales, de la famille des Asteraceae et du genre Anisopappus.

C'est une herbe vivace a racines fibreuses, a tiges dressées, simples ou ramifiées dans la partie
supérieure, cylindriques ou légerement angulaires, atteignant plus de 40 cm de haut et striées

d’une pubescence courte et blanchatre.

Les feuilles possedent un pétiole atteignant 2,3 cm de long, un limbe oblong-elliptique a
oblong-ovale de 2-6,5 cm de long et 1-3 cm de large présentant un indument scabre et
blanchatre sur les deux faces, a base cunéée ou parfois tronquée, a sommet obtus, a bord

crénelé-denté.

Les capitules sont hétérogames, subsphériques, 1égérement aplatis, d’environ 2 cm de haut et
2,2 cm de large, solitaires au sommet des tiges ou groupés en cymes laches. Présence d’un
involucre a bractées genéralement subégales, linéaires-lancéolées, densement velues et
glandulaires, de méme que des réceptacles a paillettes égalant les fleurs tubuleuses. Les fleurs

sont jaunes, les males sont Iégérement glandulaires et les femelles tubuleuses, brusquement
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élargies dans la partie supérieure et terminées par 5 lobes triangulaires et pubescents. Les

fruits sont des akénes.
Distribution :

- R.D.Congo: Bas-Congo, Kinshasa, Bandundu, Kasai, Nord-Kivu, Sud - Kivu,
Haut -Katanga, Sud- Katanga, Province orientale, Equateur

- Afrique: Burundi, Rwanda, Mali, Guinée, Sierra-Léone, Ghana, Togo, Nigeria,
Cameroun, Tchad, République centre-africaine, Uganda, Angola, Zambie,
Malawi, Zimbabwe.

- Asie tropicale et Chine

Synonymes: Verbesina chinensis L. (Chine), Sphacophyllum candelabrum O.HOFFM.
(Angola), A. dalzielii Hutch  (Nigeria), A. gracilis O.HOFFM (Angola), A. aureus
(R.D.Congo), A. canensis HUTCH (Zambie).

Habitat: savanes, foréts claires, jachéres, bord des sources d’cau et des marais.

Noms vernaculaires: Kasol-sol, Kisankini, Luswenswe, Makambe.

Usages médico-traditionnels:

La plante entiére est utilisée en médecine traditionnelle congolaise dans le traitement de la

malaria, de I'inflammation, de la fievre typhoide et des ulceres gastroduodénaux.

Données phytochimigues et pharmacologigues:

Dans la grande famille des Asteraceae, un grand nombre de composées chimiques ont déja été
isolés et ces derniers appartiennent a des groupes phytochimiques trés variés: glucides,
terpenes, alcaloides, flavonoides, acides gras, acides phénols et tanins. Certains de ces
composés sont utilisés en thérapeutique pour leurs propriétés antiseptiques, insecticides,
antiinflammatoires, antipaludiques. D’autres se sont révélés cytotoxiques ou toxiques.
Certains composés polyphénoliques et terpénes isoles de cette famille présentent un intérét
économique et commercial (Evans, 2002).

Anisopappus chinensis n'a pas fait l'objet d’un grand nombre d'études phytochimique et
pharmacologique. Dans le genre Anisopappus, A. pinnatifidus a été étudiée sur le plan
phytochimique. Des sesquiterpenes, des pseudoguaianolides, des diterpénes, ont été mis en
évidence (Zdero, 1989).
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111.2.2. Entandrophragma palustre STANER (Meliaceae)

Figure 111.2: Entandrophragma palustre

Entandrophragma palustre fait partie de la classe des Equisetopsida, de la sous classe des
Magnoliidae, de l'ordre de Sapindales, de la famille des Meliaceae et du genre
Entandrophragma.

Le genre africain compte au moins une dizaine d'espéces dont sept en R.D.Congo, les
Entandrophragma fournissent par ailleurs un des acajous d’Afrique.

Les différentes espéces du genre sont caractérisées par leurs folioles qui possedent soit des
pétioles gréles de 15-35 mm de long, soit des pétioles robustes ne dépassant pas 10 mm de
long et dans ce dernier cas, on distingue deux sous groupes:

1. adomaties absentes:

- folioles grandes atteignant plus de 20 cm de long et 10 cm de large et nervures

secondaires avec moins de 14 paires. On distingue
» Les folioles subobiculaires a ovales-oblongues (E. palustre),
> Les folioles elliptiques-oblongues (E. excelsum)
- folioles petites n’atteignant pas 20 cm, on distingue :

» Nervures secondaires a 15-25 paires (E. condollei)
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» Nervures secondaires a 9-12 paires (E. angolensis)

2. a domaties présentes: a l’aisselle de nervures secondaires, folioles
n’atteignant généralement pas 20 cm, on distingue:

- des folioles oblongues, oblongues-lancéolées (E. utile)

- des folioles elliptiques, elliptiques oblongues, lancéolés, ovales-oblongues
(E.cylindricum).

L’espece E. palustre est un arbre atteignant 40 m de haut, possédant une cime profonde et peu
étendue, un fOt atteignant 20 m de haut et 1 m de diamétre, une écorce a rhytidome
superficiellement fissuré et a lenticelles verrugueuses gris-brunatre exsudant un latex
poisseux. Les rameaux sont glabres, a bourgeon terminal courtement tomenteux jaune
chamois. Les feuilles possédent des pétioles plan-convexe, a bords tranchants-subailés,
Pétiolule robuste, canaliculé, de 7-10 mm de long, glabre et un limbe ovale-oblong,
suborbiculaire, elliptique et dissymétrique aigu a la base, présentant des nervures secondaires
et des nervilles trés marquées sur les deux faces. Les fleurs sont a pédicelles de plus ou moins

5 mm, le calice a une forme de plateau.

Distribution:
Forestier central: Bas- Congo, Bandundu, Kasai, Province orientale. Son habitat est la forét

marécageuse périodiquement inondée

Noms vernaculaires : Bosala, Esaka, Esaka bo liwe, Bofombo, Libuyu, Lifaki na mai, Pake.

Usages médico-traditionnels :

Le décocté obtenu des écorces est utilisé en R.D.Congo dans le traitement de la malaria, de

I'inflammation, des rhumatismes, des otites et des ulceres gastro-duodénaux.

Données phytochimiques et pharmacologigues :

Plusieurs limonoides ont été isolés dans la famille des Meliaceae et dans le genre
Entandrophragma mais I'espece E. palustre est moins étudiée sur le plan phytochimique et
pharmacologique. Les travaux effectués par Tithon et al. en 1934 ont mis en évidence la

présence de tanins.
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111.2.3. Melia azedarach L. (Meliaceae)

Figure 111.3: Melia azedarach

L’espéce fait partie de la classe des Equisetopsida, de la sous classe de Magnoliidae, de

I’ordre de Sapindales, de la famille des Meliaceae, du genre Melia.

Le genre Melia regroupe au moins 12 espéces, principalement d’Asie et d’Océanie tropicale.
En R.D.Congo, deux especes ont été trouvées dont une introduite, les deux se distinguent par

les feuilles qui sont entiéres ou dentées et par la taille des drupes.

Melia azedarach est un arbre de plus de 15 m de haut a feuilles pennées de 35 cm de long, a
limbe ovale a lancéolé, cunéiforme a arrondi et souvent dissymétrique a la base, acuminé au
sommet, obtusément denté avec des dents de 3- 8 cm de long, des nervures secondaires peu
visibles. Les fleurs sont pédicellées, les drupes sont ellipsoides, globuleuses et posseédent des

graines noires.

Distribution:
Originaire d’Inde, répandu dans toutes les régions tropicales et subtropicales du monde et tres

fréquent en R.D.Congo.

Usages médico-traditionnels:

Le décocté obtenu des feuilles est utilisé dans le traitement de la fievre typhoide et de la

malaria en R.D.Congo, dans le traitement de la malaria au Kenya (Muregi et al., 2004, Saleem
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et al., 2008, Vishnukanta Rana, 2008). En Asie, les extraits des fruits, des feuilles et de
I'écorce de tronc sont utilises dans les infections dermatologiques; ceux des fruits sont utilisés
comme insecticide et antimycosique; ceux des feuilles comme antiviral et ceux des fleurs
comme antibactérien. La plante est également active contre le vecteur de la malaria (Nathan et
al., 2006, Mavundza et al., 2011).

Données phytochimiques et pharmacologiques :

La famille des Meliaceae est connue comme possédant un grand nombre de composeés a
propriétés insecticides (D'Ambrosso et al., 2002; Wandscheer et al, 2004). Les limonoides

sont les plus étudiés).

111.2.4. Physalis angulata L. (Solanaceae)

Figure 111.4: Physalis angulata.

Physalis angulata fait partie de la classe des Equisetopsida, de la sous classe des

Magnoliidae, de I’ordre des Solanales, de la famille des Solanaceae et du genre Physalis.
Le genre Physalis est typique des régions chaudes et tempérées, principalement d’ Amérique

du Sud, il regroupe au moins une centaine d’especes.

Physalis angulata est une herbe annuelle, glabre, rudérale et ségétale, dressée, pouvant
atteindre 80-100 cm de haut.

Les feuilles sont alternes, simples, pétiolées; le limbe foliaire ovale atteint 10 cm de long et 4-
6 cm de large, est largement cunéé et arrondi a la base, acuminé au sommet, sinueux-denté sur

le bord, penninerve. Les fleurs sont solitaires, pentameéres, pédicellées, possédent un calice
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campanulé, gamosépale, persistant et accrescent dans le fruit, atteignant 3cm de long; la
corolle est de couleur jaune-pale, gamopétale et atteint 1,5 — 3,5 cm de long. Les fruits sont

bacciformes, globuleux.

La plante pousse périodiquement dans les endroits rudéraux, dans les zones marécageuses, a

proximité des cultures vivrieres.

Usages médico-traditionnels :

Physalis angulata est utilisée comme plante alimentaire en R.D.Congo et le décocté obtenu
des feuilles ou de la plante entiere est utilisé dans le traitement de la malaria, de
I’inflammation et des douleurs abdominales. La plante est utilisée a Taiwan pour soigner le
diabéte, I'hépatite, 1’asthme et la malaria (Hsieh et al., 2006), au Japon comme plante
alimentaire qui réduit la tension artérielle et la glycémie (Kokai tokkio, 1986).

Données phytochimiques et pharmacologigues :

L'espece a été beaucoup étudiée sur le plan phytochimique et pharmacologique, les extraits
bruts, les flavonoides ainsi que les terpénes (tritepénes) déja étudiés sont repris dans le tableau
1.1

Tableau 111.1: Données phytochimiques et pharmacologiques de P.angulata

Activités

pharmacologigues Types de composes testés | Références bibliographiques

Antiproliférative Physangulidines A, B, C, E. Jin, 2012. Organic Letters.

Guimaraes et al., 2009. Journal of

Physalines B, D, F. Antimicrobial Chemotherapy.

Antileshmaniose

Guimaraes et al., 2010, Brazilian journal

Physalines B, D, F, G of Pharmacognosy

Yu et al., 2010. International
Immunopharmacology.

Immunodulation
Physaline B, D, F, G Castro et al._, 2008, 2009 Journal of
Insect Physiology.

PhysalinesH, T

Soares et al., 2006. Journal of

Physalines B, F, G
Immunopharmacology.
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Withangulatine A

Sun et al., 2011. Process Biochemistry.

Antiinflammatoire

Physaline F

Brustolim et al., 2010 Journal of Natural
Products.

Physalines B, F, G, D

Soares et al., 2003, European Journal of
Pharmacology.

Physaline E

Pinto et al., 2010. Phytomedicine.

Extrait aqueux

Bastos et al., 2008. Journal of
Ethnopharmacology.

Antioxydante

MeOH

Lee et al., 2009. Food and Chemical
Toxicology.

Cytotoxique

Flavonoide hétéroside

Ismail, 2001. Fitoterapia

Withangulatine |

Lee et al., 2008. Chemical
Pharmaceutical Bulletin.

Withangulatines (B, H) et
physalines (B, D, G, F, J, T, V,
U), withaphysaline A

Damu, et al., 2007. Journal of Natural
Products.

Withanguline A, physanguline
K, J, B, D; withaminimine,
pubenesolide

He et al., 2007. Chemistry &
Biodiversity.

Physanolide A,

Kuo et al., 2006. Organic Letters.

Antipaludique

Physalines B, D, F, G

Sa et al., 2011. Journal of Natural
Products.

Extrait aqueux

Ankrah et al., 2003. Phytotherapy
Research.

antitrypanosomiase

Physagulines L, M, N, D,
flavonol-glycoside

Abe et al., 2006. Chemical
Pharmaceutical Bulletin.

Physaline B

Garcia et al., 2006. Experimental
Pharmacology.

Withanolides

Nagafuji et al., 2004. Biological
Pharmaceutical Bulletin.

Antitumorale

Extrait EtOAC

Hseu et al., 2001. Journal of
Ethnopharmacology.

Extrait aqueux et ethanolique

Wau et al., 2004. Life Science.

Antimicrobienne

Physaline B, D, F, G

Silva et al., 2005.Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz.

Extrait EtOAC

Shim et al., 2002 Nutraceuticals and
Food.

Physaline B, D,

Januario et al., 2002 Phytotherapy
Research.
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111.2.5. Strychnos icaja Baill (Loganiaceae)

Figure 111.5: Strychnos icaja

L'espéce fait partie de la classe des Equisetopsida, de la sous classe des Magnoliidae, de

I'ordre des Gentianales, de la famille des Loganiaceae et du genre Strychnos.

Strychnos icaja est une liane de 20 a 100 m de long et grimpant jusqu’a la hauteur de 40 m
dans les arbres. Le tronc a un diamétre de plus ou moins 15 cm, les racines possedent une
écorce rouge-orangée caractéristique. Les feuilles sont opposeées, elliptiques, glabrescentes et

coriaces, vert-foncées sur les deux faces et a nervures curvilignes. La tige est gris-pale.

Nom vernaculaire : Mbondo bololo (Afrique centrale : R.D.Congo).

Usages médico-traditionnels :

Elle est utilisée comme poison de fléches et d’épreuve (ordalies), seule ou en association avec
d’autres plantes par des tribus d’Afrique centrale, utilisée ¢également en médecine
traditionnelle sous forme de macéré de racines dans les vins de palme pour soigner les
affections gastro-intestinales; les racines ont été utilisées par les pygmées a 1’Ouest du
Cameroun vers les années 1970 pour soigner le paludisme et en R.D.Congo les racines et les

petites branches sont utilisées dans le méme but (Newinger, 1996).

Données phytochimiques et pharmacologigues:

Plusieurs types d’alcaloides ont éteé isolés de la plante dont certains ont des propriétés
antiplasmodiales (Kambu et al., 1979; Fréderich et al., 1999, 2000, 2001; Philippe et al., 2004,
2007 ; Tchinda et al., 2012).
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111.3. Screening antiplasmodial in vitro

Les extraits totaux préparés a partir des plantes sélectionnées (Chapitre V) ont été testés tout

d’abord sur la souche chloroquino-sensible (3D7) du Plasmodium falciparum et ceux

montrant une bonne inhibition de croissance du Plasmodium, ont été sélectionnés pour étre

testés sur la souche chloroquino-résistante (W2) du Plasmodium falciparum.

111.3.1. Résultats

Les résultats sont repris dans les Tableaux I11.2 a I11.5.

Tableau I11.2: Rendement en pourcentage (%) des différents extraits totaux préparés
(extraction non séquentielle).

Plantes Rendement en %

CH,Cl, | MeOH | H,0 EtOH (Eg(()):g?zo (E;gf'ég)zo
A. chinensis 2,3 14,3 12,7 7,5 12,3 9,6
E. palustre 4,4 59,0 37,1 - - -
M. azedarach | 5,7 14,4 18,7 - - -
P. angulata 4,5 22,6 19,3 8,2 10,7 10,3
S.icaja 4,9 16,6 54 - - -
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Tableau 111.3: Résultats de I’activité antiplasmodiale de différents extraits obtenus par

extraction non séquentielle (Clsp); de la cytotoxicité et détermination de I’index de
sélectivité (1S)

Espéces Partie | Extraits 3D7 W2 WI-38 SI
utilisée Clso: Clso: Clgo:

pug/mi pug/mi ug/mi

A. chinensis Plante MeOH 8,82 +2,83 12,24 +1,91 | 126.33+6.50 | 10,32
entiere CH,CI, 6.53 + 1.33 6.37 £1.16 | 98.25+£19.32 | 15.42

H,0O 76.51+ 23.65 nd nd nd
EtOH 13,55 + 2,70 nd nd nd
EtOH / 14,59 £ 2.30 nd nd nd
H20
(70/30)
EtOH/ 13,42 + 0,04 nd nd nd
H20
(50/50)

E. palustre Ecorce MeOH 15.84+1.19 35.98+4.61 nd nd
de CH,CI, 17.69+2.16 23.1848.10 nd nd
tronc

H,O >100 nd nd nd

M. azedarach Feuilles | MeOH 55.13+10.67 44.62+3.22 nd nd

CH,CI, 19.14+10.15 28.10+£1.20 nd nd
H,O >100 nd nd nd
P. angulata Feuilles | MeOH 1,27+0.25 3,02+2.10 15.68+1.11 5
CH,CI, 196 +1.21 2,00+0.08 7.84+0.58 4
H,O 23,10 +1.18 nd nd nd
EtOH 2,29 + 0,25 nd nd nd
EtOH /H 3,61+0,30 nd nd nd
20
(70/30)
EtOH/H 6,19+ 0,61 nd nd nd
20
(50/50)
S. icaja Ecorce MeOH 0,69+0.25 0,42+0.22 nd nd
des CH,CI, 0,84+0.05 0,61+0.35 nd nd
Racines H,O nd nd nd
Témoins
Chloroquine 0,0073+£0.0022 | 0,0036+0.000 nd nd
6

Artemisinine 0,0024+0.00013 | 0,0017+0.004 nd nd
3

Camptothécine nd nd 0,0192+0.020 | nd

Légende: nd (non déterming)

ICs0 (Clsp): Concentration inhibitrice 50
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Tableau I11.4: Comparaison des résultats de I’activité antiplasmodiale in vitro sur la
souche 3D7 des extraits totaux obtenus par extraction sequentielle et non séquentielle
d’Anisopappus chinensis. Les numéros correspondent a I’ordre d’extraction

Plantes Extraits 3D7(ICso | Rendement

pg /ml) %

Hexane (1) 36,76 0,9

A.chinensis Acétate d’éthyle 708 5

(extraction séquentielle) (2) ’

Méthanol (3) 20,53 4,7

A.chinensis chhlor(olr)nethane 6,24 3,5
(extraction sequentielle) Mé&thanol (2) 2160 143
A.chinensis Dichlorométhane 6.93 3.3

Extraction non

séquentielle Méthanol 8.92 14.1

Tableau 111.5: Résultats de test d’hémolyse des extraits d’Anisopappus chinensis et de
Physalis angulata exprimés en pourcentage.

Longueur % d’hémolyse des extraits
?’(’n)de Anisopappus chinensis Physalis angulata
nm
H,O CH,Cl, MeOH H,O CH,Cl, MeOH
550 0,29 0,7 0,03 0,26 14 0,13
570 0,27 0,09 0,24 0,18 0,65 0,15
570 0,03 0,24 0,21 0,15 0,55 0,09

111.3.2. Discussion

Les extraits MeOH et CH,Cl, de Strychnos icaja ont montré une activité antiplasmodiale

importante sur les deux souches de Plasmodium falciparum. Les Clsy confirment bien les
valeurs trouvées par Fréderich et al. en 1999, 2000, 2001 et Philippe et al. en 2007 (Clso

1pg/ml).

Les extraits MeOH et CH,Cl, de Physalis angulata ont montré une activité tres intéressante

sur les deux souches (Clsg < 3ug/ml), ces valeurs sont meilleures que celles trouvées par

Zirihi et al. en 2005; Hsieh et al., en 2006; Kvist et al. en 2006. Les extraits éthanoliques et

hydroéthanoliques n’ont été testés que sur la souche 3D7 avec une Clsg < 5ug/ml.
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Les extraits au MeOH et CH,CIl, d’Anisopappus chinensis ont montré une activité
intéressante sur la souche 3D7 avec une Clsg autour de 7ug/ml tandis qu’au vu de la souche
W2, seul I’extrait au CH,Cl, a montré une activité intéressante (Clso: 6,54 pug/ml) contre 12,24
pg/ml de ’extrait MeOH. Les extraits éthanoliques et hydroéthanoliques ont été moins actifs
sur la souche 3D7 (Clsp < 20pg/ml).

Les extraits d’Entandrophragma palustre et de Melia azedarach se sont montré les moins
actifs sur les deux souches étudiées. Les extraits aqueux de toutes les plantes se sont montrés
inactifs sauf pour Physalis angulata, (activité modérée).

Les extraits aqueux, dichlorométhane, méthanoliques d’Anisopappus chinensis et de Physalis
angulata ne sont pas hémolytiques in vitro, ce qui confirme une activité antiplasmodiale

specifique sur les deux souches de Plasmodium falciparum.

Sur base des valeurs de Clso obtenues, Anisopappus chinensis et Physalis angulata ont été
sélectionnées pour la poursuite de nos travaux. Quant a Strychnos icaja, plusieurs études ont
déja été faites sur I’activité antiplasmodiale et celles-ci ont porté sur les extraits totaux et sur
les produits purs isolés (Philippe et al., 2004, 2007 ; Fréderich et al., 1999, 2000, 2001).

I11.4. Test de cytotoxicité in vitro

Les extraits d’Anisopappus chinensis et Physalis angulata ont été testés in vitro sur la lignée
cellulaire WI-38 selon la méthode décrite au chapitre V. Les résultats sont repris dans le
tableau 111.2.

111.4.1. Discussion

Les extraits d’Anisopappus chinensis se sont révélés non cytotoxiques comparativement a
ceux de Physalis angulata avec des index de sélectivité respectifs de 10 et 15 (Anisopappus
chinensis) contre 4 et 5 pour Physalis angulata. Cela indique donc une bonne sélectivité
d’Anisoppaus chinensis pour P. falciparum. Les valeurs des index de sélectivité de Physalis

angulata confirment bien les travaux antérieurs effectués par Damu et al. en 2007.
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111.5. Screening antiplasmodial in vivo

Certains extraits d’Anisopappus chinensis, de Physalis angulata et d’Entandrophragma
palustre ont été testés in vivo sur des souris NMRI et Swiss infestées par le Plasmodium

berghei berghei selon la méthode décrite au chapitre V.

Deux essais ont été effectués avec deux doses différentes, la premiere évaluation a été faite a
la dose de 300 mg/kg selon la méthode de Tona et al., 2001 et la seconde & 400 mg/kg selon la
méthode classique du test suppressif de Peters et al.,1975. L’évolution du poids corporel des

souris ainsi que la viabilité de celles-ci ont été contr6lés durant I’essai.

111.5.1. Résultats
Les résultats obtenus sont repris dans les tableaux 111.6 a 111.9 et ces derniers sont associés aux
figures 111.6 & 111.13.
Tableau 111.6: Pourcentage d'inhibition de la parasitémie aux jours 8 et 9 a la dose de

300 mg/kg. P value calculée selon le test de t-Student par rapport au test selon Tona et
al.

Plantes Témoins extraits %d 1r31181b1t10n Pvalue %d mjglbltlon Pvalue
MeOH 80,5 0,001 63,2 0,007
A chinensis EtOH 65,5 0,004 439 0,047
CH,CI, 60,8 0,013 47,7 0,035
H,O 85,6 0,002 46,6 0,027
p. angulata H,O 58,7 0,005 61,2 0,006
' EtOH 434 0,005 61,6 0,001
E. palustre H,O 52,2 0,036 73,3 0,034
Chloroquine 80,0 0,002 100,0 0,035
Quinine 70,3 0,010 73,3 0,001
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Figure 111. 6: Pourcentage d’inhibition de la parasitémie des différents extraits aux jours
8 et 9 (Testselon Tonaet al.).

Tableau 111.7: Pourcentage d’inhibition de la parasitémie de différents extraits a la dose
de 400 mg/kg aux jours 4 et 7. P value calculée selon le test de t-Student par rapport au
test de Peters.

% %
Plantes Témoins Extraits | inhibition | pvalue inhibition P value
J4 J7
A.chinensis MeOH 51,3 0,017 65,6 0,004
P.angulata MeOH 42,8 0.038 68,9 0.020
Chloroquine
(10mg/kg) 76,5 0,021 85,3 0,004
A.chinensis CH,Cl, 45,6 0,007 65,6 0,004
P.angulata CH,CI, 67,6 0,024 74,3 0,021
Chloroquine
(10mg/kg) 76.1 0,008 81,1 0,011
A.chinensis H,0 81,7 0,012 79,2 0,038
P.angulata H,0 69,5 0,005 79,9 0,023
Chloroquine
(10mg/kg) 82,6 0,032 88,9 0,002
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Figure 111.7: Pourcentage d’inhibition de la parasitémie des différents extraits aux jours
4 et 7 a la dose de 400mg/kg (Test de Peters).

Tableau 111.8 : Variation du poids moyen (g) des souris traitées a la dose de 400 mg/kg
(test de Peters).

Plantes Témoins Extraits | J4 J7 J14 |J21 |J28
A.chinensis MeOH |21,0 | 18,6 | 15,6 |19,0 | 20,5
P.angulata MeOH |21,0 |18,6 |156 |17,5 |215
Chloroquine 224 1210 | 20,2 | 20,6 | 23,6
Négatif 21,0 | 18,6 | 17,3 | 16,3 | 16,0
A.chinensis CH)Cl, | 20,2 | 20,2 |18,0 |17,4 |-
P.angulata CH,Cl, | 20,2 | 20,2 | 16,9 |15,0 | 16,1
Chloroquine 248 (23,4 [ 194 |21,2 | 22,6
Négatif 18,0 | 151 | - - -
A.chinensis H,O 276 | 26,2 | 21,4 | 24,6 | 25,8
P.angulata H,O 258 (21,2 | 21,0 | 23,6 | 25,0
Chloroquine 25,8 | 24,0 | 236 | 26,6 | 28,0
Négatif 25,8 [ 22,0 | 19,6 |18,9 | 18,0
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Figure 111.8: Variation du poids (g) des souris traitées aux extraits MeOH d’ A.chinensis
et de P. angulata a la dose de 400mg/kg (test de Peters).
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Figure 111.9: Variation du poids des souris traitées aux extraits CH,Cl, d’ A.chinensis
et de P.angulata a la dose 400mg/kg (Test de Peters)
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Variation de poids de souris traitées aux extraits aqueux

30
5 25 N
k=
&, 20
= =—AH20
= 15
S —a—-PH20
Z10 ST
= Chloroquine
” 5 témoins negatifs

0 T T T T 1
Ja 17 J14 J21 J28
jours de controle

Figure 111.10: Variation du poids des souris traitées aux extraits aqueux d’A. chinensis
et de P. angulata a la dose de 400 mg/kg (test de Peters).

Tableau 111.9: Viabilité (%) des souris traitées aux extraits de A.chinensis et P.angulata
a la dose de 400 mg/kg, du jour 4 au jour 28 (test de Peters).

Plantes Témoins Extraits J4 J7 J14 J21 J28
A.chinensis MeOH 100 80 60 40 40
P.angulata MeOH 100 100 80 80 80
Chloroquine 100 100 100 100 100

Négatifs 100 60 60 40 20

A.chinensis CH,Cl, 100 60 40 20 -
P.angulata CH,Cl, 100 100 60 40 40
Chloroquine 100 100 100 100 100

Négatifs 100 40 - - -
A.chinensis H,O 100 100 100 100 100
P.angulata H,O 100 100 100 80 80
Chloroquine 100 100 100 100 100

Négatifs 100 60 60 40 40
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Figure 111.11: Viabilité (%) des souris traitées aux extraits CH,Cl, d’A. chinensis et de
P. angulata a la dose de 400mg/kg (Test de Peters).
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Figure 111.12: Viabilité (%) des souris traitées aux extraits aqueux d’A.chinensis et de P.
angulata a la dose de 400mg/kg (test de Peters).
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Viabilité de souris traitées aux extraits MeOH
120
100 -
v
= 80 - -
= B AMeOH
- 60 M —
T mPMeOH
$ 407 [ Chloroquine
20 B Témoing négatifs
0 -
Ja 17 114 121 28
jours de controle

Figure 111.13: Viabilité (%) des souris traitées aux extraits MeOH d’A. chinensis et de P.
angulata a la dose de 400mg/kg (test de Peters).

111.5.2. Discussion

A la dose de 300 mg/kg comme a celle de 400 mg/kg, et quel que soit le protocole
expérimental utilisé, les différents extraits testés, y compris les extraits aqueux, ont montré
une inhibition importante de la parasitémie statistiquement significative. Ceci pourrait
expliquer leur utilisation en médecine traditionnelle dans la fievre et la malaria. On peut
également noter une nette reprise de poids des souris traitées aux extraits aqueux et
méthanoliques d’Anisopappus chinensis et de Physalis angulata, alors qu’une certaine toxicité

semblerait se manifester en ce qui concerne les extraits au dichlorométhane.

111.6. Screening antiplasmodial ex-vivo (in vitro)

Les extraits totaux d’Anisopappus chinensis et Physalis angulata ont été mis en culture avec
du sang impaludé obtenu des patients atteints du paludisme a Plasmodium falciparum selon la

méthode décrite au chapitre V.

111.6.1. Résultats
Les résultats sont présentés en pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en

schizontes et sont repris dans les tableaux 111.10 a 111.12 et figures 111.14 a 111.15.
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Tableau 111.10: Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en schizontes

par différents extraits d’Anisopappus chinensis.

Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en fonction
Concentration Quinine des extraits testés

(g/ml) CH,Cl, | H,0 | MeOH Et(?(';ggio Et((gg!gg;o EtOH
200 100 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100 100
50 99 100 100 100 100 100 100
25 85 87 95 100 100 100 88
12,5 70 79 76 78 99 99 48
6,25 56 77 60 74 74 91 43
3,125 48 49 34 64 64 79 33

1,5625 45 47 28 46 45 35 6
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Figure 111. 14: Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en schizontes
par différents extraits d’A. chinensis.
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Tableau 111.11: Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en schizontes
par différents extraits de Physalis angulata.

Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en fonction
Concentration Quinine des extraits

(kg /mi) CH,Cl, | H,0 | MeOH Et(?(';ggio Et((gg!gg;o EtOH
200 100 100 100 100 100 100 100
100 100 100 99 100 100 100 100
50 99 100 97 100 100 100 100
25 85 95 97 100 100 98 88
12,5 70 78 95 93 99 95 76
6,25 56 53 82 88 95 95 41
3,125 48 39 72 70 95 85 29
1,5625 45 39 32 43 35 35 29

%d'inhibition de Ia maturation des trophozoites en
schizontes
120
100 1 mm (] L] R n
= - ”% == Quinine
£ S0
= )< —+—PCH2CI12
E 00 ——PAH20
PO ¢ ——PMeOH
-
20 —e—PEtOH/H20 (70:30)
0 T T T T T T T 1 1A P
I PEtOH/H20 (50:50)
v S NS PEtOH
concentration en ug/ml

Figure III. 15: Pourcentage d’inhibition de la maturation des trophozoites en schizontes
par différents extraits de P. angulata
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Tableau 111.12: Concentrations inhibitrices 50 (Clsg) des extraits d’Anisopappus
chinensis et de Physalis angulata

Extraits Clso (Mg/ml) P.angulata Clsp (ug/ml) A.chinensis
CH,Cl, 4,34 5,37
H,O 5,24 2,98
MeOH 2,22 3,08
EtOH/H,0 (70 :30) 2,14 3,09
EtOH /H,0 (50 :50) 2,58 1,65
EtOH 13,01 7,59
Témoin
Quinine 3,51ug/ml

111.6.2. Discussion
Les extraits polaires et apolaires d’Anisopappus chinensis et de Physalis angulata se sont
également révélés actifs ex- vivo sur le Plasmodium falciparum (Clso < 15upg/ml), les extraits
aqueux et hydroéthanolique (50:50) d’Anisopappus chinensis étant les plus actifs (Clsy <
3ug/ml).

I11. 7. Toxicité in vivo des extraits aqueux totaux d’Anisopappus chinensis et de Physalis

angulata.

Les doses létales 50 et 100 des extraits aqueux d’Anisopappus chinensis et de Physalis
angulata ont été déterminées chez des rats wistar méles et femelles selon la méthode décrite
au chapitre 1V, les résultats obtenus sont repris dans les tableaux 111.13 a 111.19 et aux figures
111.16 a 111.21.

111.7.1. Résultats

111.7.1.1. Résultats des tests de toxicité aigue des extraits aqueux
d’Anisopappus chinensis et de Physalis angulata.
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Tableau I11.13: Administration unique de doses variables de I’extrait aqueux
d’Anisopappus chinensis chez les rats wistar males et femelles (toxicité aigue).

Légende:

Plantes Doses Rats | Nombre/cage | déces
(9/kg)

1 ) 5 0

Q 5 0

d 5 0

2 o 5 0

3 ) 5 0

Q 5 0

d 5 0

4 9 5 0

5 &) 5 0

: . Q 5 0

A.chinensis : gl 5 0

Q 5 5

J 5 5

10 5 c =

J 5 5

12 5 c =

J 5 5

14 5 = =

J 5 5

15 5 = =

Témoins Eau de Q 5 0

(T robinet g 5 0
34 - males

Q : femelles
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Tableau I11.14: Administration unique de doses variables de I’extrait aqueux de Physalis
angulata chez des rats wistar males et femelles (toxicité aigue).

Plantes | Doses/g/kg | Rats | Nombre/cage | déces

1 3 5 0

Q 5 0

9 3 5 0

Q 5 0

d 5 0

3 0 5 0

3 5 0

4 0 5 0

e ———

P.angulata . a 5 3

Q 5 3

d 5 5

! 0 5 5

9 3 5 5

Q 5 5

d 5 5

11 5 = =

d 5 5

13 5 = =

Témoins Eau de 3 5 0

(M robinet Q 5 0
Légende :
3 - males

Q : femelles

111.7.1.2. Discussion

Les doses létales 100 déterminées (la plus petite dose qui tue tous les animaux) pour nos deux
extraits sont respectivement de 10 g/kg (Anisopappus chinensis) et de 6,5g/kg (Physalis
angulata). La plus grande dose qui ne tue pas tous les animaux soumis a 1’expérimentation a
été également déterminée, elle est respectivement de 8 g/kg (Anisopappus chinensis) et

4,5g9/kg (Physalis angulata).

111.7.2. Résultats de la dose Iétale 50 (DLsp)

Les deux doses déterminees ci-dessus (dose létale 100, la plus petite dose qui tue et la plus
grande qui ne tue pas) ont eté utilisées dans la détermination de la dose létale 50.
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111.7.2.1. Détermination de la dose létale 50 d’Anisopappus chinensis

Tableau I111.15: Détermination de la dose létale 50 de I’extrait aqueux d’Anisopappus
chinensis. (Donnees expérimentales).

Doses (g/kg) Rats Nombre/cage Déces
8 d 10 0
Q 10 0
d 10 2
8,5 Q 10 2
9 3 10 4
Q 10 2
d 10 6
95 0 10 2
3 10 10
10 Q 10 10
. 4 10 0
Témoins (T) o 10 0

Differents modéles de régression ont été testés en vue de choisir celui qui présenterait un bon
coefficient de corrélation (R?) avec le meilleur graphique de résidus des différents points

expérimentaux.

Tableau I111.16: Différents modeles de régression et leurs parametres chez les rats males
pour Anisopappus chinensis.

Modele de régression Equation de la droite Valeur de R? DLso
Linéaire Y=4,8x- 38,8 0,97 8,9
Logarithmique Y=42,8In(x)- 89,5 0,96 9
Polynomiale (2) Y=1,142x° — 15,8x+53,2 0,99 9,2
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e
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e
75 -
._% . ////./' =
=1 <
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0 — -’//
e
-2.5 - T T | T T
7.5 8 8,5 9 95 10 10,5
Dose (g/Kg)

Figure 111.16: Relation dose-effet chez les rats males et distribution des points

experimentaux pour A.chinensis

1 —_
0.8+
06 T
04 +
02+

0
-0,2 ¢
0,4 +
0,6 +
_0,8 —+

-1 +

Résidus

Variable X 1

Figure 111.17: Graphique des résidus des rats males pour A. chinensis.
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Tableau I11.17: Différents modeles de régression et leurs paramétres chez les rats
femelles pour Anisopappus chinensis.

Modeéle de régression Equation de la droite Valauzr de DL50
Linéaire Y=4,4x- 36 0,81 9,1
Logarithmique Y=38,9In(x)- 81,8 0,79 9,1
. Y=2,857x" -
Polynomiale (2) 47 03x+194 0,93 9,5

12,5

Nombre de décés

Doze (g/Kg)

9,5

10,5

Figure 111.18 : Relation dose-effet et distribution des points expérimentaux des rats
femelles pour A.chinensis.
3 -
2 .
l -
.
¢ 3
0 i i i i i | ©
n
2 4 6 8 10 12 w0
-1 4 x
.
2 - L 4
Variable X 1

Figure 111.19: Graphique de résidus des rats femelles pour A.chinensis.
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111.7.2.2. Détermination de la dose létale 50 de Physalis angulata

Tableau I111.18: Détermination de la dose létale 50 de I’extrait aqueux de Physalis
angulata. (Données expérimentales).

(2:’/?(25) Rats Nombre/cage Décés
P e
e e
A
6,0 g 18 g
R ———

Témoins (T) g 18 8

Tableau 111.19: Différents modeles de régression et leurs parametres expérimentaux

pour les rats méles et femelles traités par Physalis angulata.

Equation de la

Modeéle de régression droite Valeur de R | DLso (g /kg)
Linéaire Y=5,2x- 24,4 0,97 5,654
Logarithmique Y=29,5In(x) - 45,9 0,95 5,627
Exponentielle Y=0,0114 """ x 0,98 5,812
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12,5

10 H

7,5 —

5

Nombre de déces

7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5
Dose (g/Kg)

Figure 111.20: Relation dose-effet et distribution de points expérimentaux pour les rats
males et femelles traités par Physalis angulata.

0,8 2
0,6
0,4 1 0
0,2 T

Résidus
o
<

-0,2375 4 4,5 5 55 6 6.5 7
-0,4 + o)

-0,6 T
-0,8 + 5!

Dose

Figure 111.21: Graphique de résidus pour les rats males et femelles traités par Physalis
angulata.

111.7.2.3. Discussion

De tous les modéles testés, le modele de régression linéaire a été choisi sur base de son
coefficient de corrélation et de son graphique de résidu. En utilisant ce modele, les doses
létales 50 de deux extraits sont respectivement de 8,9 et 9,1 g/kg (rats males et femelles traités
par Anisopappus chinensis) et 5, 65 (rats males et femelles traités par Physalis angulata).
Nous avons notifie une différence de comportement entre les méales et les femelles pour
Anisopappus chinensis. Par contre, dans Physalis angulata les deux sexes ont présenté un

méme comportement avec une méme dose létale50.
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Malgré I’index de sélectivité relativement bas (IS: 4-5) de Physalis angulata (extrait MeOH),
la dose letale 50 de I’extrait aqueux est supérieure a 5 g/kg, Ceci pourrait confirmer la faible

toxicité de I’extrait aqueux in vivo.

L’extrait aqueux d Anisopappus chinensis s’est révélé moins toxique par rapport a Physalis

angulata dose létale > 8g /kg

Un léger changement du rythme respiratoire et de la mobilité a été enregistré 30 minutes a 1

heure aprés 1’administration pour les deux plantes.

111.8. Dosage de paramétres biochimiques et hématologiques

Les enzymes hépatiques (GOT, GPT) et les paramétres hématologiques (glucose, urée,
créatinine, hémoglobine) ont été doses dans le sang prélevé du cceur des rats ayant survécu
apres 14 jours d’observations selon la méthode décrite au chapitre V. Les résultats sont repris
dans les tableaux 111.20 et 111.21.

111.8.1. Résultats du dosage des parameétres biochimiques et hématologiques pour
A.chinensis.

Tableau 111.20: Valeur des parametres biochimiques et hématologiques des rats males et

femelles traités par A.chinensis.

Z{/’ESS Rats | GOT (U/L) ((L;J?E) C(rr?]ag;g:;] i (rlrfgrfgn ((BrLugc}?j?? Hb (g/dl)
T4 |77.4+1.24 | 3212074 | 0,9:008 | 3542091 | 97.1+1,54 | 12,9%0,42
TO | 91,0£0,96 | 26,51,05 | 0.7:008 | 32,041 67 | 80.4+1,86 | 12,2+0,86
iy 2 | 7612138 | 38.980,54 | 00+ 010 | 416151 | 96,741,71 | 12,980,902
O | 80,9%0.71 | 265+1,09 | 0.8+0,10 | 32,2+0,83 | 84.6+1,45 | 11,9+0,40
2 | 74,8+0,93 | 40,7£0,76 | 0,7£0,08 | 41,740.82 | 101,6+1,84 | 12,6+1,07
85 O | 80,8+1,24 | 28.8+1,37 | 0,0+0,07 | 37,3123 | 91,240,908 | 11,8£0,43
o 2 | 74.0%139 | 41,6 0,83 | 0,740.10 | 43,7%1,03 | 107,1£2,09 | 11,980,73
O | 66,141,084 | 20,7+1,24 | 0.0+0,05 | 41,940,78 | 99,5137 | 11,7£0,91
o 3 | 61,5:060 | 455¢1,76 | 0,740,07 | 44,240,53 | 121,580,83 | 11,980,20
O | 61,120,19 | 34,8%0.33 | 1,0:005 | 43,9+0,86 | 101,10,91 | 11,6+0,52
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111.8.2. Résultats du dosage des parameétres biochimiques et hématologiques pour

P.angulata.

Tableau 111.21: Valeurs des paramétres biochimiques et hématologiques des rats méales
et femelles traités par P.angulata.

Doses Rats GOT GPT Créatinine Urée Glucose | |, (/d)
(gr/kg) (U/L) (U/L) (mg/dl) (mg/dl) | (mg/dI)

T4 76,1+ 1,92 32,9+0,69 | 0,8+0,08 | 34,1+0,28 | 80,6+£1,97 | 12,5+£0,31

T? 90,6x0,76 27,9+£0,68 | 0,7£0,05 | 32,1+0,68 | 81,4+1,97 | 12,5+£0,86

45 3 62,1+1,09 33,5+1,55 | 0,7£0,08 | 38,2+0,45 | 65,5£1,35 | 12,3+£0,69

Q 86,6+0,79 26,5+0,86 | 0,7+0,04 | 39,6+0,77 | 72,7+1,78 | 10,9+0,86

50 3 56,3+0,54 34,1+1,09 | 0,7+0,05 | 40,5+0,56 | 60,1+0,14 | 12,1+0,04

Q 81,7+0,19 26,8+0,25 | 0,7+0,05 | 40,5+0,61 | 66,7+1,82 | 10,6+0,41

55 ) 53,7+1,84 40,3+0,44 | 0,6x0,06 | 54,1+0,20 | 57,2+0,38 | 10,5%0,36

Q 79,6%0,72 29,7+1,06 | 0,6£0,04 | 46,1+1,44 | 60,5+0,39 | 10,1+£0,13

6,0 3 46,6+0,63 46,5+1,79 | 0,6+0,05 | 61,6+1,86 | 44,7+0,71 | 8,5+0,10

Q 75,4+0,30 34,8+1,45 | 0,6x0,05 | 57,8£0,98 | 45,9+0,48 | 7,7+0,34

111.8.3. Discussion

Une différence a été enregistrée entre les rats males et femelles traités par Anisopappus
chinensis dans le dosage de la créatinine. L’augmentation de la dose d’extrait serait
responsable de la diminution de la créatinine chez les males contre une augmentation chez les
femelles. Les autres valeurs mesurées diminuent ou augmentent pour les deux sexes (Tableau
[11.21). Les rats males et femelles traitées par Physalis angulata ont présenté des valeurs
mesurées similaires pour les deux sexes, correspondant a une diminution ou a une
augmentation (Tableau I11.22). La diminution du taux d’hémoglobine et de glucose observée
chez les rats ayant recu 1’extrait aqueux de Physalis angulata, confirme les travaux effectués
par Kokai Tokkyo, 1986.
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CHAPITRE IV: ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES PLANTES
SELECTIONNEES

IV.1. Introduction — Screening phytochimique

Un screening phytochimique préliminaire a été realisé sur les plantes sélectionnées grace a
I’étude ethnobotanique. Le mode opératoire a été décrit au chapitre V. Ce screening a permis
d’identifier les groupes phytochimiques majoritaires et ceux-ci sont décrits dans le tableau
IV.1.

Tableau 1V.1: Screening phytochimique préliminaire des plantes sélectionnées.

Classes phytochimiques
Plantes Acides i . ) . .
) Alcaloides Flavonoides Tanins Terpénes Saponines
phenols
Anisopappus
++ - ++ + ++ ++
chinensis
Entandrophragma
- - - + + +
palustre
Melia azedarach - - + + + +
Physalis angulata + - + + ++ ++
Strychnos icaja + ++ + - + +

Légende : + : Présence
++ : Présence en quantité importante
- : Absence
+ : Présence en traces

Les deux plantes que nous avons choisis de travailler plus particulierement par la suite,
Anisopappus chinensis et Physalis angulata (111.3.2) contiennent des flavonoides, des acides
pheénols et des terpénes. Ces composes pourraient jouer un rOle dans [Dactivité
antiplasmodiale. C’est ainsi que notre étude phytochimique approfondie s’est basée sur

I’isolement des terpenes et des flavonoides dans les plantes sélectionnées.
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IV.2. Fractionnement bioguidé d'Anisopappus chinensis (plante entiére) et Physalis

angulata (feuilles).

Les étapes de purification ont été guidées par les résultats de I’activité antiplasmodiale,
chaque fraction obtenue a été évaluée in vitro sur la souche chloroquino-sensible (3D7) du
Plasmodium falciparum. Les extraits (des plantes) utilisés ont été obtenus par percolation

selon le mode opératoire décrit dans chapitre V.

IV.2.1. Etude phytochimique d’Anisopappus chinensis

1V.2.1.1. Extraction et fractionnement bioguidé

Une premiére extraction a été réalisée selon le schéma détaillée (figure 1V.1) suivi d’un
fractionnement bioguidé sur colonne de silice. L’extraction a été réalisée a l'aide de
dichlorométhane, car nos travaux préliminaires avaient mis en évidence la meilleure activité

pour cet extrait.
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100 g (poudre
d’A.chinensis, Plante

entiere)
J CH.CI,
v 1L
Extrait CH,ClI, \ Marc
Clsg :
3D7: 7,04 ug/mi
W2 : 8,17 pg/ml
Rendement : 3,31 %
2,2 g d’extrait
CH,Cl,
Lichroprep Si > Phase mobile : Hexane — acétate
(43-63pm) d’éthyle (gradient séquentiel)

99-1/ 95-5/ 90-10/ 80-20/ 60-40/ 20-80/
0-100/ 100 % MeOH

‘ —‘1_
.
< >

M1 : 65,3 mg M2 :194,3 mg M3 :72 mg M4:25, 5 mg M5 :233 mg M6 :39,4mg

Clso: 18,5 Cls :3,03 Cls : 4,88 Clsy: 10,4 Clsy: 10,4 Cls :16,7

M7 : 58,5 mg M8 : 34,3 mg M9 :18,3 mg

CI50 :20,1 Cl;n . 25.6 Clsn . 26.8
-nniiii
Figure IV.1: Schéma d’extraction d’Anisopappus Phase mobile: CH,CI,/MeOH
chinensis par CH,Cl, et CCM des fractions (95-5)
obtenues.
Révélation : vanilline
Clso: pg/ml sulfurique
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Les fractions sont obtenues par regroupement de tubes ayant le méme profil
chromatographique. L’activité antiplasmodiale étant concentrée dans les fractions M2 et M3,

des lors, elles ont été sélectionnées pour poursuivre la purification bioguidée.

Le chromatogramme des 9 fractions obtenues du fractionnement bioguidé, observé aux U.V a
254 nm avant pulvérisation, n’a pas montré de bandes de fluorescence franche des fractions
actives M2 et M3. Apres pulvérisation de la vanilline sulfurique une séparation de bandes a
été bien observée au visible. C’est ainsi que nous avons décidé de procéder par
chromatographie sur couche mince préparative (phase mobile: CH,Cl,-MeOH) et CLHP-

préparative afin d’isoler les composés majoritaires de ces deux fractions.

Malheureusement, les 2 essais réalisés sur la fraction M2 par chromatographie sur couche
mince préparative ne nous ont pas permis d’obtenir une bonne séparation. La fraction M3 par
contre a été soumise a une CLHP- préparative (Hostettman, 1997), la CCM de 9 fractions

obtenues est présentée a la figure IV.2.

Conditions utilisées.

Colonne: Rp18 Lichrospher 100, 12um
Phase mobile: MeOH/ H,0 (85-15)

Mode: isocratique, débit: 20 ml/ min

Echantillon: 72 mg

- ~——
—
— -
M31 M32 M33 M34 M35 'A'-.;dvi"nﬁ' ‘M37 M38 M39

il haw

Figure IV.2: CCM des fractions de la CLHP-préparative de M3. Phase mobile: CH,Cl,
/MeOH (95-5). Révélation: Vanilline sulfurique.
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Les fractions M33, M35 et M39 ont été analysées par résonance magnetique nucléaire (RMN)
et spectrométrie de masse mais seule la fraction M35 a donné des spectres analysables. Les
spectres RMN Proton et Carbone sont présentés aux figures 1V.3 et 1V.4 et le spectre de

masse figure 1V.5.

IEABHRLZAY FHpaa =8R 238 =S85 Y IRAA 4897
= I | — N N
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Figure 1V.3: Spectre RMN-"H du composé M35 dans le CDCI3
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Figure 1V.4: Spectre RMN-*C du composé M35 dans le CDCI3
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100 279.64 1.70e7
Acide linoléique (Clsp : 27,27pg/ml)
h Acide linoléique (référence) :

Clsa : 36.4700/ml

=
311.63
413.37
369.43
559.88
312.65
623.87
253.58 414.52 ‘ 591.94 639.84
ol s N ss3es) SUTOR | T eeTeo
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Figure IV.5: Spectre de masse (ESI, mode négatif) du composé M35. Masse unitaire:
280. Formule brute: C15H3,0;

Apres analyses de toutes les données RMN et Masse, la structure déterminée est présentee par
la figure IV.6

OH
H3CA/\/W\/\/\/\) X

Figure 1V.6: Structure de I’acide linoléique

Aprés avoir mis en évidence la présence de ’acide linoléique dans Anisopappus chinensis,

nous avons recherché d’autres acides gras en particulier I’acide 'Y-linolénique dans I’extrait
CHCl,. Les travaux effectués par Tanaka en 2011 et Leaf, en 2007 ont montré que les acides
gras polyinsaturés joueraient un r6le important dans la prévetion des maladies
cardiovasculaires et du cancer. A cette fin nous avons pris comme témoins 1’huile de Colza,

sanchant qu’elle renferme une richesse en acide gras insaturé, I’huile de palme (acide
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palmitique); et 1’acide 'Y- linolénique; selon le mode opératoire décrit au chapitre V. Les

résultats sont présentés par les figures 1V.7 a IV.10.

Extrait CH,ClI, (1,19g)
CH,Cl,
< Na2C03
) 4 pH 10
Phase aqueuse
Phase organique pH 10

A 4

Acide acétique glacial

pH 4

\4
Phase acide

CH.CI,

A

— N

Phase organique

Phase aqueuse
acide

évaporeée a sec
(89,11mg)

Figure 1V.7: Schéma d’extraction des acides gras dans I’extrait CH,Cl, d’Anisopappus
chinensis.
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AOCLAACIGHNE AR D

§
E

L— Acide oléique

) |

|8
0 / f—Acidelinoléique

\
: / g
f Acide o-
) linolénique

Figure 1V.8: Chromatogramme en phase gazeuse des acides gras aprés méthylation de
I’huile de Colza (référence)

Extraitd’A. chinensis
(acides gras méthylés)
Huile de colza méthylée
Acide Y- linolénique
méthlylé

Acide oléique

| Acide linoléique

\

Acide a-
linolénique

——7%

Figure 1V.9: Chromatogramme en phase gazeuse, aprés méthylation, de I’huile de colza
et de I’acide Y- linolénique (référence) comparés a I’extrait d’acides gras d’Anisopappus
chinensis.
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Huile de palme
g méthylée
"l Extraitd’A4. chinensis
(acides gras méthylés)
o] % Acide palmitique
e |

Figure 1V.10: Chromatogramme en phase gazeuse, aprés méthylation, de I’huile de
palme comparée a I’extrait d’acides gras d’Anisopappus chinensis (identification de
I’acide palmitique).

Nous avons pu mettre en évidence la présence dans Anisopappus chinensis de plusieurs acides
gras, a savoir l'acide palmitique (C16, Tgr:5,4 min), l'acide stéarique (C18, Tgr: 9,4 min),
I'acide oléique (C18:1, ®9; Tr: 10,4 min), I'acide linoléique (composé M35) (C18:2, w6;
Tgr;11,9 min) et lI'acide a- linolénique (C18:3, ®3 Tg; 14,5min).

IV.2.1.2. Fractionnement bioguidé de I’extrait CH,Cl, d’Anisopappus
chinensis

Le premier fractionnement bioguidé n’ayant uniquement mené qu’a l'identification de
différents acides gras (acide linoléique isolé Clsg: 27,27ug/ml; référence d’acide linoléique:
Clso 36,47pg/ml) qui ne permettent pas d'expliquer I'activité in vitro de la plante. Vu I’activité
intéressante de la fraction M2 sur la souche 3D7 du Plasmodium falciparum et vu qu’on n’a
pas pu mettre la main sur la substance ou le composeé responsable de 1’activité antipaludique,
nous avons décidé d’effectuer un deuxiéme fractionnement bioguidé dans les mémes
conditions que le premier, cette fois, en partant d’une quantité importante d’extrait
dichlorométhane (tout en espérant retrouver la fraction M2). Ce dernier a été obtenu par une
percolation de la poudre avec le dichlorométhane. Les résultats sont présentés aux figures
V.11, IV.12, V13. IV.14.
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1kgde poudre

d’A.chinensis (plante

entiére)

Extrait CH,CI,
Clgy:

3D7:6,56 pg/ml
W2:8,24 pg/ml
Rendement: 3,6%

10L
Marc
MeOH
< 10L
\ 4
Extrait MeOH

Clgy: 18,2g/ml
Rendement: 14,1%

Figure IV.11: Schéma d’extraction séquentielle d’Anisopappus chinensis par le CH,Cl,

suivi par une extraction au MeOH

16,59

Extrait CH,Cl,

Lichroprep
Si(40-63 pm)

Phase mobile : Hexane-acétate d’éthyle
(99-1/95-5/90-10/80-20/60-40/40-60/20-
80/0-100/100% MeOH

A2:147¢

A3:0,30g
Ac. gras C|5o:22,l C|50:9,0 C|5o:12,5

A4:10¢9

A5:0,529 A6:0,55 AT7:0,1g
CISO: 8,7 C|50:9,6 C|50:16,1

A9:0,3g A10:1,2 A11:0,99 A12:0,1g A13:1,59 Al4:1,59
Cl50:26,5 | | Clsg:11,6 || Clsg: 15,4 Cl5p:15,9 CI150:11,9 Clgp:12,5

Figure 1V.12: Fractionnement de I’extrait CH,Cl, d’ Anisopappus chinensis provenant
de la deuxiéme extraction. Clsg en pg/ml.
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Ext A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All A12Al13 Al4

Figure IV.13: CCM du deuxieme fractionnement de I’extrait CH,Cl, d’Anisopappus
chinensis. Phase mobile CH,CIl,/MeOH (95-5). Révélation: Vanilline sulfurique

L’activité antiplasmodiale s’est concentrée dans les fractions A3, A5 et A6 (Clsg < 10 pg/ml)
sans toutefois retrouver une activité aussi importante que celle repérée dans M2 lors du 1%
fractionnement. Les fractions A5 et A6 ont été mélangées pour poursuivre la purification

bioguidée, cette fois par CLHP préparative.
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Fractions A5/A6

Nombredetubes 120 — 9 fractions

134,3mg
Clsq: >50

850 mg
Rp18 Lichrospher 100, MeOH - H,0 (30-70/70-30/100-0)
12pum Débit : 20ml/min
T° :25°C
Tg(minutes) : 0-10/10-20/20-45/45-60
76 mg 107,2mg 119,2mg 45,7mg 45,7mg 57,4mg 49,3mg
Clsp:32,6 Clso: 12,4 Cls:8,8 | | Clsp:25,7 || Clsg:25,7 || Clsg23,2 Clsg:31,2

4

Formation d’un précipité (12mg)
IC;, : 11pg/ml (3D7)

1

2 34 56 7 89

CCM des fractions de ’HPLC-préparative
Phase mobile : CH,Cl,/MeOH (95/5)
Révélation : vanilline sulfurique

Figure V.14 : Schéma de purification par CLHP de la fraction A5/A6 et CCM de 9
fractions obtenues.

La 3° fraction obtenue (119 mg) suite a la CLHP était la plus active mais aussi la plus

complexe en composition parmi les différentes fractions obtenues. Cependant, un précipité

s'est formé a partir de cette fraction, précipité que nous avons recueilli et qui s'est avéré étre

beaucoup plus pur. Nous avons alors réalisé une analyse LC-MS, en mode positif (ES+), qui a

montré la présence de deux substances (ML-A et ML-B) ayant des temps de rétention proche

(figure 1V.15). Le spectre de masse est présenté a la figure 1V.16.
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Figure 1V.15: Chromatogramme LC-MS des deux composes (précipité) de la fraction

A5/A6
100, 451.2114 5.52e3
329.1768
? M+Na
L
452.2178
31 1.1682’ 429231?
ML-A
283.1727 4/67.1876
265.1652 411.2195
~ ‘ N ‘ ( M+K
00— T T l‘ll‘l ‘WWII[Im/Z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figure 1V.16: Spectre de masse du composé ML-A. Formule brute: C,5H3,06 Masse

(MH+): 428,
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Les données RMN Proton et Carbone sont présentées dans le tableau IV.2. Ces différents
éléments nous ont permis de conclure a la présence d'un diterpene de type clérodane (6p-(2-
methylbut-2(Z)-enoyl)-3a.,4a,15,16-bis-epoxy-8p,10BH-ent-cleroda-13(16),14-dien-20,12-

olide), ayant antérieurement été isolé de Microglossa angolensis (Tene et al., 2005; Tamokou
et al., 2009). La structure du composé (figure 1VV.17) a des lors été confirmée par comparaison

aux données spectrales de la littérature.

Tableau 1V.2: Déplacements chimiques (ppm) RMN-'H, *3C et corrélations HBMC,
COSY (dans CD3CN) du composé ML-A.

N° H C COSY HMBC (H—C)
1 1.79 21.71 2a, 10, 1b 2,3,5,10
1.43 2a, 2b, 10, 1a 2,5,10, 18
2 2.15 25.06 1a, ab, 2b 1
1.82 1a, ab, 2a 1
3 2.97 60.93 2a, 2b 1,2,4,6
4 61.70
5 40.51
6 5.77 71.31 7a, 7b 4, 5, 8, 10, 19,
B
7 2.29 32.95 7b, 6 5, 6, 8, 11, 17,
20
1.61 7a, 8 5,6,8,9,17
8 2.16 31.69 7b, 17 6,9,11, 17,20
9 52.01
10 1.61 50.54 la 59,11, 19
11 2.46 46.27 12 5, 8, 10, 12, 13,
20
12 5.37 70.88 11 11, 13, 14, 16
13 124.59
14 6.39 108.01 15 12,13, 15, 16
15 7.44 139.62 14 13,16
16 7.46 144.03 12, 14, 15
17 1.04 17.18 8 7,9
18 1.32 22.55 4,5,19
19 1.39 23.91 4,5,6,10
20 176.57
I 167.03
2 128.07
3 6.06 137.60 4,5 1’,4,5
4 2.01 15.53 3 6,1’,2°,3
5 1.93 20.52 3’ 5,19,1°,2°,3
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Figure IV.17: Structure du composé ML-A
Clsp: 18,6 £ 0,66 uM

Le second composé, ML-B, identifié par LC-MS, posséde une masse (MH+) de 445, ce qui
correspond donc a un oxygéne supplémentaire (figure 1V.18). Il s'agit donc clairement d'un
compose de méme type que ML-A. Cependant, comme il n'a pas pu étre isolé en quantité
suffisante a I'état pur, nous n'avons pas pu réaliser de spectres RMN et sa structure n’a pas pu

étre déterminée.

La détermination de celle-ci nécessitera I'isolement du composé en quantité suffisante. Apres
une séparation par CCM-préparative, nous avons pu néanmoins réaliser un test d'activité

antipaludique sur la souche 3D7, le composé ML-B y a présenté une Clso de 20,2 uM.

100 467.2049 6.93e3

= 34a5.1721
aes.2113
445.2253
327.1621 M I_' B
346.1773
as3.1842
279.2356i99-‘1‘589 ‘ ‘ ‘ ﬁ M+ K

o ‘ T T T V7

T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Figure 1V.18: Spectre de masse du composé ML-B. Masse (MH+): 444,
Formule: CosH3,07.
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1V.2.2.3. Isolement et détermination de structures de flavonoides

Le fractionnement bioguidé décrit précédemment a finalement mené a l'identification d'un
composé diterpénique d'activité modérée. Cependant, I'examen par CCM des extraits bruts
actifs (CH,Cl,, MeOH, EtOAc) indigue la présence de plusieurs flavonoides. Nous avons
donc décidé d'analyser ceux-ci (Tableau V.3 et figure 1V.19). Nous nous sommes focalisés
sur les génines, présentes en grandes quantités dans les extraits apolaires, qui sont les plus

actifs.

96



ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES PLANTES SELECTIONNEES CHAPITRE IV

Tableau 1V.3 : Conditions CLHP utilisées pour la séparation des flavonoides.

Quantité injectée : 10 mg /ml

Colonne : Hypersyl ODS (250 mm X 4,6 mm)

Phase mobile : TFA 0,05% /MeOH

Débit : 1ml/min

T°: 25°C

Longueur d'onde : 340 nm

Gradient:

Te (minute) | TFA (%) MeOH (%)

0 55 45

1 55 45

30 35 65

36 0 100

55 55 45
: - Partie ciblée
S R — Partie ciblée

Partie ciblée

T T T T
0 a0 50 60 i

Figure 1V.19: Chromatogrammes comparés des trois extraits d’Anisopappus chinensis
par CLHP- analytique.

L'analyse CLHP montrant une similarité des extraits CH,Cl, et EtOAc, nous avons donc
choisi d'entreprendre une identification des flavonoides dans I'extrait CH,Cl, qui est celui qui

avait été étudié auparavant. Différentes conditions ont été testées.

- 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05% / MeOH: 7/3
- 10mg/ml d’extrait dans du MeOH
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v Conditions 1: Phase mobile TFA 0,05 % /MeCN
Colonne: Pursuit diphényle (250 mm X 4,6mm, 5um)
T°: 25°C
Débit : Iml/min
Injection: 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05% /MeCN: 7/3

Détection: 340 nm

Tableau 1V.4: Gradient utilisé

Te TEA
(minutes) | 0,05% | MECN
0 100 |0

1 o7 |3

25 60 |40

55 60 |40

56 100 |0

v Conditions 2: Phase mobile TFA 0,05 % /MeOH
Colonne: Pursuit diphenyl (250 mm X 4,6 mm)
Débit: 1ml/min
T°: 25°C
Injection: 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05 % /MeOH: 7/3

Détection: 340 nm

Tableau 1V.5: Gradient utilisé

Te TFA

(minutes) | 0,05% MeOH
0 100 0

1 97 3

45 60 40

55 60 40

56 100 0

v Conditions 3: Phase mobile: TFA 0,05 % /MeCN
Colonne: Pentafluorophenyl luna 5u (250 mm X 4,6 mm)
T°: 25°C
Débit: Iml/min
Injection: 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05% /MeCN: 7/3

Détection: 340 nm

98



ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES PLANTES SELECTIONNEES CHAPITRE IV

Tableau 1V.6: Gradient utilisé

Te TFA

(minutes) | 0,05% MeCN
0 100 0

1 97 3

45 60 40

55 60 40

56 100 0

v Conditions 4: Phase mobile: TFA 0,05 % / MeOH
Phase stationnaire : Pentafluorophenyl luna 5u(250 mm X 4,6 mm)
T°: 25°C
Débit : Iml/min
Injection: 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05 % / MeOH: 7/3

Détection: 340 nm

Tableau 1V.7: Gradient utilisé

Te TFA

(minutes) | 0,05% MeOH
0 100 0

1 97 3

45 60 40

55 60 40

56 100 0

v Conditions 5 : Phase mobile: TFA 0,05 % / MeOH
Phase stationnaire: Pentafluophényl luna 5u (250 mm x 4,6 mm)
Débit: Iml/min
T°: 25°C
Injection: 10 mg/ml d’extrait dans le mélange TFA 0,05 % / MeOH: 7/3

Détection: 340 nm

Tableau 1V.8: Gradient utilisé

Te TFA

(minutes) | 0,05% MeOH
0 100 0

1 97 3

45 20 80

80 20 80

81 100 0
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De toutes les conditions testées, seule la 5° a présenté un bon profil chromatographique avec

une bonne séparation des flavonoides ciblés et a éte retenue pour la CLHP- préparative. Celle-

ci a donc été réalisée selon les conditions décrites dans le tableau 1V.9, les résultats sont

préséntes aux figures 1V.20 et 1V.21.

Tableau 1VV.9: Conditions de la CLHP-préparative

Prise d’essai: 850 mg d’extrait dans TFA/MeOH (7/3)

Phase mobile: TFA 0,05% / MeOH

Phase stationnaire: Pentafluorophenyl luna (54, 250 mm x 21,20 mm)
Débit: 15ml/min

Détecteur: UV (210-340 nm)

Ts TFA MeOH
(minutes) | 0,05%
0 100 0
45 20 80
80 20 80
100 0 100

N

Ee (actionzaFrgotion3s

700
600
s00
400
300
200 i
0 b B
92 Sia sie | sis | 52 520 524 526 528 | 53 532 534 536 536 | S | Sz 544 5ig

i

Figure 1V.20: Chromatogramme de CLHP-préparative de I’extrait au CH,Cl,
d’Anisopappus chinensis séparé selon la méthode décrite dans le tableau 1V.9.
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64
61

Figure IV.21: CCM des fractions majoritaires (F61, F64). Phase mobile
(Dichlorométhane /Acetone/Acide formique (85-25-8,5). Révelation: DPBAO

Les fractions majoritaires (F61 et F64) ont été récoltées et analysées par CLHP-analytique.
(Tableau 1V.10, figures 1V.22 et 1V.23; figures 1V.28 et 1V.29). Les deux flavonoides, F61 et
F64, bien qu'apparaissant purs en CLHP a 350 nm (figures V.22 et VV.28), étaient en mélange
avec d'autres composés n'absorbant pas a 350 nm, plus que probablement des dérivés
terpéniques, qui ont été mis en évidence au début de ce travail. Les deux fractions F61 et F64
(obtenues en trés faibles quantités) ont donc été soumises a une analyse par LC-
SPE/NMR/MS afin de pouvoir déterminer les structures des deux flavonoides.

Tableau IVV.10: Conditions CLHP pour I'analyse des fractions F61 et F64

Colonne: Pentafluorophenyl luna 5um (250 mm X 4,6 mm)
Débit: 1ml/min

T°=25°C

Détection: 350 nm

Gradient:

Ts (Minutes) g';’g‘% MeOH

0 100 0

45 20 80

80 20 80

100 100 0
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DADL1 B, Sig=350,8 Ref=480,100 (W:\1\DATAWMARIANO\MARIANO 2011-11-16 15-00-10\16112011000004.D)

mAU —
=
b ~

B F61
200 —

150 —

100 —

50 —

o
P
(ﬁ‘\
59.922

10 20 30 40 50 60 min

Figure 1VV.22: Chromatogramme (CLHP-analytique) de la fraction F61 dans le MeOH
(Tr =47.2 min).

*DAD1, 47.213 (272 mAU, - ) Ref=0.006 & 49.079 0f 16112011000004.D

mAU o
250 ]
200 .
150 4
100 .

50 4

o -

L B L s B A St Sy B S s B BB B S B B B
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 nm

Figure 1V.23: Spectre UV du pic principal de la fraction F61 a 350 nm
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Purification de F61 par LC-SPE-NMR-MS:

L'analyse LC-SPE-NMR-MS a été réalisée en utilisant les conditions CLHP suivantes:

Tableau 1V.11: Conditions CLHP pour I’analyse LC-SPE-NMR-MS de la fraction F61

Colonne: Pentafluorophenyl luna 5pum (250 mm X 4,6 mm)

Débit: 1ml/min

T°=25°C

Détection: 350 nm

Gradient:

Ts (Minutes) g';’g‘% (%) MeOH (%)
0 100 0
1 97 3
45 20 80
55 20 80
56 100 0

Le trapping des pics a été réalisé sur des cartouches SPE de type HySphere Resin GP
(polydivinyl benzéne, 5-15 uM, sphériques), a l'aide d'une unité Bruker/Spark prospekt 2 SPE
unit. Trois trappings successifs (sur la méme cartouche) ont été réalisés et le composé trappé a

été élué dans un tube RMN a l'aide de 100 pl d'acétonitrile deutérié.

Le spectre de masse a été obtenu en mode négatif (ES-) et est présenté a la figure 1V.24, les
spectres RMN-H et HSQC sont présentés aux figures IV.25 et 1V.26; et au tableau 1V.12.
L'analyse des différents spectres nous a donc permis d'identifier le composé F61 comme étant
une flavone , le chrysosplénol B (3',4',5-trihydroxy-3,6,7-triméthoxyflavone), préalablement
isolé d’Artemisia annua, puis ensuite de différentes autres plantes telles que Ehretia amoena,
Vitex trifolia, Plectranthus cylindraceus, Psiadia trinervia et également obtenu par synthese
(Kraus and Roy, 2008; Braz, 1971; Stermitz et al., 2002). La structure du composé (figure
IV.27) a dés lors été confirmée par comparaison des données spectrales avec la littérature
(Kraus and Roy, 2008; Braz, 1971). La Clso du chrysosplénol B a I'encontre de P. falciparum
n'est que de 30,5 UM, néanmoins, comme ce composé a été décrit comme capable de
potentialiser la norfloxacine a I'encontre de Staphylococcus aureus, on pourrait imaginer qu'il
joue également un role potentialisateur d'autres composes d'Anisopappus chinensis a

I'encontre de P. falciparum (Stermitz et al, 2002).
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100 329.0323 wix16 5.95e3

£

314.0086
286.0143
330.0360
344.0589
301.0389
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Figure 1V.24: Spectre de masse (ES-) et ions filles de F61 (Chrysosplénol B) (aprés
trapping). Formule brute: C,gH;160g Masse (M): 360.
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Figure 1V.25: Spectre RMN-'H du Chrysosplénol B dans le CDsCN.
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Figure 1V.26: Spectre HSQC du Chrysosplénol B dans le CD3CN.
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Tableau 1V.12: Déplacements chimiques RMN *H et **C du chrysosplénol B (nd = non

déterminé) dans le CD3CN.

N° H 3¢
2 - 155.9
3 - 138.8
4 - Nd
4a - 105.9
5 - Nd

6 - 132.2
7 - 159.4
8 6.75 90.9
8a - 152.5
9a 3.95 56.2
10a 3.82 59.9
11a 3.86 59.5
1 - 122.8
2' 7.68 115.4
3 - 144.1
4' - 148.1
5 7.00 115.4
6' 7.61 121.5

1la

Figure 1VV.27: Structure de la Fraction F61
(Chrysosplénol B) et corrélations HMBC clés.

C|5o: 30,5 I.IM
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Purification de F64 par LC-SPE-NMR-MS :

L'analyse LC-SPE-NMR-MS de F64 a été réalisée en utilisant exactement les mémes

conditions CL

HP que pour F61.

500 {
400 {
300 {
200 {

100 —

DAD1 B, Sig=350,8 Ref=480,100 (W:\1\DATA\MARIANO\MARIANO 2011-11-16 15-00-10\16112011000007.D)

~
~
i

F64

}59.907

T
min

@
2

Figure 1V.28: Chromatogramme de CLHP-analytique de F64 (dans le MeOH). (Tr: 47,9

min).

*DAD1, 47.976 (843 mAU, - ) Ref=0.003 & 49.969 of 16112011000007.D
mAU ]

800 7
700 7
600 —
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400 —
300 7
200 7
100 7
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220 240 260 280 300 320 340 360 380

I a—
400 nm

Figure 1V.29: Spectre UV a 350 nm du pic principal de la F64.

Les spectres de masse ont été obtenus en mode négatif (ES-) et sont présentés aux figures
IV.30 et 31, les spectres RMN-'H et HMBC sont présentés aux figures IV.32 et 1V.33.

L'analyse des différents spectres nous a permis d'identifier le composé F64 comme étant

également un flavonoide, possédant vraissemblement un méthoxy supplémentaire par rapport

au Chrysosplénol B. Malheureusement, le spectre HMBC que nous avons pu mesurer ne nous

a pas permis d'obtenir suffisamment de corrélations pour déterminer avec certitude la
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structure exacte de ce composé. Il apparait néanmoins clairement grace aux corrélations
HMBC que ce méthoxy supplémentaire se situe sur le cycle externe du flavonoide. La
structure possible de F64 est donc présentée a la figure V.34 mais devra étre confirmée apres
isolement de quantités supplémentaires du composé. Ce flavonoide rare a été antérieurement
isolé de quelques espéces de Gardenia (Gunatikala et al., 1982).

FTTARNVIACUZULIZLC IO OZ7 (15.009) L. TUFN VIO TS~

100~ 389.0844 2.78e3

%

374.0672 |390.0934

168.9923

O

Crp e - m/z
100 150

S R L N I L B
200 250 300 350 400 450

Figure 1V.30: Spectre de masse (ES-) et ions filles du composé F64 (apres trapping).
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180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figure 1V.31: Spectre de masse (ES-) et ions filles de I’ion majoritaire (aprés trapping).
Formule brute: C19H1309. Masse (M): 390
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Figure 1V.32: Spectre RMN-'H de F64 dans le CD3CN
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Figure 1V.33: Spectre HMBC de F64 dans le CD3CN.
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Figure 1V.34: Structure possible du compose F64.

IV.2.2.4. ldentification d’acides phénols dans Dextrait
méthanolique.
En parallele a 1'¢tude des flavonoides génines dans I’extrait dichlorométhane, nous nous
sommes également intéressés aux composés présents dans 1’extrait méthanolique. Deux
extraits méthanoliques d’Anisopappus chinensis obtenus par percolation directe et
séquentielle ont été comparées par CLHP. La figure 1V.35 présente le chromatogramme et le

tableau IV.13 montre les conditions utilisées.

Tableau 1V.13: Conditions CLHP utilisées.

Colonne: Hypersyl ODS (250 mm x 4,6 mm)
T°: 25°C

Débit: 1ml/min

Echantillon: 10mg/ml

Phase mobile: TFA/MeOH

Détection: 340 nm

Gradient:
Te TFA
(minutes) 0,05% MeOH
0 100 0
3 97 3
45 40 60
55 40 60
56 100 0
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D |

Figure 1V.35: Chromatogrammes de deux extraits méthanoliques: rouge: percolation
séquentielle; bleu: percolation directe.
Les deux extraits présentent un profil chromatographique identique, 1’un ou I’autre pourrait
étre utilisé pour 1’identification des acides phénols et flavonoides. Nous avons donc continué
les analyses sur 1’extrait obtenu par percolation directe. Par comparaison avec des substances
de référence disponibles dans le laboratoire de Pharmacognosie de I’Université de Liége
(comparaison des temps de rétention et des spectres UV-visible), nous avons pu identifier la
présence d’acide chlorogénique et de ’acide 3,4 dicafféoyl-quinique, 3,5dicafféoyl quinique,
4,5 dicafféoyl-quinique. Plusieurs autres hétérosides flavonoidiques, de type apigénine et
quercétine ont été également identifiés aux temps de rétention 20 a 30 min. Les résultats sont

présentés dans les figures 1V.36 a 1V.39.

Nous avons alors dosé I’acide chlorogénique (monocafféoyl quinique) et dérivés (par rapport
a I’acide chlorogénique) présents dans la plante (Anisopappus chinensis) par CLHP. Les
conditions et les résultats sont présentés par les tableaux IV.14; IV.15 et figures 1V.40 a
V.41
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Tableau 1V.14: Conditions CLHP utilisées

Débit: Iml/min
T°: 25°C

Détection: 330 nm

Phase stationnaire: Hypersyl ODS (250 mm X 4,6 mm)
Phase mobile: TFA 0,05% / MeCN

Acide chlorogénique (référence): 1mg/20ml (dans le MeOH)
Anisopappus chinensis: 19/20ml (dans le MeOH)

T (minutes) TFA 0,05 % MeCN
0 100 0

3 97 3

45 40 60

55 40 60

56 100 0

Identification de I’acide chlorogénique et dérivés

350

I
(o)

Figure 1V. 36: Chromatogramme répresentant les différents acides phénols ayant un
spectre UV simulaire a I’acide chlorogénique (Extrait MeOH d’Anisopppus chinensis a

330 nm)
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[ *DaD1, 19902 (760 MAL, - ) Ref=19.642 & 20,282 of 12022009000008.D

[] *AcaLorROGENQUE
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Figure 1V.37: Spectre UV de I’acide chlorogénique a 330 nm. Tg: 19,9 min.

[ ] DADIC, Sig=340,4 Ref=560,100 (Z\1\DATA\... EMBRE11\15SEPTEMBRE2011 2011-09-15 11-13-44\15092011000002.D)
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I:l DAD1 C, Sig=340,4 Ref=560,100 (Z:\1\DATA\...EMBRE11\15SEPTEMBRE2011 2011-09-15 11-13-44\15092011000011.D)
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Figure 1V.38: Chromatogrammes des substances de référence et leur T (Acides phénols

et Flavonoides sous forme hétérosidique) a 330 nm.
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Figure 1V.39: Chromatogramme des différents acides phénols (a 330 nm) identifiés dans
I’extrait MeOH.

Dosage des acides phénols exprimé en acide chlorogénique

ACIDE CHLOROGENIQUE,

L1
[ ] Area=881.724893*Amt+0

Area —
4“Rel. Res% (1): 2.775

0 — Correlation: 0.99993

T T T T T T
[o] 1 2 Amountlmg/20m I]

Figure 1V.40: Droite de calibration du dosage de I’acide chlorogénique
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Tableau 1V.15. Quantité (%) d’acide chlorogénique et dérivés présents dans
Anisopappus chinensis.

. Anisopappus
Composes chiner?sigpz%)
Acide chlorogénique (97%) 0,020
Acides chlorogéniques totaux (pics a 14,

19, 24, 29, 30, 32, 34, 35, 36 min) 0,39
exprimés en acide chlorogénique

Figure 1VV.41: Structures de I’acide chlorogénique et des acides isochlorogéniques.

Acide chlorogénique

(monocaféoyl- quinique)

Acide 4,5 dicaféoyl-quinique

; inafd ini H [ W
Acide 3,5 dicaféoyl-quinique L,
HOOC 2 H
1 3|
OH O
/
O=
=z
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H on H

6 4
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HOOC 2 H
1] H
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Acide 3,4 dicaféoyl-quinique
HO

OH

1V.2.2.5. Discussion de I’étude phytochimique d’Anisopappus chinensis

Deux diterpénes de type clerodane sont isolés pour la premiere fois a partir de I'extrait
lipophile (CH.Cl;) d’Anisopappus chinensis, et ont présenté une activité antiplasmodiale
modérée (Clsp : 18,6 et 20,2 uM). Ces métabolites sont connus chez les Astéracées car ils ont
été deja isolés de Microglossa angolensis (Tene et al., 2005). lls avaient été évalués in vitro

sur les bactéries et les champignons avec une activité intéressante (Tamokou et al., 2009).

En outre, dans le méme extrait, deux génines flavonoidiques tri et tétra méthoxylées ont
également été isolées et ont montré une activité antiplasmodiale modérée sur la souche
chloroquino-sensible 3D7, avec des Clso respectives de 30,5uM et 22,6 uM. D'autres
flavonoides hétérosidiques, de type apigénine et quercetine sont également présents dans
I'extrait méthanolique de la plante, de méme que divers acides cafféoyl-quiniques. Tous ces

composes doivent contribuer a I'activité antipaludique de la plante.

Notons que les travaux effectués sur Artemisia annua (Asteraceae) par Mueller et al. en 2000,
Wilcox et al. en 2004 ; Li et al. en 2006 ; Carbonara et al. en 2012, ont montré le r6le des
flavonoides dans le renforcement ou la potentialisation de I’activité antipaludique de
I'artémisinine. Par ailleurs, il a déja été montré que des flavonoides méthoxylés pouvaient
posséder une activité antiplasmodiale non négligeable (Nour et al., 2010). Enfin, Les travaux
effectués par Subramanian et al. en 2012 ont montré que les acides cafféoyl-quiniques
pouvaient aussi participer & ’activité antipaludique. Différentes équipes (Carbonara et al.,
2012; Rath et al., 2004) ont également montré que les acides phénols cafféoyl-quiniques d'

Artemisia annua augmenteraient de fagon considérable la solubilité de 1’artémisinine ainsi que
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son extraction dans une infusion aqueuse. Une telle amélioration de I’extraction de

I’artémisinine induit une meilleure efficacité de 1’extrait obtenu.

Une dizaine d’acides gras ont été trouvés dans I’extrait au CH,Cl, parmi lesquels trois sont
insaturés (I’acide oléique, linoléique et linolénique). L’activité antiplasmodiale faible de
I’acide linoléique (Clso: 27,27ug/ml) sur la souche 3D7 mais toute fois ces acides

polyinsaturés pourraient contribuer a I’activité antiplasmodiale de la plante

IV.2.2. Etude phytochimique de Physalis angulata (feuilles)

Deux types d’extraits (MeOH et CH,Cl,) ont été préparés par percolation a partir de la poudre
des tiges feuillées de la plante. Les deux extraits ont présenté une activité similaire sur les
deux souches de Plasmodium falciparum étudiées (Chapitre III). L’extrait CH,Cl, a été choisi
pour la suite de nos travaux. Un fractionnement bioguidé a dés lors été entrepris selon le

schéma détaillé aux figures 1V.42 et 43.

1kgde poudre de
P.angulata (feuilles)

Extrait CH,CI,
Clg,:
3D7:1,41pg/ml
W2:2,00pg/ml
Rendement: 3,6%

Figure 1V.42: Schéma d’extraction de I’extrait dichlorométhane de Physalis angulata
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9,59 (extrait CH,Cl, de

P.angulata)

Lichroprep Si (40-63 pM) |

Phase mobile (Hexane —Acetate d ‘éthyle (99-
1/95-5/ 90-10/ 80-20/ 60-40/ 20-80/ 0-
100/100 % MeOH)

P1:4,29
Ac.gras

P2:0,279
34,8

P3:0,49g
222

P4:0,369
17,6

P5:0,499
7,54

P6:1,1g
2.29mg

P7:0,7g
5,89

P8:0,21g
24,2

P9:0,75
32,5

P10:0,77g
>50

Figure 1V.43: Schéma de fractionnement de I’extrait CH,Cl, de Physalis angulata.

L’activité antiplasmodiale a été concentrée dans les fractions P5, P6, P7, plus particulierement
dans la fraction P6, qui présentait une Clso < 3ug/ml et a donc été sélectionnée pour

poursuivre la purification bioguidée et 1’isolement. Une CLHP préparative sur phase inverse a

été réalisée (figure 1V.44).
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P6 (850 mg)

MeOH-H,0 (30-70/70-30/70-30/100)

CLHP Débit : 20ml/min
Rp 8 select B

A 4

A

T°:25°C

T (minutes) : 0-10/10-20/20-45/45-60

Nombre de tubes 120 —» 10

A

& >-

PA PB PC PD PE PF PG
34,6 mg 56,8 mg 30,4mg 40,3 mg 68,9 mg 14,8 mg 38.2mg
PH Pl PJ
56.8 ma 30.43 ma 40.32 ma
v v
Formation de cristaux Formation de cristaux
blancs (15mg) jaunes (8 mg)
Clsg : 1,59 pg/ml Clsq 2 10,9 pa/ml

Figure 1V. 44 : Schéma de purification et d’isolement de la fraction P6

A l'issue de cette CLHP, I’activité antipaludique s'est concentrée dans les sous-fractions PE et
PG. Un composé a cristallisé dans la sous-fraction PE; celui-ci, pur, a pu étre soumis a une
analyse en vue de déterminer sa structure. Il n'a malheureusement pas été possible de purifier

plus avant la sous-fraction PG.

Un nouveau fractionnement bioguidé de I'extrait CH,Cl;, a donc été entamé. Celui-ci est décrit
a la figure IV.45. L’activité antiplasmodiale s'est concentrée dans les fractions P14 a P18 mais
était plus importante dans la fraction P15, laquelle a donc été sélectionnée pour poursuivre la

purification (figure 1V.46).
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Extrait CH,CI,
(129)
Si 60 Lichroprep > Hexane-acétate d’éthyle(99-1/95-5/90-
(40-63 pm) < 10/80-20/60-40/40-60/20-80/0-100/100%
MeOH

P10 : 2,34g P11:0,43g P12:0,51g P13:0,87g P14: 0,48g P15 : 1,889 P16 : 1,45¢
Acides gras Clsp: 21,9 Clsg 2 38,2 Clgy: 27,5 Clsy : 2,09 Cls,: 0,89 Cls,:0,95

P17 : 1,069 P18 : 1,569 P19:1,38¢g

Cls 15,56 Cls: 9,46 Clgg : 24,7

Figure 1V.45: Schéma de fractionnement de I’extrait CH,Cl, de Physalis angulata (2°
essai). Clso en pg/mi

FractionsP15
850mg

CHLP-Rp18 Lichrospher
100, 12pm

1 2

MeOH - H,0 (30-70/70-30/85-15/100-0)
Débit : 20ml/min

Te :25°C

Ts(minutes) : 0-10/10-20/20-45/45-60
Nombredetubes 120 —> 8 fractions

.

5\

32,6 mg 18,7mg
Cls0:0,28 Cls0: 0,29

3 4
128,7mg 25,5mg 54,4,mg 16,4mg 88,5mg
Clso: 1,13 Cls: 0,31 Cls0:0,33 Clsy1,04 Clsg: -

!

Formation de cristaux (9,8mg)
Clsy: 0,28 pg/ml

Figure 1V.46: Schéma de purification de la fraction P15.
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1VV.2.3.1. Identification structurale de PE et P15-4

La structure de ces deux composés a été obtenue par diffraction des rayons X gréce a une
collaboration avec la KUL (Chapitre V). Les structures ont été confirmées par spectrométrie
de masse et par résonance magnétique nucléaire et comparaison avec des données de la
littérature (Makino et al., 1995; Damu et al., 2007).

Les deux composés, PE et P15-4, sont respectivement les physalines B et F, deux séco-
stéroides en C28 connus dans Physalis angulata (figures 1V.47 et 1V.48). Les déplacements

chimiques *H et **C de la physaline B se trouvent au tableau 1V.16.

Figure 1V.47 : Structure de la physaline B. Clsp: 1,6 uM. Index de sélectivite: 3,6.
CHj

21 22

O

Figure 1V.48 : Structure de la physaline F. Clsg: 0,54 uM. Index de sélectivité: 2.3.
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Tableau 1V.16: Valeurs (ppm) RMN-H, *C et HMBC de la physaline B provenant de la
sous-fraction PE. (Dans CDCI3).

'H Bc Principales corrélations
HMBC (H>C)
1 205.75
2 6.79 146.17
3 5.94 127.33
4 3.31 C-3,C-6, C-10
2.92 32.86
5 133.87
6 5.58 124.42 C-10,
7 2.36 24.15
2.21
8 2.18 39.87
9 2.90 33.09
10 52.67
11 2.59 25.81
1.39
12 1.99 25.83
1.25
13 - 80.16
13-OH 4.03 C-12,C-13
14 - 107.52
15 - 208.23
16 2.23 56.44 C-13, C-14, C-15, C-24,
C25, C-28
17 - 79.66
18 - 172.30
19 1.22 17.90 C-1,C-5,C-9, C-10
20 - 80.00
21 1.97 21.40 C-20, C-22
22 4.55 77.16 C-24
23 2.07 33.00
24 31.12
25 2.45 50.89 C-16, C-24, C-26, C-27,
C-28
26 - 166.89
27 4.52 60.67 C-14, C-25
3.78 C-26
28 1.27 26.54 C-16, C-23,C-24
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1V.2.3.2. Dosage de la physaline B dans Physalis angulata par CLHP-
analytique

En utilisant la physaline B isolée au cours de notre travail, nous avons déterminé par CLHP
(tableau 1V.17, figures 1V.49, V50, IV.51) la présence de 0,04% de physaline B dans les
parties aériennes de Physalis angulata..

Tableau 1V.17: Conditions CLHP utilisées.

Phase stationnaire: Hypersyl ODS (250 mm X 4,6 mm)
Phase mobile: TFA 0,05% / MeCN

Débit: 1ml/min

T°: 25°C

Physaline B: 1mg/ml et 0,2mg/ml (dans le MeOH)
Physalis angulata : 29/10ml (dans le MeOH)

T (minutes) TFA MeCN
0 100 0

3 97 3

45 40 60

55 40 60

56 100 0

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (W :\1\DATA\PHYSALIS\PHYSALIS 2012-03-19 14-19-14119032012000005.D)

PHYSALINE B (1MG/ML)

46.401 - PHYSALINE B

-100 —

Figure 1V.49: Chromatogramme de la physaline B isolée de Physalis angulata. (Temps
de rétention: 46.2)

124



ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES PLANTES SELECTIONNEES CHAPITRE IV

DADLG, Sgr2I08RI=EBNIMDMIDAAFHGAISFHISAUIS 203D

D

Figure 1V.50 : Chromatogramme de I’extrait CH,Cl, de Physalis angulata.

PHYSALINE B,
] Area = 231.479632*Amt-28.688938

Area
Rel. Res% (4): 6.491

3500

3000

2500
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1000
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Correlation: 0.99988

i . . . . i . . . . i .
10 Amountlmg/10m ]

o
o

Figure IV.51: Droite de calibration de la physaline B isolée de Physalis angulata.
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1V.2.3.3. Discussion de I’étude phytochimique de Physalis angulata

Deux secostéroides, déja décrits dans la plante, ont été isolés des fractions les plus actives de
P.angulata (les physalines B et F) et ont montré une activité importante sur la souche 3D7
(Clsp < 2 uM). Ces séco-stéroides seraient donc responsables, en grande partie, de 1’activité
antipaludique de la plante. Ces deux composés ont été déja isolés dans la méme espece et dans
d’autres especes du genre Physalis (Jin et al., 2012). Malheureusement, fin 2011, une autre
équipe a déja relié l'activité antipaludique de Physalis angulata aux physalines B, D, F et G
(S4, et al., 2011). Nous avons pu enfin quantifier & 0,04% la quantité de physaline B dans les

feuilles de Physalis angulata.
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CHAPITRE V: MATERIEL ET METHODES

V.1. Matériel végétal
Récolte et Séchage

Les différentes especes ont été récoltées dans différentes régions ou provinces de la
R.D.Congo sur base de I’étude ethnobotanique (Chapitre.ll). L’identification a été faite par
Mr M.Nlandu de I’Institut National de Recherches Agronomiques (INERA) de I’Université de
Kinshasa; les herbiers ont été déposés a I’herbarium de I’Institut National de Recherches
Agronomiques et deux de ces herbiers (Anisopappus chinensis et Physalis angulata) ont été
¢galement déposés a I’herbarium du jardin botanique National de Belgique a Meise. (Tableau
V.1). Tous ces échantillons ont été séparément séchés a I’abri de la lumiere et de ’humidité
au laboratoire de pharmacologie de 1’Université de Kinshasa et broyés au laboratoire de
pharmacognosie de I’Université de Liege.

Des échantillons d’Anisopappus chinensis ont été récoltés a trois reprises (2008/2009/2011)
et ceux de Physalis angulata a deux reprises (2008/2010). Les trois autres plantes n’ont été
récoltées qu’une seule fois (Tableau V.1).
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Tableau V.1 : Plantes sélectionnées, familles, noms vernaculaires, partie utilisée, lieu de récolte, période de récolte, numéro d’herbier et
type de plante.

Especes Familles Noms Partie Lieu de | Période Voucher Meise | Voucher | Type
vernaculaires | utilisée | récolte de récolte Kinshasa | de
plante
A.chinensis | Asteraceae Kasol-sol, Plante Katanga | 02/2008, 00000692238 3278 Herbe
Hook & Arn Entiere | (Kolwezi) | 01/2009,02/2011
E.palustre Meliaceae Pake Ecorce | Kasai- 10/2000 9287 Arbre
Staner oriental
de tronc | (Sankuru)
M.azedarach | Meliaceae kamunara Feuilles | Maniema | 09/2007 - 141 arbuste
L. (Kindu)
P.angulata Solanaceae | Ndimba, Feuilles, | Bas- 02/2008,01/2010 | 00000692869921 | 974 Herbe
L. lundumba Plante Congo
Entiére
S.icaja Baill | Loganiaceae | Bondo Ecorce | Equateur | 02/2008 - 357 Liane
bololo de
Racines

S3AAOHL13N 13 13143 1LVIN

A 3H1dVHD |
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V.2. Solvants et réactifs utilisés:
Les réactifs et solvants utilisés sont repris dans le tableau V.2.

Tableau V.2: Solvants et réactifs utilisés lors du screening phytochimique préliminaire

et de ’extraction.

Solvant Concentration et/ou qualité Fournisseurs

Acétate d’éthyle Hypersolv chromanorm VWR prolabo

Acétone AnalaR VWR prolabo

Acétonitrile Lichrosolv reag. Ph. Eur. | Merck
gradient lig chromatography

Dichloromethane Hypersolv pour HPLC isocratic | VWR prolabo

grade

Ethanol Dénaturé Ph. Eur. 96% dénaturé | Royal Nadalco
3% a I’ether

Ether de pétrole AnalaR normapur VWR

Ether diéthylique AnalaR normapur VWR prolabo

Hexane AnalaR normapur VWR prolabo

Méthanol Hypersolv chromanorm VWR prolabo
Lichrosolv reag. Ph. Eur. | Merck
gradient lig chromatography

n-Heptane Pour analyse Emsure Merck

Toluene Pour analyse Merck

Réactifs Concentration et/ou qualité Fournisseurs

Acide acétique glacial

Acs iso reag Ph. Eur. 100%

Merck

Acide chlorhydrique Pour analyse Merck
Acide formique Pour analyse 98-100% Merck
Acide sulfurique Pour analyse 98% Merck
Acide trifluoroacétique Pour analyse 96-98% Merck
Acide trifluoroacétique Pour analyse J.T.Baker
Ammoniaque Pour analyse 25% Merck
Chlorure ferrique Merck

Diphénylborate d’aminoéthanol

Fluka analyticals

Hydroxyde de potassium

Pour analyse

Merck

lodure de mercure Merck

lodure de potassium Ph Eur, BP, USP Merck
Polyéthyléne glycol 400 Pour analyse Merck

Soude caustique Pour analyse Merck

Sous nitrate de Bismuth uCB

Sulfate sodique anhydre Acs iso reag ph. Eur. Merck
Vanilline AnalaR, BHD
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Réactifs préparés au laboratoire:

1. Réactif de Mayer:
Dissoudre 1,359 de HgCl, dans 50ml d’eau, y ajouter 5 g de KI et compléter a 100 ml
avec de I'eau distillée

2. Reactif de Kedde:
Meélanger 5 ml d’une solution éthanolique a 3% d'acide 3,5 dinitrobenzoique avec 5 ml
hydroxyde de sodiu 5M;

3. Vanilline sulfurique:
Solubiliser 1g de vanilline dans 100 ml d’éthanol acidifié par 2 ml d’acide sulfurique;

4. Réactif de Liebermann:
Le réactif est composé d’anhydride acétique /acide sulfurique: 2-1

5. Réactif de Dragendorff:
Peser 1,7g de sous-nitrate de bismuth et 20 g d’acide tartrique dans 40 ml d’eau. A
cette suspension ajouter une solution P /V a 40% de KI. La solution stock résultante
est mélangée pendant une heure puis filtrée. Avant usage, la solution stock est diluée 4
fois dans I’eau distillée.

6. Réactif de Stiasny:
Solution constituée de formol a 30% et de HCI concentré dans les proportions (2:1)

7. Réactif des flavonoides (Révélation des CCM):
Solution composée de 10 g /I de diphénylborate d’aminoéthanol (DPBAO) dans le
méthanol. La pulvérisation de la plague avec ce réactif est suivie d'une pulvérisation
avec du polyéthyléne glycol 400R 50 g/l dans le méthanol.

8. Reactif de Borntrager:

Préparer une solution d’ammoniaque a 10% ou de soude caustique a 10 %.

V.3. Préparation des extraits

Les différents extraits utilisés pour le screening phytochimique, pour les tests d'activité
antiplasmodiale et pour I'analyse phytochimique des plantes ont été préparés par macération,
décoction ou percolation et concentrés sous pression réduite (au moyen d’un évaporateur

rotatif sous vide (Biichi R-134) ou lyophilisés (extraits aqueux).
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V.3.1. Macération:
Extraits MeOH, EtOH, CH,Cl,, EtOH-Eau (70-30), EtOH-Eau (50-50):

Agiter pendant 30 minutes, 2g de poudre de chagque espéce veégétale (Tableau V.1) avec 3 X
30 ml du solvant correspondant, puis filtrer sur papier filtre wattman. Les filtrats réunis sont

alors évapores a sec sous pression réduite a 40 °C.

V.3.2. Décoction (extraits aqueux):

Chauffer a reflux pendant 30 minutes 4g de poudre de chaque espéce (Tableau V.1) dans 75
ml d’eau puis filtrer sur ouate. Le filtrat est congelé puis lyophilisé au moyen d’un

lyophilisateur Alpha, Chriss Services pendant 16-24 heures.

V.3.3. Percolation (en vue de I’isolement des principes actifs):

Percoler 1 kg de poudre (Anisopappus chinensis ou Physalis angulataangulata) a I'aide de 10
L de solvant (CH.Cl,, MeOH). Le percolat récupéré goutte a goutte est évaporé a sec sous

pression réduite a 40 °C.

V.4. Screening phytochimique :

Les différentes poudres végétales obtenues aprés broyage ont servi a la réalisation du
screening phytochimique préliminaire, soit par des réactions en solution dans des tubes a
essai, soit par CCM (Wagner, 1984).

V.4.1.Test général des alcaloides en milieu acide

A 0.3g de poudre de chaque espéce (Tableau V.1), ajouter 3ml de HCI dilué a 5%, et laisser
sous agitation pendant 30 minutes puis filtrer. 1ml du filtrat est prélevé et placé dans un tube a
essai avec quelques gouttes de réactif de Mayer. La présence des alcaloides est confirmée par

la formation d’un précipité ou d’un trouble blanc.

V.4.2.Test des alcaloides par chromatographie sur Couche Mince (CCM)

A 1 g de poudre de chaque espece (Tableau V.1), ajouter 1 ml d’ammoniaque a 10 % et 5 ml
d’acétate d’éthyle et laisser sous agitation pendant 30 minutes. 20 pl ou 50 pl du filtrat sont

déposeés pour une analyse par chromatographie sur couche mince (CCM).

e Phase mobile: CHCI3-MeOH-NH,OH 25% (8/2/0.5)
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La quinine est utilisée comme témoin positif (5mg/ml dans le MeOH et dép6t 10 ul). Le
chromatogramme développé est observé aux UV a 254 nm et 366 nm puis la plaque est
pulvérisée au moyen du réactif de Dragendorff et observée dans le visible. La présence

d’alcaloides est confirmée par des bandes jaune-orange ou jaune-brun.

V.4.3.Test des flavonoides et acides phénols
Test CCM:

Agiter durant 10 minutes 1g de poudre de chaque espéce (Tableau V.1) avec 5 ml de MeOH.
Déposer 20l de filtrat pour 1’analyse CCM.

e Phase mobile: EtOAc - HCOOH - CH3COOH glacial- H,O (100/11/11/26)
(flavonoides sous forme hétérosidique)

Témoin: rutine (5mg/ml dans le MeOH, dépdt: 10 pl.

e Phase mobile: CH,Cl,-HCOOH-CH3;COCH; (85-8.5-25) (flavonoides génines)
e Révélation: observation a 254 et 366 nm puis pulverisation par le réactif DPBAO. En

présence de flavonoides, on observe des fluorescences orange, jaune, ou rouge-orange.
Test de coloration:
Les flavonoides sont également mis en évidence par le réactif de Shinoda :

Agiter durant 5 a 10 minutes 0,2 g de poudre de chaque espéce (Tableau V.1) avec 10 ml de
MeOH puis filtrer. Au filtrat, on ajoute 1 ml de HCI concentré, 0,2 g de poudre de Mg ou de
Zn et quelques ml d’alcool isoamylique. En présence de flavonoides, une coloration rouge-
orangée (flavones); rouge cerise (flavonols) ; rouge-violacée (flavonones) apparait dans la
phase alcoolique.

V.4.4.Test des anthraquinones (Réaction de Borntrager)

Chauffer a reflux pendant 15 minutes, 100mg de poudre de chaque espéce dans 50 ml d’eau
additionnée de 2 ml de HCI concentré. Une fois la solution refroidie, ajouter dans une
ampoule a décanter 40 ml d’éther diéthylique et récupérer la couche éthérée. Filtrer sur sulfate
sodique anhydre pour éliminer les derniéres traces d’eau et évaporer a siccité. Ajouter alors
5ml d’ammoniaque dilué (41 g d’ammoniaque concentré dans 100 ml d’eau), I’apparition
d’une coloration jaune ou orange indique la présence de quinones liées et une coloration

rouge violacée, la présence de quinones libres.
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V.4.4.1. Recherche des anthraquinones par CCM

e Solution a examiner : voir solution préparée pour la recherche des flavonoides (V.4.3)
e Deépdt: 20 ou 50 pl

e Phase mobile : EtOAc —-MeOH-H,0 : (100/13,5/10)

e Témoin: Franguloside: 5 mg/ml dans le MeOH, dépét : 10pl.

La plaque est observée aux UV a 254 et 366 nm et pulvérisée avec du KOH éthanolique a
10%. La présence des anthraquinones est confirmée par I’apparition d’une fluorescence rouge

a 366 nm, les anthrones donnent une coloration jaune.

V.4.5. Test des Terpenes
Chauffer a reflux pendant 15 minutes, 1g de poudre de chaque espece dans 10 ml de CH,CI,

puis filtrer. Le filtrat est évaporé a sec et le résidu est dissout dans 0.5 ml de toluene.

e Dépot: 20yl

e Phase mobile : CgHsCH3-EtOAcC: 93/7

e Témoin: thymol : 5mg/ml dans le méthanol; dépét: 10 pl

e Révelation : vanilline sulfurique puis chauffage a 100°C pendant 10 minutes
La présence de terpénes est confirmée par I’apparition de diverses colorations. Toute fois ce
test n’est pas spécifique car d’autres classes de métabolites peuvent donner des colorations

avec la vanilline sulfurique.

V.4.6. Test des coumarines

L’extrait obtenu dans la recherche des terpenes (V.4.5) est utilisé pour la recherche des

coumarines.

e Dépot: 20yl

e Phase mobile: Toluene-éther éthylique (1/1) saturé avec de ’acide acétique a 10 %
(mélanger 10ml de toluéne, 10 ml d’éther et 10 ml d’acide acétique glacial 10 % dans
une ampoule a décanter et éliminer la phase inférieure. Utiliser la phase supérieure
comme phase mobile).

e Témoin: scopolétine : 5 mg/ml dans le méthanol.

o Révélation: pulvériser du KOH éthanolique a 10 %, ’apparition d’une fluorescence

bleue indique la présence de coumarines (observation aux UV a 254/366 nm).
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V.4.7. Test des saponines (saponosides)
V.4.7.1. Test général basé sur la détermination de I’indice mousse

Les saponosides ou saponines sont caractérises par leur grand pouvoir tensio-actif naturel di

a leur caractére amphotere.

0,5 g de poudre de chaque espéce sont placés dans une fiole conique renfermant 50 ml d’eau
bouillante, une ébullition modérée est maintenue durant 30 minutes (chauffage a reflux) et la
solution est filtrée dans deux tubes a essai de 16 mm de diamétre et 16 cm de hauteur. On
mesure 1etl0 ml de décocté, on ajuste le cas échéant a 10ml avec de 1’eau distillée, on agite
trés fortement pendant 15 secondes en bouchant le tube avec le pouce et on laisse reposer 15
minutes. On mesure alors la hauteur de la mousse, la présence de saponosides est confirmée

par une hauteur de mousse de plus d’un cm dans un des tubes.

V.4.7.2. Chromatographie sur couche mince

Prélever 3-4 ml de la solution méthanolique obtenue lors du test des flavonoides (V.4.3), les

réduire a 0,5 ml et ajouter 1 ml d’eau distillée. Extraire par 3 ml de n-butanol saturé d’eau.

e Dep6t: 20-100 pl.

e Phase mobile: CHCI;-CH3;COOH glacial-MeOH-H,0 (64-32-12-8).

e Témoin: aescine: 5 mg/ml dans le méthanol.

e Révélation: pulvérisation de vanilline sulfurique et chauffage a 100 °C pendant 10
minutes, la présence de saponines est confirmée par I’apparition de diverses couleurs

(bleu, bleu-violet, rouge) aprés observation aux UV a 254/366 nm.

V.4.8. Test des hétérosides cardiotoniques

Mélanger 0,5 g de poudre de chaque espece avec 5ml de MeOH a 50 % et 10 ml d’acétate de
plomb(I) a 2%, chauffer pendant 10 minutes a 60 °C (reflux) puis filtrer, le filtrat est refroidit
et est extrait 2 X par 10ml de CH,Cl,. Les extraits réunis sont évaporés a sec, le résidu est
dissous dans 200 pl de CH,CI; et 200 ul de MeOH.

e Dépdt: 100ul.
e Phase mobile : EtOAc-MeOH-H,0: 100-13.5-10.
e Témoin: digoxine: 5mg/ml dans le méthanol.

e Révélation:
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- pulvérisation du réactif de Kedde et observation dans le visible, I’obtention
d’une coloration fugace rose-bleu-violet indique la présence des hétérosides
cardiotoniques (cardenolides).

- Sur une autre plaque, on pulvérise de la vanilline sulfurique et on chauffe a
100°C pendant 10 minutes, la présence des hétérosides cardiotoniques est

confirmée par I’apparition d’une coloration bleue.

V.4.9. Test des tanins galliques et catéchiques

Le filtrat obtenu lors de la recherche des saponines (V.4.7) est également utilisé pour la

recherche des tanins.

- A 2 ml de la solution, ajouter quelques gouttes d’une solution de FeClz a 1 %,
la coloration bleue-foncée, noire ou verte indique la présence de tanins.

- A 30 ml de la solution, ajouter 15 ml de réactif de Stiasny et chauffer au bain-
marie a 90°C. L’obtention d’un précipité rose quantitativement important
indigue la présence de tanins catéchiques. Apres filtration, on sature le filtrat
avec de 1’acétate sodique et on y ajoute quelques gouttes de FeCls a 1%,
I’obtention d’une coloration noire ou bleue ou d’une teinte noire ou bleue

indique la présence de tanins galliques.

V.4.10. Test des anthocyanes

La présence d’anthocyanes dans un décocté ou un infusé est indiquée par une coloration rouge
qui s’accentue par l’addition de HCI dilué et vire au bleu-violacé-verdatre par 1’ajout

d’ammoniaque.

V.5. Techniques chromatographiques

Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé les techniques suivantes:
V.5.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La phase stationnaire utilisée est un gel de silice d’épaisseur 0,2 mm imprégnée d’un
indicateur de fluorescence sur plaque en plastique 20 cm X 20 cm (silice 60 Fysq,
Merck1.05735). Les dépdts sur la plaque se font au moyen de capillaires (Micropipettes,
BLAUBRAND® intraMARK) ayant une capacité de 5- 20 pl. Aprés migration, la plaque est
séchée et observee a 254 et/ou 366 nm puis pulvérisée a 'aide d’un ou des réactifs appropriés

et observée a la lumicre visible. Les images chromatographiques sont numérisées a 1'aide d’un
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dispositif DESAGA (SARSTEDT- GRUPP) équipé d’une caméra color vidéo CCD-400
(MITSUBISHI).

V.5.2. Chromatographie sur couche mince préparative

La phase stationnaire est composée de gel de silice 60 Fps54 (Merck, 10747, 100g/ 240 ml
d’eau distillée) fixé sur des plaques en verre de 20 cm X 20 cm ou 40 cm X 20 cm au moyen
d'un étaleur (DESAGA) et séchées pendant 48 heures a température ambiante. Avant usage,
les plaques sont activées a 1’étuve (Heraeus) a 120°C pendant lheure, puis placées dans un
dessiccateur pour éviter tout contact avec I’humidité. L’échantillon solubilisé dans du
méthanol est déposé en bande au bas de la plague. Aprés migration de la phase mobile, la
plaque est observée aux UV puis si nécessaire, pulvérisée au niveau de bord (1,5 cm) afin de

mieux visualiser la bande d’intérét qui est ensuite grattée et extraite par un solvant adéquat.

V.5.3. Chromatographie liquide sur colonne ouverte

Des colonnes en verre de hauteur et de diameétre variables sont remplies de silice Lichroprep
(40-63um, Merck, 113905) a raison de 100g pour 1 g d’extrait. L'extrait a séparer est déposé
au sommet de la colonne soit sous forme de dépot sec (dissolution de I'extrait dans un solvant
volatil adéquat puis mélange avec un peu de silice de la phase stationnaire) soit apres

solubilisation dans un minimum de solvant.
V.5.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)
V.5.4.1. Chromatographie liquide haute performance analytique
Les phases stationnaires utilisées sont les suivantes :
- Silice: Lichrospher Si 60 (250 cm X 4,6mm, 5um, Merck)

- Silice greffée C8: Lichrospher Si 60 RP-select B (250 cm X 4,6mm, 5um,
Merck)

- Silice greffée C18: Lichrospher hypersyl ODS (C18) (250 cm X 4,6mm,5um,
Alltech)

- PFP (pentafluorophenyl): (250 mm X 4,6mm, 5um, Luna phenomenex®)
- Pursuit diphényl (250mm X 4,6mm, 5um, Varian)

Le systeme utilisé est composé d'une pompe quaternaire, d'un dégazeur, d'un injecteur
automatique (Agilent 1100 series), d'un detecteur DAD (détecteur a barettes de diodes) et

d'une enceinte thermostatisée (Agilent 1200 séries). Le systeme est contr6lé par un logiciel
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Agilent chemstation et est aussi couplé a un détecteur ELSD (Alltech 3300 avec générateur

d'azote).

V.5.4.2. Chromatographie liquide haute performance préparative

Le systeme utilisé comprend: une pompe quaternaire (ARMEN AP100), une valve
d’injection manuelle (6port- 3channel valve, KNAUER), une boucle d’injection, un
collecteur automatique (Fraction collector C-660, BUCHI) ayant une capacité maximale de
120 tubes avec un débit variant entre 10-30 ml/minutes. Les colonnes sont remplies au
laboratoire par un systeme self packing device for 25cm columns Merck.

Un autre systeme composé d'une pompe binaire (Varian), couplée a un détecteur UV/Vis
(Varian) et a un collecteur de fraction automatique (varian 440- LC fraction collector) a

également été utiliseé.
Pour notre travail les colonnes suivantes ont été utilisées :

- Silice greffée C8: Lichrospher 60 RP- select B, 12 um (250 x 25mm) Merck
- Silice greffée C18: Lichrospher RP-18, 12 um (250x 25 mm) Merck
- PFP (pentaflourophényle): luna, 5pum (250 x 21, 20mm) Phenomex®

V.5.4.3. Chromatographie liquide couplée a la résonance Magnétique
Nucléaire (LC-SPE- NMR)
Le systeme est composé d'une chaine HPLC quaternaire (Agilent 1100 series), d'un systeme
SPE (Prospekt 2 Spark) et d'une interface BPSU (Bruker). Il est contrdlé par le logiciel
HYSTAR 3.2 (BRUKER). Ce systéme a éte utilise pour l'identification des flavonoides
d'Anisopappus chinensis

V.5.5. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La GC 8000 séries (FISONS Intruments Interscience) a été utilisée pour I’identification
d'acides gras méthylés contenus dans A.chinensis. La méthode utilisée était celle décrite dans
la Pharmacopée Européenne 7° édition. De I’hélium (Westfalen) a été utilisé comme gaz
vecteur avec un débit de 1,3ml/min et une colonne en polyéthyléne glycol 20M (WCOT
FUSED SILICA 60M x 0,25mm coating CP Wax 52 CB (DF) 0,25um) comme phase
stationnaire. L'analyse se déroule a la température de 180°C (isotherme), la chambre

d’injection étant portée a 250°C (injection Ipul, le rapport de division de 1/100). Le
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chromatographe est couplé a un détecteur FID (détecteur a ionisation a flamme) et la

température de la chambre est de 250°C.
V.5.5.1. Mode opératoire pour la méthylation des acides gras

De I’huile de colza et de I’huile de palme sont utilisées comme référence.

Dans un ballon a fond rond sont placés 5g d’huile plus 10ml de MeOH et 20ml de KOH
méthanolique 1M, puis chauffés entre 40-50° C pendant 30minutes. Apres refroidissement, on
ajoute 50 ml d’eau distillée et on acidifie jusqu’a pH 4 avec de 1’acide acétique glacial, puis,

on extrait par du dichlorométhane et on évapore a sec.

A 50 mg d’extrait au CH,Cl, d’acides gras, on ajoute 10 ml de MeOH anhydre (MeOH 24H
dans un tamis moléculaire de 4A) et 3,5 ml de KOH (6g/l dans le MeOH R), on chauffe a
reflux sous azote a la pression de 50 ml/min pendant 30 min tout en remuant jusqu’a
I’obtention d’une solution limpide. Aprés refroidissement, on place la solution dans une
ampoule a décanter et on y ajoute 10 ml de solution de NaCl R (200 g/lI) + 20 ml de n-
heptane. La phase organique est récupérée dans un flacon contenant du sulfate de sodium
anhydre puis filtrée et évaporée sous pression réduite.

V.6. Techniques de détermination de structures de composés isolés

V.6.1. Techniques spectroscopiques

V.6.1.1. Spectroscopie infra rouge (IR)

Les spectres IR sont enregistrés sur un spectrophotométre FT-IR SPECTRUM 2000 (Perkin-
Elmer) équipé d’un détecteur BTGS (Chimie analytique, pharmacie Ulg). Les substances
(cristaux obtenus a partir d’extrait de Physalis angulata) a analyser sont dissoutes dans le

tétrachloroéthyléne (C,Cl4, Merck) a raison de 100pg/ml.
V.6.1.2. Spectroscopie de résonance magnetique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN sont enregistrés sur un spectrométre Bruker Avance II 500 MHz
(Département de Pharmacie, Ulg), résonant respectivement 8 500MHz (*H) et 125 MHz (**C).
Les déplacements chimiques sont enregistrés en 6 (ppm) en considérant le déplacement
chimique du tétraméthylsilane (TMS, comme référence) 6TMS = 0. Les constantes de
couplage (J) sont exprimées en Hertz (Hz). Ce spectrométre est équipé d’une cryosonde. Les

substances a analyser sont dissoutes dans des solvants deuterés (CD3CN, MeOD, DMSO-d6,
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CD3;COCD3, CDCls...) (Eurisotop). Pour la détermination de structures des composés isolés,
les séquences classiques de RMN-H, RMN-C, COSY* H-'H, HSQC, HMBC sont utilisées.

Le traitement des spectres est réalisé grace au logiciel MestRenova.
V.6.1.3. Spectrométrie de masse

Les spectres de masses et les masses exactes ont été mesures au laboratoire de spectrométrie
de masse du département de pharmacie de 1’Ulg. L’appareil utilisé est un spectrométre de
masse a haute résolution (Mass spectrometer Time of flight QToF,, Waters, UK, Altrincham)
couplé a la chromatographie liquide (LC-MS/LC-MS/MS) Waters 2695 et équipé d’une
colonne CLHP Phenomenex Luna (Phenyl Hexyl phase, 5um, 250mm x 4.6 mm with a guard
filter). Les masses des flavonoides et acides phénols sont déterminées en mode négatif (ES-)

et celles des terpenes en mode positif. (ES+).
V.6.1.4. Diffraction aux rayons X

La détermination de structure des cristaux isolés de Physalis angulata est faite en
collaboration avec le département de chimie dirigé par le professeur Luc Van MEERVEELT
de KUL au moyen d’un diffractometre (Bruker SMART 6000 CCD Diffractometer) muni
d’une source de radiation, d’un détecteur de résolution et d’un correcteur d’absorption multi-

scan (SADAB Bruker).
V.7. Tests pharmacologiques

V.7.1. Tests antiplasmodiaux in vitro

Ces tests sont réalisés au laboratoire de pharmacognosie (département de pharmacie) de 1’Ulg.
L’évaluation de I’inhibition de la prolifération parasitaire érythrocytaire est faite par

colorimétrie en mesurant ’activité de la lactate déshydrogénase plasmodiale.

L’activité des extraits bruts ou des composés purs testés in vitro sur le P. falciparum est
exprimée en concentration inhibitrice 50 (ou Clsp) en anglais ICsp (c’est la concentration
nécessaire d’un extrait ou d’un composé pour réduire de 50% la croissance d’une population
de parasites et elle est exprimée en pg/ml pour les extrais bruts et en uM ou nM pour les

COMPOsés purs.

Suite aux recommandations de I'OMS et aux résultats obtenus par nos prédécesseurs dans

plusieurs criblages antiplasmodiaux sur des extraits de plantes et des composés purs (Jonville
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et al., 2009, Bero et al., 2009; 2011; Frédérich et al., 2001), I’activité antiplasmodiale des

extraits et des composes purs est classifiée comme suit:

Tableau V.3: Classification de I’activité antiplasmodiale des extraits de plantes et des

Composés purs isoleés.

Extraits I1Cso (Ug/ml ou uM) Classification
Bruts (ug/ml) >50 Inactif
15< 1C5< 50 Activité modérée
5<1Cs< 15 Actif
<5 Treés actif
Composés purs (UM) > 50 Inactif
11< I1C5y <50 Composé peu actif
2<1Cyp <11 Composé actif
<1 Composé trés actif (lead
compound)

V.7.1.1. Souches de Plasmodium falciparum

Dans nos tests, nous avons utilisé deux souches de P. falciparum:

La souche 3D7 (souche chloroquino- sensible), originaire de 1I’Afrique de
I’Ouest, obtenue de Mr le Pr Grellier du Muséum d’histoire naturelle de Paris.
Dans nos conditions de travail, la Clsy moyenne de la chloroquine pour cette
souche varie entre 0,020 — 0,025uM ;

La souche W2 (souche chloroquino-résistante), originaire d’Indochine
(Vietnam), c’est un clone de référence pour le programme de criblage des
antipaludiques du Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR,
Washington), elle a été obtenue du Pr Le Bras de I’hopital Bichat-Claude
Bernard, Laboratoire de parasitologie, Centre National de Référence de la
chimio sensibilité du paludisme, Paris. Dans nos conditions expérimentales, la

Clsp moyenne de la chloroquine pour cette souche varie entre 0,7- 0,8 UM.
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V.7.1.2. Culture de Plasmodium falciparum

La méthode de culture de P. falciparum mise au point par Trager et Jensen (1976), modifié
par Fréderich et al. en 2001, est utilisée pour la mise en culture continue de nos deux souches
de Plasmodium. Les manipulations sont faites dans des conditions stériles sous hotte a flux
laminaire verticale (Gera filtration technology).

Milieu de culture:

Du milieu stock est préparé par addition de glucose a 100 g/l (Sigma, D-9434) et
d'’hypoxanthine a 2,5¢/1 (Sigma) a 500 ml de milieu RPMI 1640 contenant 25mM d’HEPES
et de 300 mg/l de L-glutamine (GIBCO 52400-041).

Pour préparer 200 ml du milieu de culture prét a I’emploi ou milieu complet, nous ajoutons a
180 ml de milieu stock 20 ml de plasma humain du groupe A ou O (en provenance du centre
de transfusion sanguine de la croix rouge de Belgique et préalablement décomplémenté a
56°C pendant 45 minutes et centrifugé a 3000-3700 tours/minutes pendant 5-10 minutes) et
0,4 ml de gentamycine (GIBCO, 50 mg/ml). Ce milieu est conservé a 4°C pendant 7- 14

jours.

Culture in vitro

Les parasites au stade érythrocytaire sont maintenus en culture a 37°C dans des globules
rouges humains (centre de transfusion sanguine de la croix rouge de Belgique) sous une
atmosphere de 5% CO,, 5% O, et 90% N, dans des flacons de culture cellulaire stériles
(Nunc WVR) de 25, 75, 175 cm? et fermant hermétiquement. L hématocrite est maintenu a
3% et la culture est repiquée tous les 2 a 3 jours en fonction de la parasitémie désirée. La
parasitémie est déterminée au moyen d’un frottis sanguin mince. Les frottis sont fixés pendant
3 minutes avec du reactif de May-Griinwald (Merck, 101424) ou avec du MeOH pur puis
lavés a I’eau du robinet. Les lames subissent alors une seconde coloration au Giemsa (Merck,
109204) a 6% dans du tampon phosphate a pH= 7,4 (Sigma, P4417). Au cas ou la fixation est
faite par du MeOH, la coloration au Giemsa dure 30 minutes.

Les lames sont lues au microscope optique (ZEISS Axiolab) avec un objectif 100X, sous
immersion. Les différentes souches de plasmodium peuvent étre congelées et conservées a
—195,79°C dans I’azote liquide.
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Synchronisation de Plasmodium falciparum

Cette technique a pour but de synchroniser les parasites dans un seul de leurs stades de
développement, en l'occurrence le stade "jeune trophozoite”. La technique utilisée est celle
mise au point par Lambros .C et Vanderberg JP (1979). Cette technique utilise le sorbitol
(Merck ,107759) pour provoquer des modifications de pressions osmotiques internes et
entrainer la lyse de la membrane des globules rouges infectés par le plasmodium au stade
schizonte. On exploite alors la capacité de Plasmodium au stade schizonte mdr de
perméabiliser la membrane cellulaire et de faciliter la pénétration de métabolites plasmatiques
rendant ainsi la cellule sensible a la plasmolyse. Seules les formes trophozoites ou jeunes

anneaux survivent.

La technique exige, en outre, une culture a une parasitémiec d’au moins 5% ou la forme
trophozoite est majoritaire. La culture est tout d'abord centrifugée a 2000 tours/minutes
pendant 5minutes. A un volume égal de surnageant, on ajoute un volume de sorbitol 5% P/V
dans I’eau distillée stérile. Le flacon de culture est alors incubé pendant 10 minutes a
température ambiante en remuant de temps en temps. Apres centrifugation, le culot est lavé au
moins 3 fois avec du milieu RPMI 1640 prét a I’emploi et ajusté a la fin a un hématocrite de 5
%.

V.7.1.3. Tests de chimiosensibilit¢ ou évaluation de Dactivité

antiplasmodiale in vitro

Les extraits et/ou les composés purs (1 mg) sont dissous dans 100 ul de DMSO (Sigma-
Aldrich D- 4540) ou du MeOH pour donner une solution de 10 mg/ml qui est ensuite diluée
10X avec du milieu de culture prét a I’emploi pour donner une solution a 1 mg/mi
(concentration finale de DMSO ou MeOH: 10 %). Les tests sont réalisés dans des plaques a
96 puits (Nunc, 167008). Chaque extrait ou composé pur est testé en double et a 8
concentrations finales allant de 100 pg/ml a 0,045ug/ml (concentrations préparées par
dilutions successives de 3 en 3 ou 1/3). La parasitémie est de 2 % et I'hématocrite de 1%.
L'artémisinine, 98% (Sigma), la chloroquine diphosphate (Sigma, C6628) et la quinine, 90%
(Sigma) sont utilisés comme substances de référence. Des globules rouges infectés sont
utilisés comme témoin positif de croissance et des hématies non parasitées sont également

utilisées comme témoin négatif (blanc). La plaque est incubée pendant 48 heures a 37°C dans
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une boite a culture hermétiquement fermée imprégnée d’un sachet de gaz Genbox microaer

(Biomérieux, 96125) générant un milieu microaérobie.

La mesure de I’inhibition de la prolifération parasitaire ou détermination de 1’ICs est réalisée
grace a une méthode colorimétrique exploitant la lactate déshydrogénase (LDH) du P.
falciparum. Celle-ci a été mise au point par Delhaes et al, en 1999, et est appelée microculture

tetrazolium assay (MTA); c’est une méthode dérivée de celle de Makler et al, décrite en 1993.

L’essai est basé sur le fait que la lactate déshydrogénase plasmodiale a la capacité d’utiliser
I’APAD (3-acétylpyridine adénine dinucléotide) comme coenzyme dans la transformation de
lactate en pyruvate alors que cette réaction est trés lentement réalisée par la lactate
déshydrogénase humaine (de I’ordre de 300 fois moins) en présence de ce méme coenzyme
(Makler M.; Hinrichs D., 1993).

Apres 48 heures, les plaques a 96 puits sont congelées pendant plus ou moins 24 heures puis
décongelées a 37 °C pendant 45minutes. Aprés homogénéisation, 20 pl de chaque puit sont
transférés dans une nouvelle plaque a 96 puits et additionnés de 100 ul de la solution I

composée de:
- Lithium lactate (Sigma, L2250) :1 g
- Saponine (Merck, A18820) : 10 mg
- APAD (Sigma, A5251) : 50 mg
- Triton-X 100 (sigma X-100) : 1 ml
- Tampon tris PH 8( Sigma,T6664) : 100 ml

La nouvelle plaque multipuits est replacée a nouveau a 37°C pendant 15 minutes puis
additionnée de 20 pl du mélange a parties égales de la solution Il (PES: phénazine éthosulfate
(sigma, P4554) a 0,Img/ml dans du tampon Tris pH 8) et de la solution Il (NTB:
nitrotetrazolium blue chloride, (Sigma, N6639) & 2mg/ml dans de I’eau distillée). La plaque
est encore incubee a 37°C pendant 30-45 minutes, puis la lecture de chaque puits est faite a
630 nm au moyen d'un spectrophotometre (stat Fax 2100). Pendant la réaction, le sel de bleu
de tétrazolium (transparent) est transformé en un dérivé bleu (le formazan) et ¢’est I’intensité

de coloration de ce dernier qui est mesurée au spectrophotométre & 630 nm. L’intensité de
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coloration est proportionnelle a la quantit¢ d’enzyme présente dans le milieu réactionnel et

donc a la quantité de parasites.

Bleu de

Lactate [\ formazan
\ APAD

-
LoH \ PES

Pyruvate
APADH
NBT

Figure V.1: Réaction de la transformation de pyruvate et formation de bleu de
formazan

V.7.2. Test antiplasmodial ex-vivo (in vitro)

V.7.2.1. Principe du test

Le test est dit ex-vivo par le fait qu’on utilise du sang humain impaludé et non une souche
isolée de Plasmodium falciparum comme dans la méthode décrite précédemment, ¢’est une

méthode de criblage préliminaire de nos plantes sélectionnées apreés étude ethnobotanique.

La méthode utilisée est une variante de la méthode de culture de P. falciparum de Trager et
Jensen (1976) décrite ci-dessus. Dans cette méthode, décrite par Tona et al., en 1999, le
Plasmodium provenant de sang impaludé est mis en culture au méme moment que les extraits

de plantes.

Le sang veineux impaludé (£ 3 ml) est obtenu des patients en ambulatoire atteints du
paludisme a Plasmodium falciparum (aprés examen microscopique positif de leur goutte
épaisse colorée au Giemsa) au centre Hospitalier de Kindele (commune de Mont- ngafula); au
centre hospitalier du Mont-Amba (commune de Lemba) et a I’hdpital des sceurs de Kingasani
(commune de Kimbanseke). Ces centres ont été choisis car ils sont localisés dans des zones a
haute frequence de paludisme dans la ville de Kinshasa. Les patients donneurs ne devaient pas
avoir pris un antipaludéen deux semaines avant la manifestation de la maladie et devaient

présenter une goutte épaisse positive avec en moyenne 1000 - 100000 trophozoites /mm>.

144



MATERIEL ET METHODES CHAPITRE V

V.7.2.2. Préparation du milieu de culture RPMI 1640 (milieu stock) et des

extraits

Le milieu utilisé est du RPMI 1640 solide (+ HEPES, + L-glutamine, sans NaHCO3, Sigma —
Aldrich R4130). 1g de RPMI 1640 est dissous dans un litre d’eau stérile sous agitation
magnétique jusqu’a dissolution compléte de la poudre. Le pH est alors ajusté a 7,2 par NaOH
1M ou HCI 1M. Ony ajoute 2,0 g de NaHCOj3 sous agitation magnétique avant une filtration

stérilisante finale sous hotte a flux laminaire a 1’aide d’un filtre Nalgéne (158-0020).

Les extraits sont préparés dans le mélange EtOH-H,O (4/1) et les différentes dilutions sont
faites afin d’obtenir une concentration de 200ug/ml dans les premiers puits aprés mélange

avec le sang impaludé / le milieu stock.
V.7.2.3. Evaluation de I'activité antiplasmodiale

Les extraits sont testés en double a raison de 8 concentrations (200 pg/ml — 1,56 pg/ml)
préparees par dilutions de deux en deux (1/2). La quinine est utilisée comme substance de
référence et le sang impaludé comme témoin positif de croissance. Le test est realisé en

triplicata.

50l de chaque échantillon sont déposés dans les plaques a 96 puits et évaporés a sec a 37°C
dans un incubateur. On y ajoute 50ul ou 100ul du mélange milieu de culture RPMI 1640 +
sang impaludé 9 / 1. Une fois que les contenus de différents puits sont homogénéisés, les

plaques sont placées dans une cloche a bougie puis a I’incubateur pendant 48 heures a 37°C.

L’¢évaluation du test est basée sur I’inhibition de la maturation des trophozoites en schizontes.
Durant I’expérience, on €value la capacité des extraits a empécher la maturation des
trophozoites en schizontes et on l'exprime en pourcentage d’inhibition comparativement au
témoin positif (0 % d'inhibition, 100 % de maturation).

Apreés 48 heures, les plaques a 96 puits sont congelées et 24 heures aprés décongelées. Aprés
homogénéisation du contenu de chaque puits, 20ul sont placés sur une lame porte objet pour
préparer une goutte épaisse qui est fixée au May-Grinwald ou au MeOH puis coloree au
Giemsa 6% dans du tampon phosphate et lue au microscope a 1’objectif 100X. Les parasites

sont comptés dans au moins 20 champs microscopiques par rapport a 200 érythrocytes.
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L’expression des résultats se fait par rapport au témoin positif qui donne I’indication réelle de
la maturation en schizontes. En pratique, le nombre de schizontes a deux noyaux ou plus, par

rapport a 200 parasites asexués observés au microscope sont notifiés.

Le calcul se fait de la maniére suivante :
%% de maturation Z = (X /Y) x 100
%% d'inhibition P = 100-Z

Soit :
- X: le nombre de schizontes pour 200 parasites, pour I’extrait a la concentration
considéree;
- Y:le nombre de schizontes pour 200 parasites, pour le témoin positif.

V.7.3. Test de cytotoxicité in vitro

La lignée cellulaire W1-38 de fibroblastes humains immortalisés (poumons) est utilisée dans
la réalisation de ce test. Elle est mise en culture & 37°C dans une atmosphere controlée a 5%
de CO; et 95% (76% d’azote et 19 % d‘oxygeéne) d’humidité dans de flacon approprié pour la
culture cellulaire. Le milieu de culture utilisée est le DMEM (Dubecco’s Modified Eagle
Medium LONZA) supplémenté de 10% de sérum feetal bovin (FBS) décomplémenté, de 1%
de L-glutamine (200 mM, LONZA) et de 1% du mélange pénicilline - streptomycine
(100UI/ml et 100 pg /ml, respectivement - LONZA).

Des repiquages sont réalisés toutes les 72 a 120 heures en fonction du nombre de cellules.
Celles-ci sont comptées au moyen d'une cellule de Thomas (apres étalement de 20 ul d’un

mélange homogene (1:1) de bleu de trypan (0,4%) et de suspension cellulaire).

Les cellules de la lignée (WI-38) sont ensemencées dans des plagues a 96 puits en raison 8000
cellules/200ul/puits. Apres 24 heures d’incubation, temps nécessaire pour favoriser 1’adhésion
cellulaire dans les puits, I’ancien milieu est remplacé par des concentrations croissantes des
différents extraits afin d’obtenir des concentrations allant de 100 pg/ml a 0,41 pg/ml. La
camptothécine (Sigma, C9911) est utilisée comme substance de référence (25ug/mi-
0,25ng/ml).

Aprés 48 heures d’incubation, 1’évaluation de la viabilité cellulaire est mesurée par la

méthode colorimétrique classique qui se base sur le clivage du sel de tétrazolium (WST-1,
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Roche) par les déshydrogénases mitochondriales des cellules viables formant ainsi un colorant

azoique, le formazan (Figure V.2) (Stévigny et al., 2002).

Sels de Tetrazolium

Enzymes mitochondriales

»
|

Formazan (Abs : 450nm)

Figure V.2: Réaction de formation du formazan

En bref, le milieu de culture est remplacé par 200ul de solution contenant 1ml de WST-1 et
9ml de DMEM et les plaques sont incubées pendant 30-45 minutes a 37°C. L’absorbance est
mesurée & 450 nm au moyen d’un spectrophotomeétre (Perkin Elmer Wallac Victor’ TM 1420
Multilabel Counter).

Les résultats sont exprimes en concentration inhibitrice 50 ou Clsp (concentration de I’extrait

ou du composé pur capable d’inhiber 50% de la prolifération cellulaire).

La Clso est déterminée par régression linéaire. Le rapport Clso cytotoxicité/Clsg
antiplasmodial donne une idée de I’index de sélectivité antiplasmodial de I’extrait testé. Plus

la valeur de cet index est élevée, plus I'extrait posséde une action sélective sur le plasmodium.

V.7.4. Test d’hémolyse in vitro

Le but de ce test est de déterminer si l'activité antiplasmodiale observée in vitro n'est pas liée
a une simple hémolyse des globules rouges. Dans ce test, nous utilisons des hématies
humaines a un hématocrite de 10 % dans du PBS. Chaque produit ou témoin est testé en

triplicata.

Une solution mére de chaque échantillon a tester est préparée par dissolution de 1 mg dans
100 pl de DMSO afin d’avoir une concentration de 10mg/ml qu’on dilue ensuite 5 X dans du

PBS pour obtenir une solution finale 2mg/ml (solution stock).
Dans un tube eppendorf de 1,5 ml on place :

- 10 pl de la solution stock + 190 pl de GR a 10%
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- 10 pl de DMSO + 190 pl de GR & 10% (blanc)
- 10 pl de triton- X + 190 pul de GR a 10% (témoin positif)
- 10 pl de PBS + 190 pul de GR a 10 % (témoin négatif)

Les eppendorfs préparés sont incubés a température ambiante pendant une heure sous
agitation lente a 300 rpm et 22 °C. Aprés incubation, les eppendorfs sont centrifugés a 2000
rpm pendant 5 min, 150ul de surnageant sont prélevés et placés dans une plaque a 96 puits et

les absorbances sont lues a 492 nm, 550 nm et 570 nm.

Pour évaluer I’hémolyse des échantillons, la formule suivante est utilisée (A = Absorbance):

Al échantillon) — A (blanc)
U hemolyse = — — +100
Al témoin positif) — A (témoin négatif)

V.7.5. Tests in vivo

Nous avons réalisé in vivo sur souris infectées par Plasmodium berghei berghei le test
d'activité antiplasmodiale et sur des rats, des essais de toxicité aigue qui ont abouti a la
détermination de la dose létale 100 (DL;g) et de la dose létale 50 (DLsg) ainsi qu’a la
vérification de quelques parameétres biochimiques et hématologiques sur les rats ayant survécu

(en comparaison de rats non traités).
V.7.5.1. Test antiplasmodial in vivo

Pour ce test, nous avons utilisé la méthode mise au point par David A. Fidock et al. (2004) et
une variante décrite par Tona et al.en 2001. C’est le test préliminaire in vivo d’évaluation de
I’efficacité de composés antipaludiques et d'extraits & propriétés antipaludiques dit: « rodent

malaria four days suppressive test ». Test de peters (Peters et al., 1975)

Les tests ont été réalisés sur des souris femelles NMRI, de poids moyen 23,9 g + 4,2 ¢
provenant de I’animalerie de I’Institut National de Recherches Biomédicales (INRB) de
Kinshasa et sur des souris Swiss de poids moyen 22,5 g + 3.1 g du Laboratoire Charles River
de Bruxelles. Les souris ont été acclimatées pendant une semaine dans des cages en plastique
avec des grilles en inox, a la température de 25-28°C et avec respect de la photo-périodicité.
Elles ont alors été infestées par le Plasmodium berghei berghei. Pour les souris NMRI, le jour

4, apres verification de la parasitémie, chaque extrait (dissous dans le mélange Eau — (EtOH —
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Tween 80): 9/ (0,3+0,7)) a été administré par voie orale a la dose de 300mg/kg et pour des
souris Swiss, 4 heures apres infestation, la dose de 400 mg/kg a été administrée par la méme
voie et ce pendant 4 jours pour les deux types (J4-J7 et J0-J4). Des frottis sanguins ont alors
été réalisés a partir de sang prélevé au niveau de la veine caudale aux J8 a J14 (NMRI) et J5 a
J14 (Swiss). La chloroquine et la quinine ont été utilisées comme témoins positifs et le sérum

physiologique comme témoin négatif.

L’activité des extraits est déterminée par le % d’inhibition de la parasitémie comparativement

aux témoins non traités par la formule suivante:

fe el arasitémie movenne souris traitées
%oage d inhibition = 100 — (p y * I]I])

Parasitémie moyenne témoins négatifs

Le test du t-Student a été utilisé afin de prouver I’existence ou non d’une différence
significative entre les groupes traités et non traités en fixant une valeur de P < 0,05 (logiciel
STATISTICA, version 10).

V.4.2.2. Toxicité in vivo

La méthode utilisée est celle décrite par Hilaly et al. en 2004, Mesia et al. en 2005 et Ahmed
et al. en 2010. Des rats wistar males (134,3g + 5.69) et femelles (128,39 = 7.4g) de
I’animalerie de I’INRB de Kinshasa (Institut National de Recherches Biomédicales) ont été
utilisés. Avant le début de I'expérimentation, ils ont été répartis séparément dans différentes
cages en plastique (5/cage) et acclimatés pendant une semaine (24-28°C, photopériode de 8-
16h). Aprés administration d’une dose unique d’extrait aqueux des plantes (selon les
directives de ’OCDE en 2000 et 2001 et du CCPA en 1993), les parameétres suivants ont été
mesurés:

e [’alimentation (nourriture et eau),

e le poids,

¢ la chute des poils,

e larespiration,

e le comportement physique.
A la fin de D’expérience les survivants sont euthanasiés par dislocation cervicale et un
prélevement sanguin est réalisé au niveau cardiaque afin de mesurer les différents paramétres

hématologiques et biochimiques qui pourraient subir ou non de modifications.
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Détermination de la dose létale 100 (DLqo)

Les rats ont ét¢ mis en jeun un jour avant I’administration des extraits et bien avant
I’administration des extraits (par voie orale), ils ont été peses afin de calculer la dose exacte a
administrer a chacun d'entre eux. 110 rats ont été repartis de facon homogene a raison de 55
males et 55 femelles (5/cage/sexe) en fonction de différentes doses & administrer qui varient
entre 1 a 15 g/kg)

Durant I’observation (14 jours), le nombre de déces par cage et par dose est enregistré afin de
déterminer la dose létale 100 (qui est celle qui tue 100% d’animaux soumis a

I’expérimentation).

Détermination de la dose létale 50 (DLsg)

La dose létale 50 correspond a la dose qui tue 50% des animaux soumis a I’expérimentation
toxicologique. Dans notre cas, nous avons évalué la DLsy des extraits aqueux d’Anisopappus
chinensis et Physalis angulata sur des rats males et femelles qui ont été repartis par groupe de
10 en fonction du sexe et des différentes doses a administrer. Aprés administration de I’extrait
et observation pendant 14 jours, nous avons enregistré le nombre de déces dans chaque
groupe. La DLsg est déterminée par régression linéaire, selon la méthode des moindres carrés
et le logiciel JMP version 5.1, SAS a été utilisé en vue de choisir le modéle de régression

adéquat.

Dosage des paramétres biochimiques et hématologiques

Les rats ayant survécu aprées 14 jours ont été sacrifiés comme décrit ci-dessus et du sang a été
prélevé. Les échantillons analysés sont prélevés chez des animaux a jeun pendant au moins 12
heures. Les tests statistiques du t de Student et de Dunnet ont été utilisés pour verifier la

significativité des résultats.

Dosage des enzymes hépatiques

Les transaminases (ALAT ou GPT) et les amino transférases (ASAT ou GOT) ont été dosées
dans les échantillons sanguins de rats traités et non traités. La méthode utilisée est le test UV
optimisé selon les recommandations de L’IFCC (Internatiional Federation of Clinical
Chemitry) en partie modifié (Thomas, 1998; Moss, 1999; Schumann, 2002; Guder, 2001). Le

dosage a été réalisé au laboratoire de biologie clinique des Cliniques universitaires de
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Kinshasa a l'aide d'un kit DiaSys diagnostic systems GmbH (65558) en utilisant une mesure

spectrophotométrique a 340 nm.

La substance dont on mesure, la vitesse de disparition ou d'apparition doit posséder une
propriété spectrale spécifique dans l'ultra-violet ou dans le visible. Le couple NAD/NADH,
ou NADP/NADPH, est couramment utilisé et le spectre d'absorption présente deux bandes

dont l'une a 340nm.

Si la réction évolue dans le sens de la réduction de NAD+, la densité optique augmente a

I'inverse, si elle évolue dans le sens de I'oxydation du NAD+, la densité optique diminue

- Principe du test:

ALAT

L-Alanine + 2 oxoglutaratt = <«——— L-glutamate + pyruvate

LDH

Pyruvate + NADH + H* <«—— > | -lactate + NAD"

ASAT

I-Aspartate + 2 —oxoglutaratee———— L- glutamate + oxaloacétate

MDH

oxaloacétate + NADH + HY € D- malate + NAD"

La vitesse de consommation de NADH est déterminée par spectrophotométrie et celle-ci est
directement proportionnelle a I’activité des enzymes ALAT et ASAT dans I’échantillon. Les

valeurs sont présentées en UI/L.

Dosage des parameétres hématologiques

e Dosage de la créatinine

La créatinine est un produit d’hydrolyse de la créatine dont I’élimination se passe au niveau
rénal par filtration glomérulaire. Le dosage dans le sang se fait par test cinétique selon la
méthode modifiée de Jaffé (Junge et al., 2004). En présence de I’acide picrique et en solution

alcaline, il se forme un complexe coloré rouge - orange, la variation d’absorbance de ce
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complexe mesurée a des temps déterminés est proportionnelle a la concentration de la

créatinine. La mesure se fait a 492 nm (490 -510nm). Les résultats sont exprimes en mg/dl.
e Dosage de I'urée

C’est un produit azoté final du catabolisme protéique, le dosage se fait par test enzymatique
utilisant ’uréase- glutamate déshydrogénase et une mesure spectrophotométrique a 340nm.

Les résultats sont présentés en mg/dl.

Uréase

Urée + 2H20 2NH4+ +2 HCO'g

v

GLDH

2-oxoglutarate + 2NH," + NADH L-glutamate + NAD"+ H,0

v

e Dosage du glucose

Méthode 1: Le glucose est oxydé en gluconolactone et en peroxyde d’hydrogéne sous 1’action
de la glucose oxydase (GOD). Le peroxyde d’hydrogéne résultant est détecté par une réaction
avec le phénol et I’amino-4-antipyrine en présence de peroxydase (POD).

GOD
Glucose + O, + H) 0O —= Gluconolactone + H,0,;

POD
H,0, + phénol + amino-4-antipyrine  ——— quinoneimine (rose) + 4 H,O

L’intensité de la coloration (de la quinoneimine) est proportionnelle & la concentration du
glucose dans 1’échantillon. L’absorbance est prise a 340 nm et les résultats sont exprimés en

mg/dl.

Meéthode 2: on exploite I’action de 1’hexokinase (HK) et on dose le NADH produit dont la

concentration est proportionnelle a la quantité de glucose dans 1’échantillon:

HK
Glucose + ATP — Glucose-6-phosphate + ADP

G6P-DH
Glucose -6-phosphate + NAD*—  Gluconate-6-P + NADH + H
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e Dosage de ’Hémoglobine (Hb)

La méthode utilisée exploite le réactif de Drabkin (ferricyanure de potassium + cyanure de
potassium), appelée aussi méthode a la cyanométhémoglobine. En présence de
ferricyanure de potassium, I'Hb est oxydée en méthémoglobine. La méthémoglobine en
présence de cyanure de potassium donne la cyanométhémoglobine dont I’intensité de
coloration est proportionnelle a la concentration de 1’hémoglobine dans 1’échantillon. La

lecture se fait a 540nm, les résultats sont exprimés en g /dl.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Ce travail s’inscrit dans le cadre des travaux de recherches du service de Pharmacognosie de
I’Université de Liege dont I’objectif principal est la découverte de nouvelles molécules a
partir d’espéces végétales, en particulier dans le domaine antipaludique. Il a été réalisé en
collaboration avec le Laboratoire de Pharmacologie, Faculté des Sciences Pharmaceutiques,
de I’Université de Kinshasa (République Démocratique du Congo). La grande biodiversité
végétale de ce pays nous a permis d’étudier différentes plantes a potentiel antipaludique et

d’en isoler pour la premicre fois divers métabolites secondaires.

La premiére partie de ce travail a consisté en une enquéte ethnobotanique nécessaire non
seulement a la récolte de plantes mais aussi a la collecte des savoirs en vue de leur utilisation.
Cela a été effectué aupres des populations congolaises de 7 provinces (Bandundu, Bas-Congo,
Equateur, Kasai-Oriental, Katanga, Kinshasa, Maniema). Suite a cette enquéte ethnobotanique
cing plantes utilisées en médecine traditionnelle congolaise dans le traitement de la fiévre, de
la malaria, des céphalées, de I’inflammation ont été sélectionnées: Anisopappus chinensis
Hook & Arn., Entandrophragma palustre Staner, Melia azedarach L., Physalis angulata L.,

Strychnos icaja Baill.

Un criblage antiplamosdial in vitro des diiférents extraits a été réalisé sur les souches
chloroquino-sensible et chloroquino-résistante de Plasmodium falciparum (3D7 et W2) 1l a
permis de sélectionner deux de ces cing plantes qui se sont révélées particuliérement actives
et qui n’avaient pas encore eté étudiées sur le paludisme. 1l s’agit d’Anisopappus chinensis
(Asteraceae) et de Physalis angulata (Solanaceae). L’activité antiplasmodiale in vitro de ces
deux plantes a été confirmée par un test in vivo sur des souris femelles NMRI et SWISS
infestées par le Plasmodium berghei berghei. Des essais de cytotoxicité in vitro sur des
fibroblastes de poumons humains (souche,WI-38) ainsi que la mesure de la dose létale 50 sur

rats wistars males et femelles (> 5g/kg pour les deux plantes) ont été réalisés.

La deuxiéme partie de ce travail a ét¢ consacrée a 1’étude phytochimique approfondie des
deux plantes selectionnees. L’étude phytochimique de 1’extrait dichlorométhane
d’Anisopappus chinensis a activité antipaludique intéressante, a abouti a 1’identification ainsi
qu’a la purification et a I’isolement d’acide linoléique, de deux diterpenes du type clérodane
et de deux flavonoides méthoxylés (tri et tetraméthoxyflavones). Tous ces composés sont

identifiés pour la premiere fois dans la plante. Par ailleurs, 1’étude de 1’extrait méthanolique
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nous a permis d’identifier divers acides phénols et de mettre en évidence la présence de

flavonoides sous forme hétérosides.

La détermination des structures de ces différentes molécules a été possible grace a la RMN, la
LC-MS/MS-MS et la LC-SPE-RMN. Ces composés testés in vitro sur la souche 3D7 de
Plasmodium falciparum présentent une activité modérée de 97,3 UM pour ’acide linol€ique,
de respectivement 22 et 30 UM pour les tri et tétraméthoxyflavones et enfin de 18,6 et 20,4
MM pour les clérodanes diterpéniques. Vu ces résultats, nous pensons que D’activité

antipaludique de la plante serait due a plusieurs composés agissant de facon synergique.

Concernant Physalis angulata, 1’étude phytochimique de 1’extrait dichlorométhane des tiges
feuillées de la plante dont nous avions pu confirmer I’activité antiplasmodiale, nous a permis
d’isoler deux séco-stéroides: la Physaline B et la 5B-6p epoxyphysaline B. La détermination
des structures a été possible gréace a la cristallographie (diffraction aux rayons X). Tous deux
présentent une activité antiplasmodiale tres intéressante (ICsp < 2 UM). Leur cytotoxicité in
vitro a été determinée (IS < 5). Ces composés sont bel et bien responsables de 1’activité

antipaludique de la plante.

Pour la poursuite de nos investigations sur ces deux plantes, nous pensons nous consacrer plus
particulierement a A. chinensis qui jusqu’a présent, n’a pas fait I’objet de beaucoup d’études
phytochimiques et pharmacologiques. Cela nous permettra peut-étre d’isoler d’autres
métabolites secondaires participant a I’activité de cette plante. Nous pensons également
continuer la purification et I’isolement des flavonoides afin de compléter les analyses RMN et

de déterminer avec précision la structure de la tétraméthoxyflavone.

L activité antiplasmodiale in vitro et in vivo ainsi que les essais de cytotoxicité in vitro et de
toxicité in vivo de ces composes isolés seront effectués et si possible les modeles

pharmacocinétiques et/ou pharmacodynamiques seront définis.

Etant donné que plus de 80% de la population rurale africaine, en particulier congolaise,
recourent aux plantes médicinales comme médicaments de premiére intention pour traiter des
maladies notamment la malaria et que peu d’é¢tudes pharmacologiques et phytochimiques sont
entreprises sur ces dernieres, nous souhaiterions standardiser les extraits d’Anisopappus
chinensis et de Physalis angulata afin de mettre des médicaments traditionnels améliorés

(MTA) efficaces et contr6lés au profit de la population. Ces plantes et éventuellement leurs
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extraits pourraient aussi étre intégrés dans les pharmacopées locales et dans le systéme des

soins de santé primaires accessibles a toute la population.

Nous souhaiterons également entreprendre les études cliniques de phase | et phase Il selon la
nouvelle approche tout en s’appuyant sur 1’ethnopharmacologie (Wilcox et al. 2004, 2011).
Tout cela, sans oublier la formation continue du personnel soignant en phytothérapie et en
phytovigilance.
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