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Avant-propos

AVANT-PROPOS

La filiere Biologie-Santé est une des filieres de ’'UFR Agroforesterie a I’Université Jean Lorougnon
Guédé de Daloa créée a Daloa dépuis 2013. L’objectif principal de cette filiére est de valoriser
scientifiquement la pharmacopée traditionnelle africaine. Elle vise a mettre au point des
médicaments a base de plantes médicinales et a prouver 1’inocuité de certains médicaments utilisés
traditionnellement. Sous la direction du Docteur ACKAH Jacques Auguste Alfred Bognan, Maitre
de Conférences au Laboratoire d’ Agrovalorisation a I’Université Jean Lorougnon Guédé de Daloa,
cette présente étude a été réalisée afin de valoriser un phythomédicament utilisé traditionellement
dans des maladies inflamatoires en particulier I’asthme. Le théme dévélopé au cours de cette étude
a pour objectif d'évaluer I'efficacité de I’ Asthpadose un remeéde a base de plantes utilisé dans le
traitement de 1'asthme en cote d’Ivoire sur des rats wistars. Les travaux ont commencé en 2019 et
les recherches ont été basées sur les tests phytochimiques, les tests de toxicité aigué et de toxicité
subaigué de I’extrait aqueux de la recette Asthpadose puis 1’activité anti-inflamatoire et antitussif

de I’ Asthpadose sur des rates dont nous avons induit I’inflammation et la toux.
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Introduction

Les allergies sont généralement trés courantes et sont 1’une des affections chroniques les plus
répandues. Les conséquences des manifestations de ces maladies en termes de qualité de vie et de
colt de santé en font un probleme de santé publique avec une augmentation qualifiée
"d’épidémique" au cours des 60 derniéres années (Salvi, 2018). Ces maladies allergiques touchent
plus d'un milliard de personnes dans le monde. L’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime
qu’en 2050, la moitié de la population mondiale serait concernée par 1’allergie. Ansi, I’OMS place
ces maladies allergiques au 4°™ rang aprés le cancer, les maladies cardiovasculaires et le SIDA
(Salvi, 2018).

Les maladies allergiques sont non seulement génétiques, atopiques, immunologiques mais
aussi environnementales. Les manifestations causées par ces allergies sont nombreuses : allergies
respiratoires (asthme, rhinite, pneumopathie d’hypersensibilité), allergies cutanées ou dermatites
atopiques (appelée aussi eczema), allergies urticaires, et allergies alimentaires. Ainsi, selon une
étude réalisée en 2005 en France, la prévalence des allergies cutanées était de 15-20%, celle de la
rhinite et de la conjonctivite allergique varient de 15 a 20 %. La prévalence des allergies alimentaires
est de 2 % chez I’adulte et de 6.2 % chez les enfants. Quant a 1’asthme qui est 1I’objet de notre étude
son taux de prévalence est de 7-10 % (Salvi, 2018).

L’asthme, maladie inflammatoire chronique des voies aériennes, est un probléme de santé
publique mondiale qui touche environ 350 millions de personnes dans le monde (Berthe, 2010). La
prévalence de I’asthme dans le monde a augmenté au cours des 20 derniéres années puisqu’elle était
de 2 a 3 % au début des années 90 contre 5 a 7 % en janvier 2011 avec une estimation de 27 000
déces prévue d'ici 2030 selon le rapport de I’OMS (2024). En Afrique, les enquétes
épidémiologiques dans 10 pays, rapportées par Chaulet portant en majorité sur des sujets agés de 6
a 20 ans ont montré une prévalence variant entre 2 et 10 %. En Céte d’Ivoire, la prévalence est de
17 % en milieu scolaire (Berthe, 2010).

Le colt mondial annuel global de I’asthme est supérieur a celui du HIV/SIDA et de la
tuberculose réunis. Malheureusement, il n’existe pas de traitement curatif de I’asthme en médecine
moderne. Seuls des traitements permettant de controler les symptdmes (crises) et de réduire les
risques sont utilisés (GINA, 2016). 1l est donc devenu nécessaire de faire appel a de nouvelles séries
de médicaments (Dromer & Dupont, 1996 ; Zirihi et al., 2003 ; Okou, 2012). Parmi les nombreuses
voies exploreées, se trouve la pharmacopée traditionnelle regorgeant des produits naturels faits a base
de plantes qui ont faits 1’objet de recherche montrant leur richesse en principes actifs (Candan et al.,
2003 ; Lagnika et al., 2012 ; Dinzedi, 2015).
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Ainsi, ces dernieres années, malgré le développement de la medecine et des médicaments de
synthése, I'utilisation des plantes médicinales qui ont depuis toujours été un recours dans la santé
humaine et animale n’a cessée d’augmenter dans le monde (Kroa et al., 2014 ; Gbogbo et al., 2021).
En Chine par exemple, 40 % de la population utilisent la médecine traditionnelle pour leur probléeme
de santé. Au Chili et en Colombie, respectivement 71 % et 40 % de la population, font recours a cette
médecine. En Inde, 65 % de la population rurale utilise la médecine traditionnelle comme premier
soin. Dans les pays développeés, la médecine traditionnelle appelée « médecine douce » connait
aussi un succes. Ainsi, le pourcentage de la population ayant eu recours a cette médecine en Australie
est de 48 %, en Belgique de 31 % et de 70 % au Canada. En France et aux Etats-Unis,
le taux d’utilisation de cette médecine traditionnelle est de 49 % et de 42 % respectivement (Sogoba,
2023). En Afrique, particulierement dans les pays en voie de développement tel que la Cote d’Ivoire,
I’'usage des plantes médicinales est le moyen le plus utilisé pour résoudre les problémes de santé
publique. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime a cet effet que plus de 80 % de la
population africaine utilise les plantes médicinales comme premiers recours pour les soins de santé
(OMS, 2002).

Malheureusement, malgré leur importance dans la santé, de nombreuses études ont montré que
ces plantes peuvent présenter des dangers pour la santé. En effet, selon certaines études, 1’usage des
plantes médicinales est souvent accompagné d’effets secondaires pouvant induire des problémes de
toxicité ou d'interactions médicamenteuses conduisant parfois a de nombreux échecs thérapeutiques
(Owens et al., 2014 ; Kandé et al., 2018 ; Gbogbo et al., 2021). Cependant, si I’utilisation des plantes
médicinales est basée sur des connaissances empiriques et ancestrales, plusieurs études se sont
intéressées a la pratique de la médecine traditionnelle (Bouquet & Debray, 1974 ; Agnéro, 2019).

L’Asthpadose est un phytomédicament utilis¢é dans le traitement de 1’asthme en Cote
d’Ivoire. Ce produit est un mélange de plusieurs poudres végétales. Cette étude qui a pour intérét de
donner une base scientifique a ce produit naturel, a pour objectif de valoriser 1’utilisation de
I’ Asthpadose dans le traitement de I'asthme.

De facon spécifique, il s’agit de :

. Déterminer la composition phytochimique de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose
. Réaliser des études des toxicités aigué et subaigué de I’extrait de 1’ Asthpadose
. Evaluer les activités antiinflammatoire et antitussive de 1’ Asthpadose sur des rats wistars.

Mis a part I’introduction et la conclusion, ce mémoire comprend trois parties. Une premiére partie
concacreée a la littérature sur 1’asthme, les plantes utilisées dans la production de 1’ Asthpadose, les

métabolites secondaires et les différents types de toxicité. Une seconde partie qui décrit le matériel
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ainsi que les méthodes utilisées. La troisieme partie présente les résultats obtenus et discutés. Le

document s’achéve avec la liste des documents consultés pour la réalisation de ce travail.



PREMIERE PARTIE :

GENERALITES




Généralités

1.1. Anatomie fonctionnelle du systéeme respiratoire

Le systeme respiratoire est composé du nez, des cavités nasales, des sinus paranasaux, du
larynx, de la trachée, des bronches et leurs ramifications ainsi que des poumons, qui contiennent les
sacs alvéolaires ou s’ouvrent les alvéoles pulmonaires. Du point de vue fonctionnel, ce systeme est
constitué de deux zones : une zone de conduction et une zone respiratoire. Lors de lI'inspiration, lI'air
pénétre par la bouche et le nez (les voies aériennes supérieures). L’air inspiré passe ensuite dans la
gorge (composé de 1’oropharynx et du pharynx), puis traverse le larynx et la trachée. A la fin de ce
processus, il rejoint les poumons. Ces derniers sont situés dans la cage thoracique qui est entourée
par les cotes et un feuillet appelé la plevre (Marieb & Hoehn, 2010).

La zone de conduction inclut toutes les voies respiratoires formées de conduits relativement
rigides qui acheminent 1’air a la zone respiratoire. Les organes de cette zone ont aussi pour role de
purifier, d’humidifier et de réchauffer I’air inspiré. Ainsi, parvenu dans les poumons, 1’air contient
moins d’agents irritants (poussiére, bactéries, etc.). La zone respiratoire ou se déroulent les échanges
gazeux, est composée exclusivement de structures microscopiques, tels que les bronchioles
respiratoires, les conduits alvéolaires et les alvéoles pulmonaires (Marieb & Hoehn, 2010). Les
principaux organes du systéme respiratoire sont représentés par la Figure 1.

La respiration correspond a la consommation du dioxygéne (O2) suivie de la production du
dioxyde de carbone (COz) par la cellule (c’est la phase gazeuse de la réaction) (Marieb &
Hoehn, 2010). La respiration est un processus par lequel les structures assurant cette fonction
favorisent les échanges air/sang. L’O2 provenant de I'air respiré atteint la circulation sanguine, tandis

que le COzressort de cette circulation (Boulet et al., 2016 ; Meulemans, 2021).
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Figure 1: Organes principaux du systéme respiratoire (Marieb & Hoehn, 2010)

1.2. Asthme
1.2.1. Historique

L’asthme est une maladie trés ancienne a laquelle I’on attribuait une explication magique sans
comprendre. C’est au XII® siécle que le médecin théologien et philosophe Maimonide, signale la
multiplicité des origines de 1’asthme, ainsi que des aspects allergiques de cette pathologie en rapport
avec la saison et le climat (Fréour, 1969; Coulibaly, 2017). Cependant, c’est au 19° siécle que
commencent les études sur cette maladie avec Laennec. En effet, en 1819, il montra le réle des
bronchospasmes sur un crachat perlé (Fréour, 1969 ; Coulibaly, 2017). Aussi, en 1859, I’anglais
Salter présentant des crises d’asthme de son chien, avait remarqué une éruption sur sa peau suite a
un contact avec le poil de son chien. Des phénomenes semblables furent aussi remarqués avec le
pollen par Harrisson Blackley (Fréour et al., 1969). Cependant, Trousseau en 1861 1’attribuait a un
trouble important. En 1885, See présentait 1’asthme comme une névrose, tandis que Brissaud, Bert
et Frank lui attribuaient une base physiologique (Godard et al., 1997 ; Chaya, 2009). Quant & Widal,

7



Généralités

Pasteur-Vallery-Radot et son équipe, ils ont montré le réle des allergies dans le dévéloppement de
I’asthme. Cependant, I’allergie ne détermine pas a elle seule les causes d’asthme. Tiffeneau a montré
I’implication de I’inflammation et de la sensibilité bronchique dans I’asthme. Enfin, Kourilsky
associa les causes d’asthme au stress psychique (Cousergue, 1970 ; Chaya, 2009).

On a donc cru pendant longtemps que I’asthme était une maladie causée par des
bronchospasmes déclenchés par 1’air froid, I’exercice ou les allergénes. Toutefois, des chercheurs
apres avoir constaté que la broncho-constriction avait relativement peu d’effet sur 1I’écoulement de
I’air dans les poumons, ont approfondi les recherches et découvert que la maladie commencait
d’abord par une inflammation active des voies aériennes pouvant provoquer des bronchospasmes
(Marieb & Hoehn, 2010). En outre, ’emploi du mot obstruction bronchique plutot que
bronchospasme, s'explique par l'intervention d'autres facteurs que la contraction du muscle lisse des
voies aériennes. Par exemple l'cedéme inflammatoire et 1’épaississement de la sous muqueuse
(Dizier & Lockhart, 1991 ; Chaya, 2009). Ces différents concepts nous montrent 1’évolution de la
recherche dans la connaissance de I’asthme qui est maintenant considérée comme étant une maladie
immunoallergique, professionnelle et bronchopulmonaire (Chaya, 2009).

1.2.2. Définition

Le terme «Asthme» dérive de sa racine grecque «asthma» qui signifie «respirer avec
difficulté». A I’origine, I’asthme ne désignait pas particulierement le syndrome respiratoire, mais
regroupait la plupart des symptémes provenant d’une défaillance cardio-pulmonaire (McFadden,
2004 ; Hertel, 2005). Aujourd’hui, I’asthme est défini par ses caractéristiques cliniques et
physiopathologiques. Les aspects étiologiques et anatomopathologiques sont décrits par des
recommandations internationales.

Cliniquement, 1’asthme se définit par la survenue d’épisodes récidivantes de sifflements, de
génes respiratoires, d’oppression thoracique et de toux (particuliérement la nuit ou au petit matin).
Ces épisodes récurrents de symptdmes respiratoires sont habituellement associés a une obstruction
bronchique d’intensité variable et généralement réversible spontanément ou sous I’effet d’un
traitement (GINA, 2011 ; Jonchery, 2012).

Au plan physiopathologique ou fonctionnel, I’asthme se définissait comme étant une maladie
inflammatoire chronique des voies aériennes, se manifestant classiquement par un trouble
ventilatoire obstructif réversible (spontanément ou a I’aide d’un traitement), une hyperréactivité
bronchique et par un processus progressif d’inflammation des voies respiratoires et des épisodes de
symptomes respiratoires (Sanchez, 2015). Aujourd’hui, I’asthme est considéré comme une maladie
inflammatoire chronique des voies aériennes due a une hypersensibilité impliquant de nombreuses

cellules inflammatoires notamment les mastocytes, les éosinophiles et les lymphocytes T. Cette
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inflammation chronique est associée a une hyperréactivité bronchique ainsi qu’un remodelage des
voies aériennes (Pouzol, 2010 ; GINA, 2011 ; Jonchery, 2012). Ces différentes définitions de
I’asthme permettent d’en faire le diagnostic et d’orienter les recherches sur cette maladie afin de
trouver un véritable traitement.
1.2.3. Symptomes

En général, I’asthme se caractérise par des symptomes respiratoires intermittents, apparaissant
plus souvent la nuit ou le matin au réveil. Ces symptomes de 1’asthme sont nombreux avec des
épisodes d’intensités variables, d’un individu a un autre : respiration sifflante, dyspnée, sensation
d’oppression thoracique et/ou toux particulierement pendant la nuit ou au petit matin. Ces épisodes
sont souvent associés a une obstruction extensive de degré variable, souvent réversible
spontanément ou sous 1’effet d’un traitement" (Anonyme, 2009 ; Pham, 2010). lls évoluent par
crises de différentes gravités en présence de facteurs déclenchant spécifiques (allergenes) ou non,
ou encore en cas d’inhalation d’irritant bronchique (Battu & Saint-Paul, 2014).
1.2.4. Prévalence de I’asthme

L’asthme, pathologie non transmissible est un probleme de santé publique qui touche des
personnes a tout dge. Sa prévalence s’accroit notamment dans de nombreux pays en développement
et varie d’un pays a I’autre (GINA, 2021). On observe de grandes disparités d’une région a 1’autre
(Masoli et al., 2004). Au niveau mondial en janvier 2000, 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) estimait que 100 a 150 millions de personnes dans le monde souffraient d’asthme, avec plus
de 180 milles déces par an lui sont liés (OMS, 2000 ; Chaya, 2009). En 2016, I’on estimait a 339
millions le nombre d’asthmatiques dans le monde contre 300 millions en 2004. Cette augmentation
laisse penser que les 400 millions prédits en 2004 par le rapport remis au comité exécutif du Global
Initiative of Asthma (GINA) pourraient bien étre atteints pour 2025 (Masoli et al.,
2004 ; Dijoux, 2022). La prévalence de I’asthme est estimée entre 10 et 16 % chez I’enfant et a 6,7
% chez ’adulte (Boinet & Leroy-David, 2021 ; Dijoux, 2022). En Céte d’Ivoire, précisément a
Abidjan, la prévalence de I’asthme en milieu scolaire était de 3,4 % en 1979 (Toloba, 1999 ; Chaya,
2009). Elle est passée de 12 % en 1984 a 8 % en 1992 puis a 15 % en 1998 (Aka-Danguy, 2005 ;
Chaya, 2009). Les phases I et III de 1’étude ISAAC réalisées en 1998 et 2001 portant sur plus de
3000 enfants recensés dans les 3 grandes régions bioclimatiques de la Cote d’Ivoire ont montré une
augmentation de la prévalence des symptomes d’asthme jusqu’a 15 % en 1998 et 16,3 % au cour de
I’année 2001. La plus forte prévalence avait été retrouvee a Abidjan (Koffi. 2006 ; Chaya, 2009).
Toutes ces études réalisées sur 1’asthme onéprouver une évolution de I’asthme au cours de ces

années.
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1.2.5. Etiologie

L’asthme est une pathologie multifactorielle résultant de composante endogéne ou génétique
de nature immunologique et de composante exogene ou environnementale (allergénique). On note
également le réle des cofacteurs de I'environnement tels que la pollution, la fumée, le gaz
d'échappement et le tabagisme passif parmi les causes d’asthme. Certains médicaments dont les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (médicaments qui bloquent la formation des
prostaglandines, substances responsables de I’inflammation) et les antihypertenseurs peuvent jouer
un role sensibilisant 1’appareil respiratoire (Meulemans, 2021).
1.2.5.1. Facteurs de risques endogénes
1.2.5.1.1. Prédisposition atopique et génétique

L’atopie est une prédisposition a produire de maniére excessive des immunoglobulines de
type E (IgE) a ’encontre d’antigénes normalement inoffensifs, appelés allergenes. Les individus
atopiques sont prédisposés a développer des allergies, qui par définition, sont les manifestations
cliniques d’une réponse immune exagérée impliquant la production d’IgE (Becker, 2017). L’atopie
représente aussi un des facteurs de développement d’asthme. La composante de 1’allergie est une
cause importante d’asthme chez ’enfant qui tend a diminuer avec 1’age (90 - 95 % des enfants
asthmatiques) (Pearce et al., 1999). Des études épidémiologiques récentes estimaient la proportion
d’asthme li¢ a I’atopie entre 8 et 55 % chez I’adulte. En effet, I’asthme atopique est de 11 & 80 % si
I’atopie est définie par un taux d’IgE totales sériques dont la quantité est supérieure a 100 Ul/mL
(ANAES, 2001). Sur le plan génétique, I’asthme fait intervenir de nombreux génes, dont les réles
de certains ne sont pas encore déterminés. La probabilité de transmission est d’autant plus élevée
que les deux parents sont asthmatiques (70 a 90 %) ou qu’il s’agit de la mére (50 %). En effet, les
enfants de parents asthmatiques et allergiques ont plus de chance de le devenir a leur tour comparé
a des enfants de familles non allergiques (Duffy et al., 1998 ; Busse & Lemanske, 2001 ; Pouzol,
2010 ). En 1860, le Docteur Salter, médecin au King’s College Charing Cross Hospital atteint
d’asthme depuis sa petite enfance, dans son oeuvre « De I’asthme : pathologie et traitement »
affirmait que : « Est-ce que 1’asthme est héréditaire ? Je pense qu’il n’y a aucun doute la-dessus »
(Salter, 1860; Amat, 2017). Depuis lors, de nombreuses études ne cessent de confirmer I’hérédité
de I’asthme en I’estimant entre 36 et 79 % (Los et al., 1999 ; Amat, 2017). De nombreuses etudes
génétiques ont indiqué une héritabilité de 60 % de l'asthme (Duffy et al., 1990 ; Aziz & Igbal,
2018). Ces études ont ete effectuées sur différentes populations dans le but de trouver les élements
génétiques prédisposant a I’asthme. Par exemple, certains polymorphismes que présentent le gene
de I’IL-13 sont associés a I’asthme et a 1’allergie, ce qui pourrait expliquer pourquoi la réponse de

type Th2 et la production de réagines (IgE) sont favorisées chez certaines personnes (Vercelli,
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2002). Ainsi, plusieurs genes impliqués dans la pathogenese de I'asthme sont en cours
d'identification. Par exemple, le locus ORMDL3/GSDMD sur le chromosome 1721 aurait été
impliqué dans le début de I'asthme infantile (Moffatt et al., 2010 ; Aziz & Igbal, 2018). Des progres
considérables ont donc été realises ces dernieres années dans la compréhension des bases génétiques
de I’asthme. Le polymorphisme mononucléotidique (SNP, single-nucleotide polymorphism)
correspond & la variation d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une méme espéce
(Amat, 2017). Les genes récemment découverts liés a I'asthme sont SPRINKS sur le chromosome
numéro 5q31-35, ADAM33 sur 20p, DPP10 sur 2914-32, HLA-G sur 6p21, IRAKM sur 12q, GPRA
sur 7p, PHF11 sur les chromosomes 13914 (Mathias et al., 2010 ; Aziz & Igbal, 2018).
1.2.5.1.2. Prédisposition hormonale

Certaines hormones favorisent ou diminuent le risque de développer I’asthme. Par exemple,
la progestérone augmenterait la production de cytokines de type Th2, notamment I’'IL-4 et 5 par les
lymphocytes CD4* (Piccinni et al., 1995 ; Pouzol, 2010). Des études réalisées in vivo sur des souris,
ont permis de montrer que la progestérone aggravait le développement d’un asthme allergique
(Mitchell & Gershwin, 2007 ; Pouzol, 2010).
1.2.5.1.3. Obésité

Plusieurs études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence une augmentation de la
prévalence de 1’asthme chez les personnes obéses (Chen et al., 1993 ; Camargo et al., 1999 ;
Matricardi et al., 2007 ; Pouzol, 2010) ainsi que chez des adultes présentant un poids élevé a la
naissance (Shaheen et al., 1999 ; Pouzol, 2010). En effet, I’inflammation chronique s’installe et
accentue I’inflammation des bronches chez une personne en surpoids ou obeses (Afrite et al., 2006 ;
Meulemans, 2021). Aussi, selon I’Indice de Masse Corporelle (IMC), plus d’une personne
asthmatique sur six serait obése. En effet, des perturbations respiratoires (diminution de capacité
respiratoire ou augmentation des résistances aériennes) sont observées chez une personne obese.
Ces pertubations sont a 1’origine de 1’écoulement plus difficile de I’air a travers les bronches
(Anonyme, 2020 ; Meulemans, 2021).
1.2.5.2. Facteurs de risques exogenes
1.2.5.2.1. Allergénes

Un allergene est une substance capable d’induire une synthése de réagines ou IgE spécifiques
dans certaines conditions environnementales, associées a des facteurs génétiques individuels. Il
s’agit surtout de protéines de poids moléculaire compris entre 1,5 et 250 kilodaltons. La majorité
des réactions allergiques se situe au niveau des voies aériennes supérieures et inférieures. Par
conséquent, les sources d’allergenes les plus fréquemment responsables des sensibilisations

respiratoires sont les pollens, les acariens, les animaux et les blattes (David, 2003). Ainsi I’allergie
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se divise en deux phases : une phase de sensibilisation a I’allergéne, dite « asymptomatique », puis
une phase de réaction ou de provocation « symptomatique » (Dijoux, 2022). La classification des
allergénes repose sur leur voie de pénétration dans 1’organisme. La voie respiratoire a travers
laguelle les aéroallergénes ou pneumallergénes sont inhalés, est la premiere voie de penétration des
allergenes dans I’organisme. La voie digestive représente la seconde voie de pénétration des
allergénes. Les trophallergénes sont composés des allergénes contenus dans les aliments (ceufs,
arachides, cocos, crustacés, poissons et lait) et les boissons, mais aussi certains additifs alimentaires
tels que les sulfites et la tartrazine (E102). 11 existe aussi, d’autres voies variées par lesquelles des
allergénes comme les médicaments, les venins d’insectes pénétrent dans 1’organisme (Meulemans,
2021). Grace au développement de la biotechnologie, il a été mis en évidence que 51 % des
allergénes majeurs purifiés ou clonés étaient des protéines douées de propriétés enzymatiques
comme par exemple le Bla g2, un allergéne présent dans les blattes (Blattella germanica) qui a une
fonction de protéase (Dandeu et al., 1995). Ces enzymes ont pour la plupart une action irritante pour
les tissus. Contrairement aux toxines bactériennes et aux virus, les substances qui sont
potentiellement des allergénes sont des molécules inoffensives pour les personnes non allergiques
(Dandeu et al., 1995).
1.2.5.2.2. Pollution atmosphérique et produits irritants

D’autres facteurs environnementaux sont importants dans la progression et la sévérité de la
maladie. Certaines études ont relevé que les enfants élevés dans un environnement pollué ont une
fonction pulmonaire diminuée (Gauderman et al., 2004). Aussi, selon 1’étude menée par
International Study for Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) en France, les enfants habitant
dans des zones de pollution importante présentent 1,5 fois plus d’asthme que les autres (Annesi-
Maesano et al., 2009). Pourtant, la pollution atmosphérique a polluants acido-particulaires a diminué
ces dernieres années du fait d’une réglementation mise en place dans les pays industrialisés.
Toutefois, I’émission de polluants photochimiques tels que 1’ozone et le dioxyde d’azote n’a pas
cessé d’augmenter a cause de I’amplification du trafic automobile. Ces derniers polluants jouent un
role important dans 1’exacerbation de 1’asthme (Viegi & Baldacci, 2002).
1.2.5.2.3. Tabagisme

Chez I’asthmatique, le tabac joue un rdle de cofacteur dans le déclenchement d’une crise
d’asthme. Le tabac provoque une inflammation des voies aériennes. En effet, il est capable
d’augmenter la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1I’IL-1, I’'IL-6, I’IL-8, Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) et de diminuer le taux de cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10.
Le tabagisme induit également une augmentation de la production des IgE sériques puis favorise le

développement de I’asthme (Arnson et al., 2009). Enfin, plusieurs études épidémiologiques
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indiquent une augmentation du risque de développement de 1’asthme chez les enfants nés de meres
fumeuses (Collins et al., 1985 ; Magnusson, 1986).
1.2.5.2.4. Infections virales

Le role des infections virales dans 1’étiologie de 1’asthme demeure controversé. Plusieurs
études ont suggéré que les infections virales respiratoires pouvaient étre a 1’origine du
développement d’un asthme, allergique ou non. Ainsi, chez les enfants d’age scolaire, 85 % des
exacerbations des asthmes sont dues a des infections virales telles que, les rhinovirus humain (RV)
et le Virus Respiratoire Syncitial (VRS) (Johnston et al.,, 1995 ; Chateaux, 2005). Le
metapneumovirus, le parainfluenza, et le coronavirus, les virus respiratoires peuvent également
avoir une influence sur les patients présentant un asthme diagnostiqué : 80% des exacerbations chez
I’enfant et 60-70 % des exacerbations chez I’adulte ont pour origine une infection virale pulmonaire
(Busse et al., 2010 ; Oliver et al., 2014 ; Devulder, 2019). Cependant, I'infection par le rhinovirus
est la principale cause d'exacerbation aigué chez les personnes génétiqguement exposées au risque
d'asthme. Aussi, la respiration sifflante est induite par le rhinovirus au cours des trois premieres
années de la vie et représente un facteur de risque pour l'asthme. En général, le rhinovirus est
également le plus grand facteur de risque de développer un asthme a I'age de 6 ans (Jackson et al.,
2008 ; Devulder, 2019).
1.2.5.3. Autres facteurs de risques
1.2.5.3.1. Reflux gastro-cesophagien

Il semble que le reflux gastro-ecesophagien ou RGO soit plus fréquent chez une personne
asthmatique que chez une personne normale (Michel, 1981 ; Godard et al., 1993 ; Roux &
Fournier, 1997 ; Nitiema, 2006). Il est plus fréquent chez I'asthmatique, parfois méme d'origine
iatrogene. Le RGO une une remontée du liquide gastrique acide vers 1’cesophage. Cette remontée
atteint parfois les poumons et aggrave I'asthme par plusieurs mécanismes. Le RGO peut étre causé
par une modification des régimes de pressions transdiaphragmatiques ou de traitements comme la
theophylline. Cette modification diminue ainsi 1’activité du sphincter inférieur de 1’cesophage. Le
reflux gastro-oesophagien peut aggraver certains types d’asthmes (Michel, 1981).
1.2.5.3.2. Facteurs psychologiques

La tension, la colere et la contrariété sont des stress émotionnels pouvant déclencher une crise
d’asthme ou moduler la fréquence et/ou I’intensité de la crise d’asthme (Anonyme, 2020a ;
Meulemans, 2021).
1.2.5.3.3. Asthme induit par I’exercice

Aussi appelé asthme induit par I’exercice (AIE), I’asthme d’effort est un syndrome aigu lié a

I'obstruction transitoire des voies respiratoires. Il est provoqué par des efforts physiques violents ou
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prolongeés entrainant une hyperventilation. Il survient le plus souvent chez les sportifs ayant un
antécédent d’asthme. Ce type d’asthme se traduit au plan fonctionnel par une diminution d‘au moins
15 % et plus du volume expiratoire maximum par seconde (VEMS). Si ce pourcentage du VEMS
s’accroit, on qualifie I’ AIE de 1éger (15 a 20 %), de modéré (20 et 40 %,) ou de grave (40 % et plus)
(Karila et al., 2001). Des études antérieures ont montré que prés de 90 % des asthmatiques sont
susceptibles de présenter un AIE (Weiler, 1996). Mais d’autres études plus récentes ont permis de
retenir une chute du VEMS d’au moins 10 % dans leur majorité pour évaluer I’AIE (Mannix et al.,
1996; Leuppi et al., 1998 ; Wilber et al., 2000). Ce dernier peut constituer un révélateur de 1’asthme
chez 14 % des sportifs sains. L'effort physique augmente fortement la quantité d‘air inspiré puis
s'accompagne d'une tendance a ressortir ’air par la bouche et non par le nez (Rundell et al., 2004 ;
Durand et al., 2005).
1.2.5.3.4. Médicaments

Des études réalisées antérieurement montrent I’implication de certains médicaments dans le
développement d’asthme. Ainsi, ces études montrent le r6le des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) tel que I’aspirine qui est susceptible d’engendrer de sévéres bronchospasmes chez certains
sujets asthmatiques. Ces molécules sont des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase et peuvent révéler ou
aggraver un déséquilibre du métabolisme de 1’acide arachidonique. Les bétabloquants, méme
oculaires, sont également responsables de la majoration d’hyperréactivité bronchique chez les
asthmatiques (Michel, 1981 ; Chaya, 2009 ; Anonyme 2020b ; Anonyme, 2020c ; Meulemans,

2021). La Figure 3 présente un shéma recapitulatif des facteurs de risque de I’asthme.
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Figure 2 : Facteurs de risque de I’asthme (Chaya, 2009)
1.2.6. Physiopathologie

L’asthme est une maladie multifactorielle dont la physiopathologie est complexe et
caractérisée successivement par une inflammation, une hyperréactivité bronchique et un remodelage
bronchique suite a des stimuli. L’asthme est donc une pathologie plurifactorielle et complexe, dans
laquelle plusieurs mécanismes physiopathologiques cohabitent comme [I’inflammation, la
constriction des cellules musculaires lisses, I’hypersécrétion de mucus par les glandes sous
muqueuses et une hyperréactivité globale des bronches (Adamko et al., 2003 ; Cepuc, 2016).

Les anomalies histologiques telles que I’hypersécrétion de mucus, 1’épaississement de la
membrane basale et I’hypertrophie du muscle lisse de la paroi bronchique sont souvent retrouvées
chez les asthmatiques (Adamko et al., 2003 ; Cepuc, 2016).

Une migration luminale importante de granulocytes principalement les neutrophiles est
observée dans les voies aériennes, ainsi qu'une infiltration lymphocytaire sous-muqueuse et

péribronchique, en partie avec des mastocytes, des plasmocytes et des granulocytes éosinophiles.

15




Généralités

Cela peut donc entrainer un remodelage des voies aériennes avec hyperplasie et hypertrophie des
muscles lisses et une fibrose sous-épithéliale et interstitielle (Leclere et al., 2011 ; Klier et al., 2022).
1.2.6.1. Stimulation

Les stimuli sont des substances ou molécules capables de déclencher une réaction. Ils peuvent
étre d’origines allergiques (pollen, acariens, animaux...), d’origines physiques (air froid et sec),
d’origines chimiques ou irritantes, d’origines pharmacologiques par la prise de médicaments
(histamine, métacholine) (Chaya, 2009).
1.2.6.2. Inflammation bronchique

L’inflammation est une réaction de défense et d’adaptation de I’organisme suite a une
agression tissulaire non spécifique (Mouffouk, 2019). Cette réaction peut étre d’origine microbienne
(bactérienne, virale, et parasitaire), d’origine physique (froid, chaleur, brdlures,
irradiations, traumatisme : blessure, intervention chirurgicale), d’origine chimique (caustiques,
toxines, venins), de défaut de vascularisation (nécrose par ischémie), agression dysimmunitaire
(anomalie de la réponse immunitaire, allergies, autoimmunité) tumorale, nécrose tissulaire
(infarctus) (Mouffouk, 2019). Le mot inflammation est un mot du latin « inflammatare » qui signifie
« en feu ». Décrite pour la premiére fois par Celsus (1* siecle apres JC). I’inflammation comprend
quatre signes cardinaux : rougeur, gonflement, chaleur et douleur (Khan et al., 2004 ; Stewart &
Beart, 2016). L’inflammation bronchique, elle est une caractéristique commune a toutes les formes
d’asthme. Elle affecte I’ensemble des voies aériennes ainsi que les voies respiratoires supérieures.
Mais ses effets physiopathologiques sont plus prononcés au niveau des bronches de taille moyenne
(Cohn et al., 2004). Sa chronicité implique le fait qu’il persiste de nombreux stigmates méme en
I’absence de symptomes. L’inflammation bronchique met en jeu des cellules inflammatoires ainsi
que des médiateurs cellulaires comme les polynucléaires éosinophiles. Ces médiateurs cellulaires
peuvent secréter des médiateurs capables de remodeler I’environnement bronchique, mais aussi les
lymphocytes T, principalement TH2. Les lymphocytes T sécrétés permettent de réguler via une
signalisation par les cytokines d’autres cellules de I’inflammation. Cette inflammation met aussi en
jeu des médiateurs humoraux de I’inflammation comme les médiateurs classiques de I’inflammation
(histamine), les dérivés de I’acide arachidonique (leucotrienes et prostaglandines) et autres
cytokines spécifiques.
o Induction de I’inflammation par un produit irritant : la carragénine

L’inflammation est un phénomeéne réactionnel mis en ceuvre par 1’organisme lorsque son
intégrité morphologique et/ou biologique est menacée (Singla & Pathak, 1990). L’injection de la
carragénine dans la patte de ces animaux provoque une lésion du tissu par 1’intermédiaire des

prostaglandines et de 1’histamine. Cette action entraine une inflammation locale. Puis Ces
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médiateurs augmentent la perméabilité des capillaires de la région. En conséquence, I’exsudat
composé d'eau et de protéines plasmatiques, s’échappe de la circulation sanguine vers 1’espace
interstitiel. Cet exsudat est la cause d’un cedéme localisé, qui & son tour comprime les terminaisons
nerveuses et détermine ainsi une sensation de douleur (Devulder et al., 2002 ; Rousselet et al., 2005).
L'oedeme de la patte induit par la carragenine est un phenomene biphasique. La premiere phase (1
h) implique la liberation des composeés pro-inflammatoires tels que I'histamine, la sérotonine et les
kinines, tandis que la seconde phase dite tardive (> 1 h) est due a une augmentation de
la Cyclooxygénase 2 (COX-2) et la liberation de la prostaglandine E2 rénale (PGE2) (Niu et
al., 2014 ; Lee et al.,2017).
1.2.6.2.1. Acteurs cellulaires de I’asthme

De nombreuses cellules sont impliquées dans 1’inflammation bronchique chez les personnes
asthmatiques. Le systeme immunitaire est un élément clé de 1’asthme allergique, mais complexe
dans sa physiopathologie en raison de sa grande diversité d’acteurs immunitaires. En effet, d’autres
cellules et cytokines sont impliquées dans la physiopathologie de 1’asthme allergique tels que les
cellules lymphoides innées (ILC), les lymphocytes Th9, les petites protéines G, I'IL-17, les
cytokinesl7 et les cytokines produites par la barriere de 1’épithélium. Ainsi, des progénitures
lymphoides communes aux lymphocytes produisent I’'ILC. Les lymphoides innées sont 1’ILC1,
I’ILC2 et I'ILC3. L’ILC1 et I’'TLC2 sont divisés en 2 groupes. Le premier groupe activé par les
alarmines est impliqué dans la physiopathologie de 1’asthme allergique. Quant au second groupe, il
est associé aux cytokines de I’inflammation Th2 et aggrave 1’asthme (Dijoux, 2022).
. Cellules épithéliales des voies respiratoires

Sous la stimulation des allergenes et/ou des microbes (virus, bactéries, champignons), les
cellules épithéliales libérent les cytokines comme TLSP, IL-25, IL-33, GM-CSF qui déclenchent et
amplifient les réponses immunitaires caractéristiques (Hammad & Lambrecht, 2008 ; Barrett &
Austen, 2009). Ces cellules représentent des cibles thérapeutiques prometteuses dans le traitement
de I’asthme. L’exposition prolongée a I’'IL-25 aux murins a induit une inflammation a éosinophiles,
un remodelage et une HRB (Yao et al., 2014, Yao et al., 2015). En effet, L’IL-25 a travers son
récepteur spécifique (IL-17 RB) va activer différentes cellules de I’immunité innée (éosinophiles,
cellules dendritiques), adaptatives (lymphocytes Th2) ainsi que les cellules épithéliales
bronchiques. Elle interagirait également avec 1’'TL-33 et la TSLP (Kleinschek et al., 2007). Grace a
un stimulus pro inflammatoire, la cytokine TSLP dérive des cellules épithéliales et favorise une
réponse allergique via son activité sur de nombreuses cellules de ’'immunité innée, telles que les
cellules dendritiques et les mastocytes (Corren et al., 2017). L’IL-33 quant a elle, fait partie de la

famille de I’TL-1, et joue un role central dans la réponse inflammatoire induite par un allergene. Elle
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se manifeste par la présence de nombreuses cellules comme les cellules épithéliales bronchiques,
les ibroblastes, les cellules musculaires lisses, les macrophages et les cellules dendritiques
(Porsbjerg et al., 2016 ; Klein et al., 2021).
. Cellules mastocytaires

Découverts vers 1877 par Paul Ehrlich, les cellules mastocytaires sont impliquées dans le
mécanisme d’hypersensibilité immédiate qui constitue la base physiopathologique de 1’allergie
(Mecheri & David, 2018). Ce sont des cellules mononucléées volumineuses, appelées ainsi en raison
de la presence de granules spécifiques dits métachromatiques intra cytoplasmiques. Il existe une
grande diversité morphologique, correspondant a des différences dans la nature des protéases et des
cytokines qu'ils contiennent (Davous, 2024). Les mastocytes sont localisées dans la muqueuse du
tractus respiratoire participant a la physiopathologie de 1’asthme. Les mastocytes étant associés a la
phase initiale de la réaction allergique IgE dépendante (Gosselin, 2001 ; Tunon, 2003 ; Berger &
Tunon, 2007).
. Eosinophiles

Pareillement aux mastocytes, les éosinophiles ont été découverts en 1879 par Paul Ehrlich.
Ces cellules possédent un noyau bilobé contenant des granulations volumineuses dans leur
cytoplasme. Ces granulations se colorent en rouge orangé au moyen de 1’¢osine, d’ou les
éosinophiles tirent leur nom. Leur développement et leur maturation s’effectuent dans la moelle
osseuse a partir d’un progéniteur hématopoiétique exprimant la molécule CD34 a sa surface. L’IL-
5 est la principale cytokine impliquée dans la différentiation des polynucléaires €osinophiles dans
la moelle osseuse. Les éosinophiles matures se retrouvent principalement dans les tissus, notamment
au sein des tissus formant une interface avec I’environnement tels que le tractus pulmonaire (Kato
et al., 1998). Ces cellules renferment les enzymes inflammatoires pour la production des
leucotrienes et 1’expression de plusieurs types de cytokines pro-inflammatoires. Les éosinophiles
attirés au niveau du site inflammatoire se développent, puis atteingnent leur maturité, et s’activent
pour leur survie grace a L’IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF (Bach & Chatenoud, 2012 ; Petsky et al.,
2007). Les éosinophiles activeés, par I'lL-5 ou le PAF (Facteur d’activation plaquettaire), libérent
des protéines cationiques cytotoxiques, comme I'ECP (eosinophil cationic protein), la MBP (major
basic protein), I'EP (éosinophilperoxydase) et I'EDN (eosinophil-derived neurotoxin). A celles-ci
s'ajoutent la libération de radicaux libres, d'éicosanoides (LTC4), de cytokines de type Th2 (IL-4,
IL-5), des facteurs de croissance, d'élastase et des metalloprotéinases matricielles (MMP-9)
(Gosselin, 2001).
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. Neutrophiles

Suite a la provocation allergénique, les neutrophiles sont les premiers globules blancs qui
s’infiltrent dans les voies respiratoires des asthmatiques (Teran et al., 1995). Apres leur infiltration,
les prostaglandines, les thromboxanes, le leucotriéne B4 (LTB4) et le PAF sont synthétisés (Sibille
& Reynolds, 1990). L’un des roles principaux de ces cellules dans la pathogenese de la réponse
asthmatique est le rémodélage des voies aériennes (Batra et al., 2004).
. Basophiles

Les basophiles ont une expression élevée des récepteurs de I'lL-33 T1/ST2 et produisent, en
réponse a cette cytokine, I'lL-4, I'IL-6, I'lL-13 et I'nistamine (Schneider et al., 2005). L’histamine
est produite par les basophiles afin d’augmenter les réponses Th2. Cette histamine produite inhibe
la reponse Thl (Schneider et al., 2004).
. Cellules dendritiques

Bien qu’elles proviennent de la méme cellule souche CD34" de la moelle osseuse, les cellules
dendritiques constituent une population de cellules hétérogenes et sont présentes dans tout
I’organisme particuliérement dans les muqueuses respiratoires. On distingue trois types de cellules
dendritiques : les cellules dendritiques interstitielles ou myéloides, les cellules de Langerhans et les
cellules dendritiques dites plasmacytoides, en raison de leurs similitudes avec le plasmocyte (David,
2003). Ces cellules dendritiques se spécialisent d’abord dans 1’acquisition et 1’apprétement
d’antigénes au cours de la phase immature, puis au cours de leur maturation, elles perdent cette
capacité et stimulent les cellules T naives (Schuler et al., 1997). Ces cellules développent en ce
moment de longues dendrites leur permettant de prendre contact avec de nombreuses cellules T
(Kuipers & Lambrecht, 2004).
. Macrophages

Les macrophages sont les cellules les plus nombreuses des voies aériennes. Ces cellules grace
aux récepteurs d'IgE de faibles affinités, FceRII s’activent par des allergénes pour libérer les
médiateurs inflammatoires et les cytokines qui amplifient la réponse inflammatoire (Peters-Golden,
2004).
o Lymphocytes T et Lymphocytes B

Les lymphocytes T et B sont des cellules ayant pour précurseurs des cellules souches
hématopoiétiques et qui se différencient soit dans le thymus pour la lignée T, soit dans la moelle
osseuse pour la lignée B. Ce sont des cellules de petites tailles avec un grand noyau et peu de
cytoplasme (Pham, 2010).

Le rble des Lymphocytes T dans le développement de I'asthme allergique a depuis longtemps

été attribué aux cellules Th2. Ce réle a plus tard été élargi et aussi attribué aux cellules T régulatrices,
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aux lymphocytes NKT (Natural Killer T) et a la sous-population T (Th17) nouvellement décrite
(Pham, 2010).

Dans un asthme allergique, les cellules B jouent un réle en synthétisant des IgE spécifiques
des allergenes pendant la phase de sensibilisation (DeFranco et al., 2009). Ces anticorps se fixent
sur les mastocytes et les basophiles a travers leurs récepteurs de haute affinité (FceRI) (Pham, 2010).
1.2.6.2.2. Médiateurs de I’inflammation asthmatique
. Immunoglobulines E

L’IgE est le principal anticorps impliqué dans le déclenchement de la réaction allergique de
type immédiate, tel que 1’asthme allergique. Il est produit par les lymphocytes B activés lors de la
commutation isotypique (Gould & Sutton, 2008 ; Boumendjel, 2012).

. Histamine

Les basophiles et les mastocytes sont les principales sources d’histamines. L’histamine agit
sur les récepteurs H1 exprimés sur les cellules musculaires lisses puis entraine une puissante
constriction des bronches. Elle entraine également une extravasation vasculaire dépendante des
récepteurs H1, puis un cedéme muqueux entrainant I’obstruction bronchique (Schneider et al., 2005 ;
Pham, 2010).

. Chimiokines

Les chimiokines font intervenir des cellules inflammatoires dans les voies respiratoires dans
le développement de l'asthme par l'intermédiaire de leurs récepteurs spécifiques. Ainsi, ces
chimiokines représentent une potentielle cible dans le traitement de I’asthme (Medina-Tato et al.,
2006).

. Leucotrienes

La synthese des Leucotrienes est liée a de nombreux types cellulaires tels que la 5-
lipooxygenase, une enzyme dont 1’activation induit la synthése des LTB4 qui sont de puissants
agents chimio-attractants pour les neutrophiles. Les LTC4, LTD4 et LTE4 sont des types de
leucotrienes qui provoquent une constriction puissante des bronches puis entrainent une hyper-
réactivité bronchique et une augmentation de la permeabilité vasculaire qui stimule la sécrétion de
mucus (Dahlen, 2006).

. Cytokines

Les cytokines sont des protéines solubles qui jouent un role de messagers inter-cellulaires.
Ces protéines agissent localement sur un mode paracrine ou méme autocrine. Elles interviennent
dans la croissance cellulaire, I’inflammation, I’immunitg, la différenciation et la réparation cellulaire
en se fixant a des récepteurs de surface plus ou moins spécifiques d’une cellule (Roitt & Rabson,

2002). Les cytokines Th2 jouent un rdle primordial dans la réponse immunitaire allergique. L’1L-4
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est la principale cytokine impliquée dans le développement de la réaction allergique pulmonaire.
Elle joue un réle pro-inflammatoire important, notamment par la différenciation des lymphocytes
Th2, I’induction de la production d’IgE, I’augmentation de I’expression des récepteurs a I’IgE, la
transmigration des €osinophiles dans les poumons, 1’inhibition de I’apoptose des lymphocytes T ou
encore I’hypersécrétion de mucus (Plé et al., 2010 ; Bouaziz, 2014). Le polymorphisme de I’'IL-4 et
de son récepteur I’IL-4R est également impliqué dans la sévérité de la maladie (Isidoro-Garcia et
al., 2005). Quant a I’IL-5, produite par divers types cellulaires, elle joue un role crucial dans la
differenciation, la maturation, la survie et méme 1’activation des éosinophiles (Hamid & Tulic, 2009
; Bice et al., 2014). Parmi les cytokines Th2, on compte aussi I’IL-13 qui est également produite par
les basophiles et les mastocytes (De Waal et al., 1995 ; Marone et al., 2005 ; Schroeder, 2009).
. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est produit dans les voies aériennes et 1’augmentation de sa
production chez les asthmatiques entraine une hyper-expression de la NO synthétase inductible par
les cellules épithéliales des voies aériennes (Kharitonov et al., 1994). Le NO favorise la
différenciation des cellules Th2 puis augmente la production de I’IL-4 inhibant la prolifération et la
production de I’IL-2 et d’IFN-y par les lymphocytes Th1 (Taylor-Robinson et al., 1994). Dans la
pathogénese de I'asthme, le NO est associé a I'éosinophilie et a I'inflammation des voies aériennes
(Benbernou et al., 1997a ; Bochner & Busse, 2005). Le réle de NO dans la réponse inflammatoire
serait de se combiner a des anions superoxydes pour former des ions peroxynitrites ayant un effet
toxique direct sur les voies aériennes (Barnes & Kharitonov, 1996).

La Figure 4 présente les médiateurs de I’inflammation.
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Figure 3 : Médiateurs de I’inflammation asthmatique (Zhu et al., 2020)

1.2.6.3. Hyperréactivité bronchique

La réactivité bronchique physiologique traduit I’aptitude des voies aériennes dun sujet sain &
développer une obstruction bronchique limitée en réponse a une forte stimulation. Quant a
I’hyperréactivité bronchique (HRB), elle se caractérise par une réponse «excessive» ou
«démesurée», c’est-a-dire une augmentation de la sensibilité des voies aériennes a une grande
variété de stimulis exogeénes d’origine physique (air froid et sec), chimique ou pharmacologique
(histamine, métacholine) par rapport a la réponse des sujets sains (Chaya, 2009). Elle est une
caractéristique majeure de ’asthme. Le muscle lisse bronchique est 1’effecteur principal de la
réactivité bronchique, c’est-a-dire sa capacité a se contracter afin de réduire le diamétre des voies
aériennes en réponse a un stimulus. En effet, le muscle lisse de I’arbre bronchique se contracte
(rétrécissement) plus intensément en réponse a un stimulus donné comparé a la réponse obtenue
chez un individu sain. Cet état n’est pas spécifique de 1’asthme, mais la quasi-totalité des patients
asthmatiques présentent une HRB (Busse & Lemanske, 2001). Le muscle lisse des voies aériennes

possede des recepteurs membranaires qui peuvent étre stimulés par les médiateurs de 1I’inflammation
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(Wang et al., 2003). Il existe plusieurs types d’hyperréactivité bronchique dont I’HRB non
spécifique qui est une anomalie constamment retrouvée dans 1’asthme et ’HRB spécifique d’un
allergéne présente uniquement chez les asthmatiques allergiques (Ozier, 2011). Les Figures 5 et 6,

présentent la différence des bronches chez une personne saine et chez une personne asthmatique.

Figure 4 : Bronche chez une personne Figure 5 : Bronche chez une personne
saine (Meulemans ; 2021). asthmatique (Meulemans ; 2021).

1.2.6.4. Remodelage des voies aériennes

Le rémodélage des voies respiratoires se définit par des altérations structurales dans les
bronches des patients asthmatiques a l’origine de la diminution irréversible des capacités
pulmonaires qui varient selon le degré de sévérité de 1I’asthme. Ces modifications structurales sont
caractérisées morphologiquement par une destruction irréguliére de 1’épithélium bronchique
accompagnée d’une augmentation de I’espace situé¢ entre les cellules épithéliales basales, une
hypertrophie du muscle lisse, une hypertrophie des cellules glandulaires associée a une
hypersécrétion de mucus et une fragmentation des fibres d’élastine du tissu conjonctif (Brewster et
al., 1990). Un épaississement de la membrane basale, caractérisé par un dépot de collagénes et une
multiplication du nombre de myofibroblastes sont également observé chez les patients asthmatiques
(Brewster et al., 1990). Ceci est probablement di a I’activation des cellules mésenchymateuses a
travers des médiateurs produits par les différentes cellules inflammatoires (éosinophiles ;
caractéristiques de la voie Th2 et les neutrophiles ; caractéristiques de la voie Th17). Ces cellules
inflammatoires infiltrent la muqueuse bronchique (Kariyawasam & Robinson, 2007) ainsi que les
cellules épithéliales bronchiques qui sécrétent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
(Aubier, 2003). L’ensemble de ces rémaniements structuraux observes chez les asthmatiques est
probablement la conséquence de la répétition de cycles de lésions et de réparations (Wang et al.,

2003 ; Devulder, 2019). Ces altérations comprennent des changements morphologiques de
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I’épithélium bronchique (perte de I’intégrité de la barriére épithéliale, la diminution du nombre de
cellules ciliées et 1’hyperplasie des cellules en gobelet). Ces altérations comprennent également
I’activation des fibroblastes en myofibroblastes qui sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires et
des protéines de la matrice extracellulaire. La sécretion des médiateurs pro-inflammatoires et des
protéines entrainent une fibrose sous épithéliale, une augmentation du nombre et de la taille des
cellules musculaires lisses et enfin une augmentation de I’angiogenése (Al-Muhsen et al., 2011). Le
rémodélage des voies bronchiques dans I’asthme a longtemps été considéré comme le résultat de
I’inflammation chronique qui entraine la destruction et la réparation chronique des tissus
pulmonaires. Ainsi, ’asthme a longtemps été considéré comme une maladie principalement
inflammatoire et le remodélage bronchique comme un dommage collatéral. Les éosinophiles,
caractéristiques de la voie Th2, et les neutrophiles caractéristiques de la voie Th17, participent au
rémodélage bronchique, mais il n’est pas certain que les changements structuraux associés soient
distincts entre les deux endotypes. Des études suggerent que I’inflammation chronique n’est pas
nécessairement a 1’origine du rémodélage et que ces deux événements se déroulent parallelement.
1.2.6.5. Toux : épisode de ’asthme
1.2.6.5.1. Définition

La toux se définit comme étant une expulsion brusque par la bouche de 1’air provenant
du poumon grace a la contraction des muscles expiratoires afin de débarrasser les voies
respiratoires des corps étrangers et des sécrétions excessives. La toux est une réaction de
défense de I’organisme et de protection du poumon, qui prend le relai lorsque le systéme muco-
ciliaire qui tapisse I’arbre respiratoire ne joue plus son role.C’est un acte réflexe suite a une
irritation des voies respiratoires, de la plévre ou du diaphragme, qui permet d’évacuer les
sécrétions bronchiques (mucus) ou un corps étranger (Dautzenberg 2002 ; Debesse &
Rochemaure, 2008 ; Aubaret, 2015). La toux est souvent le premier signe de maladies
respiratoires (rhume, infection pulmonaire, asthme, maladie pulmonaire obstructive chronique,
fibrose pulmonaire et cancer du poumon) ou des troubles non-respiratoires (reflux gastro-
cesophagien et reflux postnatal) ou encore peut également étre idiopathique (d’origine
inconnue). La toux devient un phénomene reflexe lorsqu’elle est le résultat de la stimulation
des nerfs sensitifs des voies respiratoires (Polverino et al., 2012). La stimulation de la branche
articulaire du nerf vague qui alimente ’oreille peut également provoquer une toux : reflux
d’Arnold (Eccles, 1996). La toux est un épisode de I’asthme qui est rarement isolée mais le plus
souvent associée a aux symptémes respiratoires comme 1’oppression thoracique et la difficulte
respiratoire sifflante. La toux est parfois chronique, se manifestant le plus souvent la nuit chez

I’asthmatique. Le diagnostic de la toux est confirmé par la présence d’une hyperréactivité des
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bronches (Niimi, 2013 ; Cepuc, 2016) et la recherche d’un terrain atopique est recommandée
de maniére systématique en cas de toux lorsqu’un asthme est suspecté (Tillie-Leblond &
Godard, 2007 ; Cepuc, 2016). La toux équivalente d’asthme est une forme d’asthme qui se
manifeste la nuit par une toux seche, sans autres symptémes d’asthme. La toux équivalente
d’asthme entraine une hyperréactivité bronchique et une inflammation a éosinophiles.
L’inflammation a éosinophiles est retrouvée dans 1’expectoration, le liquide de LBA ou la sous-
mugqueuse des voies aériennes (Niimi et al., 1998 ; Cepuc, 2016).
1.2.6.5.2. Mécanisme de la toux

La survenue de la toux dépend du lieu et du type de la stimulation puis comporte quatre phases.
Au cours de la phase compressive de la toux, il se produit une contraction des muscles expiratoires.
Cette contraction des muscles entraine de tres fortes pressions intrathoraciques. Ces pressions
baissent imédiatement avec I’ouverture de la glotte contemporaine de la phase expulsive pour tendre
vers la pression atmosphérique. Ce phénomene se déroule pendant une courte durée, alors que les
pressions pleurale et alvéolaire augmentent ou restent stables. Les muscles expiratoires se
contractant toujours, produisent une force musculaire qui est transmise vers les structures pleurales.

Certains inducteurs de la toux comme I’ammoniaque provoquent une diminution des
amplitudes respiratoires, c’est la bronchoconstriction (Sanjay et al., 2013). L'irritation des RARS
(Rapidly Adapting Receptors ou récepteurs irritants) (Widdicombe, 1989) provoquent des
contractions des muscles intercostaux. Cette irritation serait due a la libération de I'histamine et a la
formation d'autres mediateurs (Yu et al,.1999; Widdicombe,1989). L’histamine provoque la
broncho constriction, la vasodilatation et l'augmentation de la perméabilité capillaire (Sudo et al.,
2000).

e Phase inspiratoire : Le phase inspiratoire débute par la contraction des muscles abducteurs
du cartilage aryténoide qui favorise I’ouverture compléte de la glotte contemporaine de la phase
expulsive permettant 1’inhalation d’air (Sant'Ambrogio et al., 1997). Ce volume d’air inhalé varie
en fonction du temps de cette phase inspiratoire qui est aussi variable. La durée moyenne de la phase
inspiratoire est de 0,45 sec a 1 sec et la quantité moyenne d’air inspiré est de 0,09 L a 0,53 L
(Yanagiharaet al., 1966). Lorsqu’une toux violente s’installe, la durée de cette phase augmente pour
atteindre 0,65 sec pendant que le volume d’air inspiré passe a 2,5 L (Ross et al., 1955 ;
Poussel, 2014).

e Phase compressive : La fermeture de la glotte marque le début de la phase compressive de
la toux. Au cours de cette phase, les muscles expiratoires se contractent contre la glotte fermée puis
provoquent 1’augmentation des pressions abdominales, pleurales, alvéolaires et sous-glottiques.

Cette diminution du volume pulmonaire est liée a 1’augmentation de la pression pleurale entrainant
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la compression du gaz alvéolaire. La fermeture de la glotte qui représente la phase intermediaire
entre la phase compressive du réflexe de toux (RT) et celle du réflexe expiratoire (RE) dure environ
0,2 sec, mais la pression alvéolaire peut atteindre 20 kPa vers la fin de la phase compressive. Au
cours de la phase explosive a glotte ouverte, cette pression alvéolaire peut augmenter jusqu’a 50 %
voir 100 % de la pression enregistrée (Arora & Gal, 1981 ; Lavietes et al., 1998 ; Poussel, 2014).

e Phase explosive : Cette phase, commence par un relachement des cordes vocales ainsi que
I’ouverture de la glotte. Ce qui produit la vibration des gaz intra-thoraciques et des voies aériennes
produisant une toux sous forme de bruit. Cette phase s’accompagne d’une expulsion d'air, du mucus
et des particules étrangéres avec une vitesse de 250 m/sec puis s’ensuit la fermeture de la glotte
(Parihar et al., 2011 ; Agnéro, 2019).

e Phase dite de relaxation : Elle est caractérisée par une diminution de la pression
intrathoracique puis de la relaxation des muscles intercotaux et des muscles abdominaux. Elle
s’achéve par une bronchodilatation transitoire (McCool & Rosen, 2006 ; Agneéro, 2019).

e Phase expiratoire : La durée totale de cette phase est variable (entre 0,5 et 1 sec). Elle
marque le moment du drainage des voies aériennes et débute par I’ouverture de la glotte. A 1’origine
de la caractéristique de la toux, 1’expiration est liée aux mouvements du gaz expiré et des tissus.
Pendant 1I’augmentation des pressions alvéolaires et pleurales, la pression des voies aériennes
proximales baisse brusquement pour atteindre une pression atmosphérique (Yanagihara et al., 1966 ;
Fontana et Widdicombe., 1999 ; Poussel, 2014).
1.2.6.5.3. Organes intervenant dans la toux

Le mécanisme de la toux repose sur le trépied classique de 1’arc réflexe. Il est composé par
des récepteurs, par un centre nerveux recevant et intégrant les informations et par des effecteurs qui
favorisent I’effort moteur de la toux a travers des motoneurones effecteurs (Chung & Pavord, 2008 ;
Cepuc, 2016). Les principaux organes impliqués dans le développement de la toux sont les suivants :

larynx, trachée, bronches, diaphragme et pleural (Cepuc, 2016) et sont représentés par la Figure 7.
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Figure 6 : Représentation anatomique de I'innervention des voies aériennes
(Chung & Pavord, 2008)

Les récepteurs de toux (rouge) localisés aux niveaux du larynx, caréne, bronches, partie distale de 1’oesophage ; voies
afférentes : nerf vague et nerf laryngé supérieur ; centre de toux et cortex cérébral ; voies efférentes qui arrivent chez
les effecteurs.

1.2.6.5.4 Causes de toux
Les causes de la toux sont multiples et accompagnent les maladies diverses comme la
bronchite, la laryngite ou la grippe.

e Asthme : Selon Global Initiative for Asthma (2020), I’asthme représente la deuxiéme cause
des plus fréquentes de toux chronique. La toux est un symptdéme impliqué dans I’asthme souvent
associée a une oppression thoracique ou a une dyspnée sifflante. 1l existe plusieurs formes de toux
comme la toux chronique et la toux volontier nocturne se manifestant sous formes d’asthme (Niimi,
2013).

e Bronchite a éosinophiles : La bronchite a éosinophiles est caractérisée par une toux génante

sans autres symptémes respiratoires, sans terrain atopique, ni sans hyperréactivité bronchique, mais
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avec un taux €élevé d’éosinophiles dans 1’expectoration (>3% des cellules non squameuses) (Gibson
et al., 1989 ; Brightling et al., 2000). Sa prévalence est estimée entre 10 et 15% des toux chroniques
(Brightling et al., 1999 ; Ayik et al., 2003). Comparativement & I’asthme, la toux bronchite a
éosinophiles peut provoquer 1’épaississement de la paroi bronchique puis de la membrane basale
sous-épithéliale. Ce phénomeéne produit une infiltration intense d’éosinophiles accompagnée parfois
d’une persistance des mastocytes dans les structures superficielles de la bronche mais sans leur
infiltration dans la couche musculaire (Brightling et al., 2002 ; Brightling, 2011 ; Poussel, 2014).

e L’inflammation bronchique a éosinophilies : les pathologies a éosinophiles tels que
I’asthme et la bronchite a éosinophiles sont provoquées par une inflammation éosinophilique. Elles
se manifestent souvent par une toux chronique. L’élimination de cette inflammation renforce la
toux. Ce qui montre I’implication des éosinophiles dans la toux (Doherty et al.,
2000 ; Poussel, 2014 ; Cepuc, 2016)

e Reflux gastro-oesophagien (RGO) ou pneumopathie d’inhalation : le RGO est la
remontée d'une partie du contenu de I'estomac dans l'cesophage. Le RGO représente la premiére
cause de toux chronique puis crée une inflammation de la muqueuse des voies aériennes supérieures
pouvant provoquer et entretenir une toux. Cette inflammation est produite lorsqu’il atteint le larynx
chez les sujets obéses et chez les personnes souffrant d’apnées du sommeil.

e Tabagisme : le mouvement des cils de la trachée inhibé par 1’utilisation du tabac qui finit
par les détruire. La toux devient alors le seul moyen pour éviter le mucus de s’accumulation dans
les poumons. De ce faite, I’administration des meédicaments qui inhibent le réflexe de la toux comme
les sirops renfermant du dextromésthorphane (DM) ou des narcotiques est a éviter chez des fumeurs
atteints de congestion respiratoire (Marieb & Hoehn 2010).

e Infections : de nombreuses infections provoquent une toux prolongée, en particulier la
coqueluche, la tuberculose, la pneumonie, des infections virales répétées et des infections ORL
chroniques. Les infections a Chlamydia peuvent également provoquer une toux prolongée. La
pneumonie est une inflammation du tissu pulmonaire causée par une infection ou autres causes
d’inflammation (Mooi, et al., 1998 ; Van et al., 1999).

e Irritation du conduit auditif externe : la toux chronique est aussi provoquée suite a une
irritation du conduit auditif externe a partir de corps étrangers ou cérumen. En effet, la stimulation
de la branche auriculaire du nerf vague (le nerf d’Arnold) est I’une des causes du réflexe oreille-

toux (Tekdemir et al., 1998).
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1.2.6.5.5. Conséquences de la toux

L’éosinophile est une source importante de médiateurs inflammatoires comme la
prostaglandine E2, F20, thromboxane A2, et des neuropeptides comme la substance P (SP). Ces
médiateurs jouent potentiellement un réle dans la manifestation de la toux et/ou de la constriction
bronchique (Niimi et al., 2014). La libération des médiateurs comme 1’¢éosinophile peroxydase et
les cysteinyl leucotriénes entrainent la stimulation du systéme nerveux parasympathique. La
stimulation du systéme nerveux parasympathique produit la constriction des bronches (Kingham et
al., 2002). Au méme moment, a lieu la libération des mediateurs des granules des éosinophiles
conduisant a des modifications au niveau de 1’épithélium des bronches. Ce second phénomene
présente les récepteurs de la toux aux agresseurs extérieurs. Ces modifications provoquent une
hyperréactivité bronchique et une hypersensibilité du réflex de toux respectivement chez les patients
asthmatiques et chez les patients ayant une toux chroniques sans asthme (Beasley et al., 1989 ; Niimi
et al., 2005). De plus, une hypersensibilité a la toux peut étre produite suite a des altérations au
niveau de 1’épithélium respiratoire provoquée par la toux (Niimi, 2011).

Les médiateurs des éosinophiles produisent des effets neuro-inflammatoires entrainant une
hypersensibilité persistance du réflexe de la toux dans I’inflammation des voies respiratoires
aériennes (Gu et al., 2008). Par exemple, la libération de MBP (major basic protein) stimule les
fibres C vagales de maniere directe (Lee et al., 2001) via la substance P qui peut entrainer la toux
(Garland et al., 1997). La MPB active les cellules mastocytes qui libérent des médiateurs
protussigénes comme 1’histamine et la prostaglandine D2 qui réagissent aussi via la substance P en
stimulant les récepteurs de la toux (Piliponsky et al., 2003).
1.2.6.5.6 Traitement de la toux

Le traitement de la toux dépend du type de toux. La toux peut étre traitée comme un symptdme
avec des médicaments antitussifs et des expectorants. Les antitussifs centraux agissent sur le
systeme nerveux central pour supprimer la toux. Les antitussifs périphériques agissent a l'exterieur
du systeme nerveux central (SNC) pour inhiber la toux, (Bolser, 1996 ; Agnero, 2019).

1.2.7. Etudes immunologiques de ’asthme

L’asthme immunologique est une maladie inflammatoire qui se caractérise par 1’implication
d’IgE spécifiques a un allergéne et la liaison avec le mastocyte. Le mode¢le classique de la réaction
asthmatique se produit en deux phases distinctes.

e Phase précoce

La phase précoce est une réaction de broncho-constriction aigie qui apparait dans les minutes

suivant I’inhalation de I’allergeéne. Elle dure environ 30 minutes et disparait spontanément ou avec

I’utilisation de bronchodilatateur. Cette phase est associée a la dégranulation des mastocytes
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sensibilisés par les IgE spécifiques de ’allergene. Ils libérent leur contenu en médiateurs préformés
broncho-actifs comme I’histamine qui entraine une vasodilatation qui est une caractéristique du
mécanisme inflammatoire exercant des effets constricteurs sur les fibres musculaires lisses. Cette
activation est essentielle a la seconde phase. En effet, si la dégranulation des mastocytes est
neutralisée, la phase retardée est alors abolie (Galli & Costa, 1995). Des essais cliniques avec des
anticorps monoclonaux anti-1gE ont également démontré que ce type d’Ig est essentiel a I’initiation
de la réponse inflammatoire observée dans 1’asthme (Holgate, 2010).
e Phase tardive

La dégranulation des mastocytes est suivie de pres par la synthése de médiateurs tels que les
leucotrienes et les prostaglandines qui sont issus du métabolisme des phospholipides membranaires.
Ces médiateurs jouent un role dans 1’afflux local et I’activation des cellules effectrices secondaires
elles-mémes sensibilisées par les IgE, notamment les éosinophiles. Les médiateurs et facteurs pro-
inflammatoires libérés par ces cellules sont a 1’origine de la phase tardive : une seconde phase de
broncho-constriction qui survient 6 a 12 heures apres la réaction initiale. Elle est observée chez
environ 50 % des asthmatiques. Cette réaction tardive inflammatoire qui peut durer plusieurs jours,
est responsable d’un cedéme, d’une hyperhémie de la muqueuse des voies respiratoires, d’exsudats
et d’une destruction tissulaire pouvant conduire au rémodélage de la paroi bronchique. La
production des cytokines de type Th2 est corrélée avec la sévérité des symptdmes (Busse &
Lemanske, 2001).
1.2.8. Prise en charge de ’asthme
1.2.8.1. Controle des facteurs de risque

L’identification puis 1’éviction des facteurs déclenchant 1’asthme permettent de limiter les
symptdmes et les crises. Ce qui entraine ainsi une diminution du traitement. Une immunothérapie
spécifique, ou désensibilisation, peut étre entreprise pour soulager et améliorer le quotidien du
patient. Le recours a un conseiller en environnement intérieur peut s’avérer utile pour aider les
patients a identifier les facteurs de risques a leur domicile et trouver ensemble des solutions pour
adapter le quotidien.
1.2.8.2. Prise en charge psychologique de I'asthme

De nombreux patients ne repondent pas favorablement aux traitements courants en raison de
leur probléme psychologique (Spina, 2008). Il est établi qu’il existe un lien entre la santé mentale
et I’asthme et que les deux s’influencent mutuellement (Joos et al., 2008). Les patients asthmatiques
qui sont sous I’influence d’un niveau ¢élevé d’émotivité négative souffrent plus fréquemment de
dyspnée, tandis que dans un état émotionnel positif, la dyspnée est sous-percue (Cox et al., 2004 ;
Kerstjens et al., 2012 ; Aziz & Igbal, 2018).
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1.2.8.3. Traitement de I’asthme en médecine moderne

Bien que I’asthme soit un probléme de santé publique, de nouvelles options de traitement ont
commencé a réduire le nombre de décés causé par cette maladie. Le but du traitement est d’obtenir
un contréle optimal. Les médicaments pour le traitement de I’asthme sont divisés en deux classes :
les bronchodilateurs et les corticostéroides (Boulet et al., 1999).

o Les bronchodilateurs sont des médicaments qui soulagent la crise et sont représentés par les
béta 2 permettant de réduire simplement les symptomes de 1’asthme et qui produisent un
soulagement mimétique d’action rapide et bréve en quelques minutes (Boulet et al., 1999 ;
ANAES, 2001 ; Marieb & Hoehn 2010).

o Les corticostéroides sont des traitements de fond de I’asthme. IIs limitent I’inflammation des
voies respiratoires par le mmoyen des antileucotrienes et des anticorps contre les antigenes IgE de
I’astmatique. Ce traitement est fondé essentiellement sur les anti-inflammatoires (corticoides). Ces
médicaments sont utilisés régulierement au cours d’une crise d’asthme afin de contréler 1’asthme et
de prévenir les aggravations de la pathologie. Les corticostéroides comprennent les corticoides
inhalés, les antileucotrienes, le cromoglycate et le nedocromil. Ils comprennent également la
théophylline et les béta 2 mimétiques de longue durée d’action (Boulet et al., 1999 ; ANAES, 2001
; Marieb & Hoehn, 2010 ; Battu & Saint-Paul, 2014).
1.2.8.4. Traitement de I’asthme par la phytothérapie

La médecine traditionnelle a travers la phytothérapie est un domaine prometteur pour le
développement de médicaments efficaces contre I’asthme. Certains médicaments dont les molécules
comme I'Atropine sont issues des plantes. Ces molécules sont des anti-muscariniques qui agissentt
sur les muscles lisses, inhibant leur contraction et réduisant la sécrétion de mucus. Aussi,
Iintervention de la phytothérapie dans le traitement de 1’asthme (ASHMI) réduisant
I'nyperréactivité, prévient le rétrécissement des voies respiratoires en inhibant la constriction de
I'anneau trachéal induit par l'acétylcholine puis améliore la production de prostacycline et de
prostaglandine 12 (Woodcock et al., 2013 ; Aziz & Igbal, 2018).

En Afrique, précisement en Cote d’Ivoire, de nombreuses plantes sont utilisées dans le
traitement de I’asthme soit individuellement, soit en association avec d’autres plantes. Parmi ces
plantes figurent Newbouldia laevis, paulinia pinata, Baphia nitida et Desmodium adscendens. Ces

plantes renferment des composeés chimiques actifs (Odonne, 2010 ; Sanz et al., 2009 ; OOAS, 2020).
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1.3. Plantes utilisées dans la recette «asthpadose»
1.3.1. Newbouldia laevis
1.3.1.1. Taxonomies et systématiques

Regne : Plantae
Sous-regne : Végétal
Classe : Astéridées
Sous classe : lamiidées
Ordre : laminales
Famille : Bignoniaceae
Genre : Newbouldia

Espece : laevis

1.3.1.2. Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de Newbouldia laevis en Cote d’Ivoire sont
<<Kpbkpagbh>> chez les Bété, et <<Bolu>> chez les Guéré.
1.3.1.3. Description et habitat

Newbouldia laevis est un arbuste ou un arbre qui pousse en Afrique de 1’Ouest et pouvant
atteindre 7 a 8 m, mais le plus souvent, cette plante est un arbuste de 2 a 3 m, constitué de tiges
sous forme d’amas de branches (Arbonnier, 2004). La plante a des feuilles vertes foncé
brillantes et porte de grandes fleurs roses ou blanc-rosées terminales. Les feuilles imparipennées
et opposées verticillées, comportent des rachis de 15 a 40 cm de long et de 3 a 6 cm de large. Le
fruit est d’environ 30 cm de long avec des graines ailées a chaque extrémité. Newbouldia est
souvent cultivé comme plante ornementale se multipliant facilement par bouturage (Mshana et
al., 2000 ; OOAS, 2020)..
1.3.1.4. Utilisation dans la médecine traditionnelle

Newbouldia laevis est une plante utilisée dans le traitement des douleurs abdominales, de
la diarrhée, de la dysenterie et des helminthiases. Elle est aussi utilisee dans le declenchement
des contractions des parois utérines facilitant ainsi 1’accouchement chez les femmes enceintes
(Ake-Assi et al. (2010). Selon des enquétes ethnopharmalogiques réalisées par Burkil (1986)
et par Adomou et al. (2018), les feuilles et écorces de cette plante seraient utilisées dans le
traitement de plusieurs maladies dont la toux (symptdme d’asthme) (OOAS, 2020). Cette plante
est également utilisée en cas de constipation, de douleurs gastrointestinales et
de bronchipneumonie. (Bouquet & Debray, 1974 ; Soro et al., 2010 ; Tuo, 2015).
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1.3.1.5. Données pharmacologiques

Newbouldia leavis a une activité antinoceptive, des propriétés analgésiques centrales et
périphériques (Ainooson et al., 2009). 1l a également montré un effet hypoglycémiant (OOAS,
2020), des propriétés anticoagulantes (Nwaehujor et al., 2015) et antimicrobiennes (Fatunla et
al., 2016) de cette plante. N. laevis a inhibé aussi I’cedéme induit par la carragénine
(Olumayokun et al., 1997 ; OOAS, 2020).
1.3.1.6. Etude phytochimique

Selon Usman & Osuji (2007), les extraits de feuilles, de tiges et de fruits de Newbouldia
leavis ont révélé la présence de flavonoides, de tannins, de terpénes, de stéroides et
de glycosides stéroidiens cardiotoniques (Tuo, 2015 ; Fatunla et al., 2016). Aussi, Bouquet et
Debray (1974) ont révelé la présence de stérols et de saponosides dans les feuilles de cette
plante.
1.3.1.7. Données toxicologiques

Au niveau de la toxicologie, les travaux de I’OOAS (2020) ont montré que 1’extrait
hydroalcoolique de 1’écorce de tiges de Newbouldia leavis est considéré comme non toxique
avec une DL50 supérieur a 3000 mg/kg de poids corporel chez les rats.
1.3.2. Paullinia pinnata

1.3.2.1. Taxonomies et systématiques

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Classe : Magnoliophyta
Sous classe : Magnoliidae
Ordre : Sapindales
Famille : Sapindaceae
Genre : Paullinia

Espéce : pinnata

1.3.2.2. Noms vernaculaires

En Cdte d’Ivoire, les noms vernaculaires de cette plante sont les suivants : <<Trd n’dui>>
chez les Baoulé, <<Haablou>> chez les Guéré, <<Sindie>> chez les Gouro et <<Mlanovo>>
chez les malinke.
1.3.2.3. Description et habitat

Paullinia pinnata est un arbre lianescent fortement branchu qui peut atteindre 20 m de

haut. L’écorce finement écailleuse, Paullinia pinnata est brunatre a rougeétre. Les feuilles sont
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composées, pennées, groupées en bouquets aux extrémités des rameaux. Elles comportent 3 a
5 paires de folioles, subalternes, ovées ou oblongues, obtusément acuminées et glabres. Les
fleurs sont petites ainsi que les blanches. Les fruits ovoides, jaune-orangée a maturité, sont des
drupes d'environ 2 cm de long sur 1,5 cm de diametre. Le fruit de cette plante contient une seule
graine dans la pulpe sucrée. (Adjanohoun et al., 1979). C’est une espéce a large amplitude
écologique se trouvant en forét dense comme en savane ainsi que dans les galeries forestiéres.
P. pinnata est répandu en Afrique intertropicale, précisement au Mali et au Nigéria. On la trouve
au Soudan, en Afrique centrale et de I’est et en Angola. On la retrouve aussi 8 Madagascar et
en Amérique tropicale (Adjanohoun et al., 1979).
1.3.2.4. Utilisation dans la médecine traditionnelle

On utilise la tige feuillée séchée de Ppaullinia pinnata sous forme de poudre ou la tige
feuillée fraiche en décoction. Le décocté aqueux des feuilles est utilisé par voie orale pour traiter
la fievre et I’accés palustre. On utilise surtout les parties aériennes sous forme de poudre ou de
décocté pour soigner la diarrhée, les vomissements, les hémorroides, I'hypertension artérielle,
l'oligurie, les cedémes ou encore 1'asthénie sexuelle (Adjanohoun et al., 1979).
1.3.2.5. Données pharmacologiques

L’extrait total aqueux des feuilles posséde une activité antimicrobienne in vitro sur des
souches de staphylocoques, de streptocoques et de dermatophytes (De souza et al., 1995). Les
extraits aux solvants organiques d’écorces de tige possédent un pouvoir antioxydant in vitro
(Ouattara et al., 2016). L’extrait méthanolique des feuilles de cett plante a des effets
antimalariques, antianémiques et immunogénes dans des modéles expérimentaux murins
(Adeyemo-Salami & Makinde, 2013 ; Adeyemo-Salami et al., 2014). L’extrait hydroalcoolique
des feuilles a également montré une activité anthelminthique in vitro (Agyare et al., 2009).
1.3.2.6. Etude phytochimique

La plante contient des stérols, des terpenes, des triterpenes, des saponosides, des tanins
catéchiques cardiotoniques, des polyphénols, des coumarines et des flavonoides. Quelques
composeés isolés sont : paullinoside A, paullinomide A, le B-Sitosterole et B-amyrine (Annan
& Houghton, 2010).
1.3.2.7. Données toxicologiques

Aucun Signe de toxicité n'a été enregistré chez cette plante (Adeyeno-Salami et al., 2013).
La dose minimale tolérable de I'extrait alcoolique des feuilles est de 200 mg/ kg de poids
corporel chez les rats et souris (Adeyermo-Salani et al., 2013).
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1.3.3. Baphia nitida
1.3.3.1. Taxonomies et systématiques
Regne : Vegétal
Sous-régne : Angiospermes
Classe : Rosopsida
Sous-classe : Rosideae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Baphia
Espéce : nitida
1.3.3.2. Noms vernaculaires

En Cote d’lvoire, les différents noms vernaculaires de Baphia nitida sont
<<goeyéboho>> chez les Guérés, <<Bundoy>> en Mandé, <<Kpokpo wa ou Schimagnrin>>
en Baoulé, <<Ghoeuzoehi-guéibouo>> chez les Bétés et <<Okoué>> chez les Abbey
(Adjanohoun et al., 1979).
1.3.3.3. Descriptions et habitat

De couleur blanche a I'état frais, le bois de Baphia nitida est tres dur mais devient rouge
par immersion dans l'eau et est assez souvent employé comme teinture.

Baphia nitida est un arbuste a croissance rapide qui peut dépasser 5 m de haut. Les feuilles
simples, alternes et oblongues-elliptiques, mesurent 10 a 15 cm de long. Les fleurs sont
bisexuées, blanches, solitaires ou regroupées en 4 sur la branche principale. Elles sont
legérement parfumées et discretes. Les fruits sont des gousses droites de 10 a 15 cm de long et
de 12 a 16 mm de large, trés pointues aux deux extrémités et avec 2 a 4 graines brunes plates
(Adjoumani & Aké-Assi, 1979).

Baphia nitida est un arbre originaire d’ Afrique qui est le plus souvent localisé dans toutes
les régions tropicales du monde. Il est favorable a tous les types de sols principalement sur les
sols dans les zones a grandes précipitations (250 mm a 2000 mm par an) (Adjanohoun et al.,
1979). En Cote d'lvoire, on la rencontre le plus souvent dans des zones forestiéres précisement
dans des foréts secondaires (Adjanohoun et al., 1979).
1.3.3.4. Utilisations en médecine traditionnelle

Le décocté des feuilles est utilis¢ en tisane pour traiter 1’asthme et les affections
respiratoires (Adjanohoun & Akeé-Assi, 1979). Selon une enquéte ethnobotanique réalisée par

Lorougnon Guéde, les feuilles de Baphia nitida sont utilisées traditionnellement seules ou en
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association avec celles d’autres plantes contre 1’asthme, les maux de cceur, les céphalées,
I’épistaxis, le tétanos et les coliques. La pate des feuilles est utilisée dans le traitement des
entorses, des articulations gonflées et les maladies de la peau (Chong et al., 2009).
1.3.3.5. Données pharmacologiques

L’extrait brut de B. nitida a un pouvoir cicatrisant chez les lapins (Dally et al., 2007). Il
a également montré des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, hepatoprotectrices et
néphroprotectrices sur les modéles expérimentaux murins (Onwukaeme, 1995 ; Akande et al.,
2011).
1.3.3.6. Données phytochimiques

La plante de Baphia nitida contient des stérols, des terpénes, des triterpénes,
des saponosides, des tanins, des polyphénol, des fanovoides et des alcaloides (Kabran et
al., 2011 ; Amadou, 2020).
1.3.3.7. Données toxicologiques

Selon les travaux réalisés par Irié-N’guessan et al. (2011), I’extrait aqueux des feuilles de
Baphia nitida sont non toxiques avec une DL50 supérieur a 1000 mg/kg de poids corporel chez
les rats Wistar.
1.3.4. Desmodium adscendens

1.3.4.1. Taxonomies et systématiques

Regne : Plantae
Sous-régne : VasculaireVVégétal
Embranchement : Spermatophyta
Sous-embranchement : Magnoliophyta
Classe : Dicotylédone
Sous classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Desmodium
Espece : adscendens
1.3.4.2. Noms vernaculaires
Au centre ouest de la Cote d’Ivoire, précisement chez les Gnamboua, Desmodium
adscensens est appelé <<Koubé>>. Il est aussi appelé <<Tchoukpé>> chez les Attie, enfin

<<koutinnin tiga>> chez les malinkés.
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1.3.4.3. Descriptions et habitat

Desmodium adscendens est une herbacée qui fait partie de la grande famille des Fabacées
peu lumineuses a grandes fleurs. Originaire des zones équatoriales d’Afrique et d’Amérique
latine, cette plante est tres répandue dans la zone équatoriale africaine. Desmodium adscendens
est une herbe ou petit arbuste qui pousse a 1’état sauvage sur les palmiers a huile, sur les
cacaoyers et dans les jardins potagers. Les fruits de Desmodium adscendens sont loments (c’est-
a-dire que les graines sont dispersées individuellement et enfermées dans son segment).
Desmodium adscendens est trés varié en fonction de la région et est parfois considéré comme
une mauvaise herbe. Dans de nombreux pays chauds, D. adscendens pousse dans les foréts
ouvertes, dans les paturages et le long des routes. Il s'agit d'une plante vivace et/ou d’une
herbacée qui pousse surtout sur les troncs d’arbres.
1.3.4.4. Utilisations en médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle, Desmodium adscendens est utilisé au Cameroun, en Cote
d’Ivoire et au Senegal dans le cas des gastrites chroniques, comme ’ulcére d’estomac (Berhaut,
1976). Desmodium adscendens agit également sur les problémes de constipation. Dans le cas
de ces pathologies, les feuilles de cette plante sont utilisées sous forme d’infusé. Au Pérou, en
Cote d’Ivoire et au Sénégal, la poudre des feuilles de cette plante est aussi utitisée en décoction
pour calmer la toux et les crises d’allergies. Au Ghana, la décoction des feuilles de Desmodium
adscendens est utilisée dans le traitement de I'asthme bronchique et dans le traitement de la
constipation. Ses feuilles sont également utilisées contre la dysenterie et la colique. Elles
soulagent les maux de dos, les douleurs musculaires et I'impuissance. Les feuilles de cette plante
sont également utilisées dans le cas des affections rénales et d’hépatite virale. En général,
Desmodium adscendens est une plante employée traditionnellement pour soigner I'asthme, les
allergies et les problemes respiratoires comme les bronchites et les bronchites pulmonaires
obstructives chroniques (maladie BPCO) (Sanz et al., 2009 ; Odonne, 2010).
1.3.4.5. Données phytochimiques

Les composés phytochimiques contenus dans les feuilles de Desmodium adscendens sont
composés des alcaloides, des flavonoides (flavones, 7, 8- prenyl-lactone flavonoids, flavonols,
flavan-3-ols, et flavanonols) et des isoflavonoids (isoflavones, isoflavanones, pterocarpans, et
coumaronochromones) de la famille des indoliques dont I'isovitexine. L'analyse des principes
actifs révele aussi une concentration du Desmodium adscendens en saponines, en anthocyanes,
en polyphénols, en tanins, en terpenoides, en soyasaponines et en

dehydrosoyasaponines (Lantum, 1980 ; Ma et al., 2011 ; Manzione et al., 2022).

37



Généralités

1.3.4.6. Données pharmacologiques

Des études pharmacologiques montrent un effet hépato-protecteur de Desmodium
adscendens par son action positive sur les transaminases. Méme au stade chronique, l'utilisation
de Desmodium adscendens donne des resultats trés intéressants sur I'hépatite. Addy (1989) et
Gachet et al. (2010) ont montré des effets antiallergique et immunomodulateur des extraits
aqueux et éthyliques des feuilles de Desmodium adscendens. En effet, ces extraits réduisent les
contractions allergiques, s’opposent aux contractions induites par 1’histamine. 1Is empéchent
également la stimulation des muscles lisses des tissus pulmonaires du cobaye dans le traitement
de I’asthme (Grenand et al., 2004).
1.3.4.7. Données toxicologiques

Des études menées par le Laboratoire d’ethnobotanique et pharmacologie de 1I’Université
de Metz et par le C.I.T. (Centre International de Toxicologie, Evreux, France) n’ont montré
aucune toxicité de Desmodium adscendens. Aussi, d’autres études n’ont relevé ni toxicité ni
effet mutagéne de Desmodium adscendens fréquemment utilisé en médecine traditionnelle
africaine (Addy, 1989 ; Otero et al., 2000 ; Pidoux, 2015).
1.4. Métabolites secondaires

En plus des molécules de base appelées métabolites primaires (glucides, lipides, protéines,
acides aminés et acides nucléiques) produites par tous les étres vivants au cours de leur métabolisme,
les végétaux ont la capacité de produire un grand nombre de composés chimiques qui ne sont pas
directement issus lors de la photosynthese. Ces composés naturels produits dans ces plantes mais en
faible quantité sont appelés métabolites secondaires (Ali et al., 2013 ; Rahmouni, 2021). 200000
structures de métabolites secondaires ont été déterminées avec une variété de structures
extraordinaires. Ces molécules permettent de classer les plantes en plusieurs especes, familles ou
genres. Elles permettent aussi d’établir des taxonomies chimiques (Hartmann,
2007 ; Rahmouni, 2021). De nos jours, un grand nombre de ces composes est utilisé dans plusieurs
domaines a savoir la pharmacologie ou la médecine, 1’agroalimentaire et la cosmétologique. Ces
métabolites secondaires sont de plus en plus utilisés en médecine traditionnelle. Les métabolites
secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés : les terpenoides, les alcaloides et les
composés phénoliques (Macheix et al., 2005 ; Mohammedi, 2013; Chekchaki, 2017). Chacune de
ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme
d'activites. Ce sont des hydrocarbones naturels possédant des structures, soit cycliques, soit a
chaines ouvertes. La formule brute de ces molécules chimiques est (CsHx)n avec x variable en
fonction du degré d’insaturation de la molécule. Cette variable évolue de 1 a 8 molécules sauf chez

les polyterpenes ou elle atteint 200 molécules (le caoutchouc).
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1.4.1. Terpénoides

Ces polyterpenes représentent le plus grand ensemble de métabolites secondaires des végétaux
notamment chez les plantes supérieures. La molécule de base est I’isopréne et de formule CsHg. Les
terpénoides représentent un groupe de substances composé de squelettes terpeniques avec une ou
plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone etc.) (Judd et al., 2002 ;
Malecky, 2008). La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité
de base isoprene telle que 1’hémiterpénes (C5), les monoterpénes (C10), les sesquiterpénes (C15),
les diterpenes (C20), les sesterpenes (C25), les triterpénes (C30), les tetraterpénes (C40) et les
polyterpénes (Malecky, 2008 ; Chekchaki, 2017).
1.4.1.1. Monoterpénes

Les monoterpenes sont des composés formés a partir de deux unités isopréniques. lls sont
simples et existent le plus souvent a 1’¢état libre. Ce sont des constituants des huiles essentielles. Par
rapport a D’origine biosynthétique, on parle des monoterpenes réguliers et des monoterpénes
irréguliers (Bruneton, 2009). De nombreux terpénoides comme le menthol, 1’eugénol ou le
cholestérol possédent des propriétés pharmacologiques importantes notamment des propriétés
antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires, analgésiques et anti-tumorales (Ludwiczuk et
al., 2017 ; Kamatou et al., 2013 ; Marchese et al., 2017).
1.4.1.2. Sesquiterpenes

Ce sont des constituants des huiles essentielles des végétaux supérieurs. Ils dérivent de plus
de 100 squelettes différents. Le cadinéne et le caryophylléne sont des sesquiterpénes isolés par
Wallach depuis la fin du 19¢siécle (Bruneton, 2009). Ils sont analgésiques et anti-inflammatoires
(Tatsumi et al., 2004). Dans ce groupe on rencontre aussi les lactones sesquiterpéniques telle que
I’artémisinine isolé de 1’Artemisia annua L. qui est utilisé comme antipaludique (Bruneton, 2009).
1.4.1.3. Diterpénes

Les diterpenes sont des composés en C20 tres répandus dans le regne végétal, particulierement
chez les Lamiales et les Astérales avec plus de 1200 composes identifiés a ce jour. Quelques
molécules sont actuellement utilisées en thérapeutique comme anticancéreux. C’est le cas
notamment du paclitaxel et du docétaxel isolés des espéces de Taxus aussi appelées Ifs (Geney et
al., 2005).
1.4.1.4. Triterpenes et stéroides

Ce sont des composés en C30 doués d’effets pharmacologiques importants. IlIs sont

potentiellement cytostatiques, antiviraux, analgésiques et anti-inflammatoires (Dzubak et al., 2006).
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1.4.2. Alcaloides ou composés azotés

Les alcaloides forment la plus grande famille hétérogene de métabolites secondaires avec plus
de 5500 composés connus (Kittakoop et al., 2013 ; Zaiter, 2017). Les alcaloides présentent un intérét
par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine traditionnelle ou moderne.
Ils sont genéralement distribués parmi les plantes a fleurs, mais se retrouvent ces derniéres annees
de plus en plus chez les animaux, les microorganismes marins, les insectes, les champignons, les
algues etc. (Snieckus, 1968 ; Cordell, 1981 ; Kagho, 2020). Les alcaloides provoquent chez ”’homme
diverses réponses physiologiques et psychologiques et sont tres toxiques a forte dose. Ce sont des
composés azotés naturels dont le goGt est amer.

Les alcaloides possedent des activités pharmacologiques parmi lesquelles 1’on rencontrent les
antipaludiques, les antiasthmatiques, les anticancéreux (Kittakoop et al.,, 2013), les
cholinomimétiques (Russo et al., 2013), les vasodilatateurs, les anti-arythmiques, les analgésiques,
les antibactériens (Cushnie et al., 2014) et les anti-hyperglycémiques (Qiu et al., 2014). Certains
alcaloides comme la cocaine, la caféine, la nicotine possedent des propriétés stimulantes (Zaiter,
2017). Les alcaloides sont subdivises en 3 groupes (alcaloides vrais, proto-alcaloides et pseudo-
alcaloides)
1.4.2.1. Alcaloides vrais

Ce sont des composés dont 1’azote provenant d’un amino acide est situé dans un hétérocycle
(Hesse, 2002 ; Kagho, 2020). IIs sont habituellement trouvés sous forme de sels d’acide organique
dans la plante. Ces alcaloides sont représentés par la morphine, la caféine et I’atropine (Bruneton,
2005).
1.4.2.2. Proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des alcaloides dérivés d’acides aminés, mais ne contenant pas 1’azote
de ’amino acide dans un hétérocycle. Ils sont basiques et sont representés par la mescaline
(Kagho, 2020)
1.4.2.3. Pseudo-alcaloides

Ils sont des composés possédant de 1’azote dans un hétérocycle, mais ne sont pas dérives
d’acides aminés, mais sont souvent identiques aux alcaloides vrais (Aniszewski, 2007 ;
Kagho, 2020). Ces alcaloides sont représentés par 1’aconitine, la coniine et la capsaicine (Bruneton,
2009)

1.4.3. Composés phénoliques

Comme la majorité des composés secondaires, les polyphénols sont des composés produits

par les plantes afin d’accomplir des fonctions précises. Ces composés phénoliques constituent un

grand groupe de substances variées et ubiquistes ayant tous en commun un ou plusieurs cycles
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benzéniques et portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Il existe plusieurs
catégories de composes phénoliques : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins (obtenus
par polymérisation des flavonoides) et les lignines avec les isoflavones (nommés phyto-cestrogénes)
(Bruneton, 2009). Ces composés phénoliques se différencient d’abord par leur squelette de base.
Ces composeés varient d’un simple C6 a des formes trés polymeérisées puis au degré de modification
de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin, ils peuvent se
différencier par des liaisons de ces motifs de base avec d’autres molécules comme les glucides, les
lipides, les protéines, etc. (Macheix et al., 2005). Ces polyphénols regroupent une diversité de
substances chimiques. Les polyphénols sont composes au moins d’un noyau aromatique, d’un ou
plusieurs groupes hydroxyles et d’autres constituants chimiques. 1ls peuvent aller de molécules
simples, comme les acides phénoliques a des molécules composées hautement polymérisées de plus
de 30000 Daltons comme les tannins (Hagerman et al. 1998, Sarni-Manchado & Cheynier, 2006).

Ces polyphénols contribuent aussi a la couleur, a I’astringence, a I’ardme et a I’amertume des
végétaux (Visioli et al., 2000 ; Aissani, 2022). lIs représentent une large gamme potentielle d’agents
thérapeutiques largement exploitée par ’homme dans différents domaines comme la santé et
I’alimentation (Croteau et al., 2000 ; Aissani, 2022). Les polyphénols jouent également différents
réles dans les plantes, contre les agressions climatiques tels que le stress biotique (agents
pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére, rayonnements UV, faible température,
carences). Ces derniers sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents organes et tissus.
Les principales sources alimentaires sont les fruits et Iégumes, les boissons (thé, café, jus de fruits),
les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs. Les fruits et Iégumes contribuent environ
pour moitié a notre apport en polyphénols (Middleton et al., 2000 ; Aissani, 2022).
1.4.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoligues sont un grand nombre de polyphénols reconnus pour leurs propriétés,
anti-oxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, anticancéreuses, antivirales et ayant une faible
toxicitée (Ravn et al., 1989)
1.4.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe de composés phénoliques le plus courant et le plus
largement distribué dans toutes les parties de la plante (Koes et al., 2005). Les flavonoides sont
constitués de deux cycles benzeniques porteurs d’une fonction hydroxyle. Reliés par une chaine
linéaire a 3C, avec un squelette carboné C6 - C3 - C6, ils portent un noyau benzénique en position
2 (Zaiter, 2017). Ces flavonoides font partie intégrante de I'alimentation humaine et animale. Ils

sont consommeés quotidiennement sous forme de fruits, légumes et boissons telles que le vin et le
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thé (Ghedira, 2005). Ces flavonoides sont representés sous forme de 9 classes principales : les
flavones, les flavonols, les flavonones, les flavononols, les flavanols, les anthocyanidines, les
isoflavones, les neoflavones et les chalcones. Toutefois, les flavanols, les flavones et les chalcones
représentent les classes les plus distribuées tandis que les isoflavones et les autres classes sont
minoritaires (Harborne, 1967 ; Zaiter, 2017). Les flavonoides pocedent aussi des activités
antioxydantes, vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques et anti-inflammatoires
(Bruneton, 2009 ; Ahounou, 2011). Plusieurs flavonoides sont capables de modifier in vitro le
métabolisme de 1’acide arachidonique (Ghedira, 2005).
1.4.3.3. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques astringentes et hydrosolubles ayant en
commun la propriété de précipiter les protéines, en s’y liant. Leur masse moléculaire est comprise
entre 500 et 3000 daltons (Bate-Smith, 1954 ; Haslam, 1989 ; Scalbert, 1991). Les tanins forment
une vaste famille de molécules caractérisées par la présence d’au moins un noyau aromatique
associé a un ou plusieurs groupements phénoliques hydroxylés. Cette famille de composés
chimiques est trés répandue dans le regne végétal, particulierement dans certaines familles comme
les légumineuses (Fabaceae) (Tedeschi et al., 2014 ; Mueller-Harvey et al., 2018). Les tanins sont
présents dans divers organes chez les végétaux avec mais plus concentrés dans les fruits, les fleurs
et les feuilles surtout dans les écorces agées et les tissus d’origine pathologique comme les galles
(Borreani et al., 2003 ; Rira, 2019).
1.4.4. Saponines

Les saponines sont des composés chimiques présents chez certains végétaux. Les saponines
sont glycosidées et comportent une ou plusieurs fractions glycosidiques hydrophiles combinées a
un dérivé triterpéne lipophile. Les portions aglycones des saponines sont appelées sapogénines. Le
nombre de chaines de saccharides attachés au noyau sapogénine/aglycone peut varier a une autre
dimension de la nomenclature : monodesmosidique, bidesmosidique. Les saponines sont classées en
fonction de la longueur de leurs chaines saccharidiques allant de 1 a 11 liaisons (Hostettmann &
Marston, 1995).
1.5. Toxicité

Un toxique est toute substance biologiquement active qui administré est capable de produire
des effets indésirables ou nocifs a fortes ou a faibles doses prolongées. C'est le cas des métabolites
secondaires produits par les vegétaux (Ouédraogo et al., 2001 ; Aissani, 2022). Cependant, il existe
plusieurs sortes de toxiques a savoir les toxiques synthétiques et les toxiques naturels (toxine)
produits par des microorganismes, des animaux ou des plantes (Ouédraogo et al., 2001 ; Aissani,

2022). La science s’occupant de la toxicité d’une substance est la toxicologie. C’est la discipline
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scientifique qui s’occupe des toxiques, de leurs propriétés (physique, chimique et biologique), de
leur devenir dans ’organisme, de leur mode d’action, de leur recherche dans différents milieux
(biologique ou non) et des moyens préventifs et curatifs permettant de combattre leur nocivité
(Fournier, 1993 ; Viala, 1998 ; Agnéro, 2019). La toxicologie s’intéresse a plusieurs secteurs
d’activit¢ humaine tels que I’industrie pharmaceutique, [’alimentation, 1’agriculture,
I’environnement, les milicux de travail, etc. (Lapointe, 2004 ; Casarett & Doull's, 2008 ; Ouédraogo.
2015). Elle comprend de nombreux domaines dont la toxicité appliquée. Ce domaine concerne les
tests de toxicité in vivo et in vitro (Schorderet, 1998 ; Agnéro, 2019). L’évaluation des effets
toxiques d’une substance permet de déterminer les effets de cette substance sur le foie, sur les reins,
sur les poumons, sur 1’ceil, sur les cellules sanguines, etc (Derache, 1986 ; Aissani, 2022).

Quant a la toxicité, ¢’est la capacité d'une substance a produire des effets nocifs a un organisme
vivant. La toxicité varie en fonction de la dose, de la voie d'absorption, du type de substance, de la
fréquence d’exposition, de la durée d'exposition et du temps d'apparition des signes cliniques
(Lapointe et al., 2004 ; Bohui, 2020 ; Aissani, 2022). Pour étre mise sur le marche, toute substance
chimique doit subir des essais de trois types de toxicité afin de bien évaluer ses effets nocifs. On
distingue cliniquement 4 formes essentielles de toxicité : toxicité aigué (Unique), toxicité a court
terme (subaigué ou subchronique), toxicité a long terme (chronique) et toxicité cellulaire (Bohui,
2020).

1.5.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué est définie comme l'ensemble des effets néfastes se produisant
immédiatement ou peu de temps aprés administration d’une dose unique ou de doses multiples
reparties en 24 heures d’une ou plusieurs substances (Walum, 1998 ; Aissani, 2022). Elle varie en
fonction de la dose d’une substance. Elle varie également en fonction de la fréquence, de la durée
d'exposition et du temps d'apparition des signes cliniques suite a ’administration de la substance.
La toxicité aigué permet de connaitre la plus petite dose qui, administrée en une seule prise entraine
la mort de 50 % des animaux dans les 24 a 48 heures ou dose létale 50 (DL50) aprés le traitement.
La durée maximale d’observation étant de 15 jours (Dubick et al., 1993 ; Aissani, 2022). La DL50
est la quantité de produit (ou drogue) exprimée en mg/m? de surface corporelle qui provoque la mort
de 50 % des animaux d’un lot homogéne (souvent des souris ou des rats) quant & la race, au sexe, a
I’age et au poids apres 1’administration unique dans des conditions d’expérimentation précises. Cette
DL50 est un paramétre pharmacologique et toxicologique que 1’on détermine dans une étude de

toxicité (Dupont, 1970 ; Laroche, 1986 ; Agnero, 2019).
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1.5.2. Toxicité subaigué et subchronique

La toxicité subaigué est la détermination des effets nocifs survenus apres une exposition
répétée, quotidienne ou fréquente d'une ou de plusicurs doses d’une substance chez des animaux.
La période d’étude de toxicité subaigiie est de 28 jours. Au cours de cette période, les animaux sont
examinés tous les jours afin de déterminer tout changement physiologique (OCDE, 2008). Cette
étude permet de déterminer le seuil de toxicité d'un produit et de trouver les principaux sites et les
potentiels mécanismes d'action du toxique (Schordel et et al., 1992 ; Laroche et al., 1986 ; Bohui,
2020).

La toxicité subchronique est une toxicité allant de 28 a 90 jours. Elle se manifeste suite a une
exposition repétée, quotidienne ou continue d'une ou de plusieurs doses d’un produit chez des
animaux de laboratoire (Lauwerys et al., 2007). Cette exposition permet de déterminer la toxicité
d'un produit et de metttre en évidence des modifications physiologiques des organes (Laroche et al.,
1986 ; Bohui, 2020).

Selon I’OMS (2000), trois niveaux de doses différents sont recommandés : une dose sans effet
n’engendrant aucun effet toxicologique, une dose entrainant des effets toxicologiques et une dose
permettant d’augmenter la possibilité d’observer une relation dose-réaction (Aissani, 2022).

1.5.3. Toxicité chronique

La toxicité chronique est I’étude des effets toxiques d’un produit se manifestant suite a
I’administration d'une dose répétée, quotidienne ou fréquente de ce produit (Lauwerys et al., 2007).
Elle détermine aussi le degré de toxicité des médicaments utilisés de fagon répétée par des patients
(Cheftel et al., 1989; Aissani, 2022). La durée de la toxicité chronique est de 90 jours, mais peut
varier jusqu'a 18 mois chez les rongeurs et de 12 a 24 mois chez les non rongeurs (Laroche et al.,
1986). Cette toxicté chronique permet de mettre en évidence des modifications fonctionnelles,
anatomique ou histologique suite a 1’ingestion d’un produit (Laroche et al., 1986). Les études de
toxicité chronique sont qualifiées de pluridisciplinaires. En effet, elles sont effectuées par des
spécialistes exercant dans différents domaines de la toxicologie comme I’immunotoxicologie et la
cancérogénicité. Elles font aussi intervénir des domaines scientifigues comme la chimie, la
biochimie, la biologie et la médecine (Bohui, 2020).

1.5.4. Toxicite cellulaire

La toxicité cellulaire ou cytotoxicité est un ensemble d’effets néfastes résultant de I’interaction
entre une substance chimique ou un agent physique et les structures et/ou les processus essentiels a
la survie cellulaire, a la proliferation et/ou la fonction cellulaire (Eisenbrand et
al., 2002 ; Ouedraogo, 2015). Ces effets peuvent impliquer I’intégrité des membranes et du

cytosquelette, le métabolisme cellulaire, la synthese, la dégradation ou la libération de constituants
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ou de produits cellulaires, la régulation ionique, et la division cellulaire. La toxicité cellulaire est
utilisée pour la détection des toxiques fongiques (Harwig & Scott, 1997), la toxicité d’extraits des
plantes (Mclauglin et al., 1991), la toxicité des métaux lourds (Martinez et al., 1998), de la toxicité
des pesticides (Jaki et al., 1999 ), des toxines de cyanobactéries (Barahona & Sanchez-Fortun, 1999)
et la réalisation des tests de cytotoxicité des matériaux dentaires (Meyer et al., 1982). Les tests de
toxicité cellulaire déterminent aussi la prolifération cellulaire, la viabilité et la mort cellulaire, les
voies de transduction du signal et la transcription de 1’ADN/la traduction de ARN en présence d’un
produit (Kunz-Schutghart et al., 2004 ; Ouédraogo, 2015).
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Matériel et méthodes

2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végétal

L’ Asthpadose est une recette faite a base d’association de poudre de feuilles de plantes et
de plantes entieres de Newbouldia laevis (Figures 7 et 8), Paullinia pinnata (Figures 9 et 10),
Baphia nitida (Figures 11 et 12) et Desmodium adscendens (Figure 13).

Ces différentes plantes qui ont constitué cette recette Asthpadose ont été récoltées a Daloa.
Elles ont été lavées, séchées séparemment a I’abri du soleil a température ambiente pendant deux (2)
semaines puis pulvérisées individuellement. Les différentes poudres obtenues ont été pesées a

quantités proportionnelles puis mélangées pour former 1’ Asthpadose.

Figure 7 : Plante entiere de Newbouldia laevis Figure 8 : Feuilles de Newbouldia laevis

47



Matériel et méthodes

T % X % - Pl ﬂ Ay ; o 3 o

Figure 9 : Jeune plante de Paullinia pinnata Figure 10 : Liane de Paullinia pinnata

Figure 11 : Arbre entier de Baphia nitida Figure 12 : Feuilles de Baphia nitida
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Figure 13 : Pante entiére de Desmodium adscendens

2.1.2. Matériel animal

Le matériel animal utilisé au cours de cette étude (Figure 14) est compose de rats blancs (Ratus
norvegicus) de souche Wistar albinos. Ces animaux (males et femelles) proviennent de I'animalerie
du laboratoire de IUFR des Sciences Pharmaceutiques et biologiques de I'Université Félix
Houphouét Boigny. Les animaux ont été choisis au hasard puis marqués pour permettre une
identification individuelle. Ensuite, ils ont été gardés dans leurs cages pour étre acclimatés aux
conditions (& la température ambiante) de laboratoire pendant au moins sept (7) jours avant
Iexpérience. lls ont été nourris deux fois par jour aux granulés d’TVOGRAIN® puis hydratés avec
de I'eau de robinet.

Pour les tests de toxicité aigué et subaigué, les rats albinos males et femelles étaient agés de 2
a 3 semaines et pesaient entre 60 g et 120 g.

Pour 1I’étude des activités antiinflammatoire et antitussive, les rats albinos males et femelles

adultes étaient agés de 3 a 4 mois et pesaient entre 120 g et 190 g.

Figure 14 : Rattus norgevicus (Baibo, 2022)
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2.1.3. Matériel et solvant de préparation d’extrait

L’eau distillée a été utilisée pour la préparation des différents extraits. Le matériel utilisé est
constitué d’une balance numérique pour la pesée de la poudre végétale, d’une éprouvette graduiée
pour la mesure des volumes de solvant. Le mateériel est aussi composé d’un passoir, d’un tissu, du
papier filtre wattman n°3 et du coton hydrophobe pour filtrer ’homogénat. Un entonnoir et une
potence ont été utilises pour I’extraction. Enfin, une étude a été utilisée pour le sechage de I’extrait.
2.1.4. Matériel, solvants et réactifs de I’étude de tests phytochimiques

Au cours de cette étude, les solvants utilisés sont les suivants : une solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2% qui a été utilisée pour mettre en évidence les polyphénols. L’alcool
chlorhydrique a aussi servi a la mise en évidence des flavonoides. Le réactif de Stiasny (formol
30%, HCI concentré : 1/0.5) quant a lui, a été utilisé pour la mise en évidence des tanins
catéchiques. Les tanins galliques ont été mis en évidence par I’acétate de sodium utilisé pour la
saturation de la solution. Pour la mise en évidence des tanins galliques, le trichlorure de fer
(FeCl3) a aussi été utilisé. L’ammoniaque diluée a 50 %, a été utilisé pour le dosage des
quinones. Ensuite, I’acide chlorhydrique (HCI) utilisé a servi a dissoudre le résidu de I’extrait
aqueux lors de la mise en évidence des quinones. Quant au chloroforme utilisé, il a sevi a
extraire I’hydrolysat obtenu lors de la mise en évidence des quinones. Le réactif de Dragendorff
a été utilisé comme révélateur lors de la mise en évidence des alcaloides. Enfin, 1’alcool 60° a
été utilisé pour récupérer le résidu de I’extrait porté au bain de sable lors de la mise en évidence
des alcaloides.

Quant au matériel utilisé, il est composé d’une balance électrique de précision pour la
pesée des extraits, d’une étuve de marque Memmert™ pour sécher les extraits, d’un bain de
sable pour sécher des solutions utilisées. Ce matériel comprend aussi un bain-marie pour le
chauffage des solutions utilisées lors du test phytochimique, une cuve de migration pour
recueillir les solvants et un détecteur a ultra-violet.

2.1.5. Materiel, solvants et reactifs de I’étude de la toxicité

Le matériel utilisé pour 1’étude de toxicité est constitué de tubes avec anticoagulant (EDTA)
et de tubes secs pour les prélevements sanguins. Il est aussi composé d’une balance de précision
électrique de marque Ohaus™ pour la pesée des rats. Une seringue a sonde et une micropipette ont
respectivement été utilisées pour le gavage des rats. Une pipette et une pipette Pasteur ont été
utilisées pour le préléevement sanguin. Enfin une balance analytique de marque SF-400 a été utilisée
pour la pesée des extraits. Au cours de cette étude, un spectrophotometre semi-automatique de
marque URIT-810 et une centrifugeuse de marque SMART ont servi a la centrifugation des

échantillons sanguins obtenus dans les tubes secs, ce qui a servi aux dosages de ces parametres
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biochimiques. Pour la numération de la formule sanguine, un automate d’hématologie de marque
URIT-3000PIus a été utilisé. Enfin, une balance électrique de précision a été aussi utilisée pour la
pesee des extraits de gavage des rats.

Les réactifs utilises dans ce test sont composes d’éther cooper pour 1’anesthésie des rats. Ces
solvants sont aussi composés du kit de la Créatinine/Alkaline picrate (BIOLABO), du kit de
Cholestérol oxidase/peroxidase (BIOLABO), du kit des Triglycérides GPO-POD, d’enzyme
colorimétrique (BIOLABO), du kit de ’AST/TGO IFCC (BIOLABO) et du kit de ’ALT/TGP
IFCC (BIOLABO) respectivement utilisés pour le dosage de la créatinine, du cholestérol, des
triglycérides, des transaminases Aspartate aminotransaminase, des transaminases Alanine
aminotransaminase et de 1’urée.

2.1.6. Matériel et solvant de I’étude de I’activité antiinflammatoire

La carragénine a permis d’induire 1’inflammation a partir d’une seringue. L’eau distillée a
servi a dissoudre les extraits totaux et la solution saline a été utilisée pour dissoudre la carragénine.
Le diclofénac de sodium 75 mg (Sanofi-Aventis®) a été utilisé comme produit de référence standard
anti-inflammatoire. Le pied a coulisse (METRICA) a été utilisé pour mesurer le diamétre des
cedémes des pattes des rats. Enfin, un mortier a servi a rendre en poudre le diclofénac de sodium qui
était sous formes de comprimés.

2.1.7. Matériel et solvant pour I’étude de I’activité antitussive

Une cage de 5 L contenant une grille a servi de plateforme au déplacement de 1’animal.
L’ammoniaque liquide (25 % NH4OH) fabriqué par Merck KGaA, a été utilisée pour induire la toux.
Une seringue a permis de prélever I’ammoniaque liquide puis un bol de 15 mL pour recueillir
I’ammoniaque prélevée. Le temps d’observation a été mesuré a ’aide d’un chronométre (type
XINJE XJ-013). Le dextrométhorphane a servi de produit de référence standar d’antitussif a cote
de notre extrait aqueux d’Asthpadose.

2.1.8. Matériel de récolte et de traitement de données

Les matériels durables et équipements utilisés pour la réalisation des travaux sont les suivants
- un box wifi pour la recherche documentaire, un ordinateur portable et un logiciel Graph Pad Prism
8.0.2. afin de saisir et de traiter les résultats. Enfin, un appareil photo numérique a permis de prendre
des photos.

2.2. Méthodes

Pour mettre en évidence 1’activité antiasthmatique de I’asthpadose, quatre méthodes ont été
appliquees afin d’atteindre les objectifs spécifiques de ce projet de recherche : les préparations des
extraits, la réalisation du tri phytochimique, la réalisation des tests de toxicité aigué et subaigué,

I’évaluation des activités anti-inflammatoire et antitussive de 1’ Asthpadose.
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2.2.1. Préparation de I’extrait végétal

La poudre du phytomédicament a servi a la préparation de ’extrait total aqueux. L’extrait
aqueux a été préparé selon la méthode de Zirihi et al. (2003) décrite par Yayé et al. (2011) et a servi
a nos différents tests. Cet extrait a été obtenu, a partir du macéré de 100 g de poudre de 1’ Asthpadose
(un reméde a base de plante utilisé contre 1’Asthme) dans 1 L d’eau distillée puis homogénéisé
immédiatement dans un mixeur. L’homogénat obtenu a été filtré deux fois sur du coton hydrophile
puis une fois sur du papier filtre Whattman N°3. Le filtrat obtenu a été déshydraté pendant 3 jours,
455 °C a I’étuve. L’évaporat a été récupéré le 4™ jour sous forme de pate marron qui est I’extrait
aqueux de 1’Asthpadose (EAA). Le diagramme de préparation de I’extrait total aqueux

d’Asthpadose est représenté par la Figure 15.
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Partie a : Obtention de la poudre

d’Asthpadose

Séchage, broyage

Pesée et mélange proportionnalisée

Plantes Poudre de 100 g de poudre de
plantes Plantes
Partie b : Obtention de I’extrait aqueux
d’Asthpadose (EAA)
Homogéneisation de la poudre
au mixeur dans 1 L d’eau
\ 4
Homogénat
Filtrations successives sur coton
hydrophile et papier whattman 3 mm
Résidu v [ Filtrat
rejete

Etuvage a
— 55°C
pendant 72 H

A 4

Extrait aqueux
d’Asthpadose

Figure 15 : Diagramme simplifié de préparation de I’extrait total aqueux d’Asthpadose (EAA)
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2.2.2. Rendement de I’extraction
Le rendement de I’extraction est le rapport entre la quantité d’extrait obtenue et la matiére
séche (poudre végétale). Il est exprimé en pourcentage (Bassaibis et al., 2009 ; Dinzedi, 2015). Le

rendement a été calculé selon la formule suivante :

R=M;* 100/ Mo @

R : Rendement de I’extrait exprimé en pourcentage (%)
Mt: Masse de I’extrait total en gramme (g)
Mo : Masse de poudre végétale en gramme (g)

2.2.3. Screening phytochimique de I’extrait végétal

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des groupes
de composés chimiques (phytomolécules) dans une plante. La caractérisation qualitative des
composés chimiques (phytomolécules) a été faite a partir des réactions de précipitation ou de
coloration a I’aide des réactifs spécifiques. Cette méthode a été rapportée par Akré et al. (2023) avec
quelques modifications. Les réactions de précipitations ont mis en évidence les tanins et les
alcaloides. La présence des polyphénols, des flavonoides, des anthocyanes, des terpénes et des
composes quinoniques a été révélée a partir des réactions de coloration. Enfin, les composés
phénoliques (antioxydants, polyphénols totaux, flavonoide totaux et tanins totaux) de I’extrait
aqueux d’Asthpadose ont été dosés a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible de type Jasco V-
533 (Badiaga, 2011). Le recapitulatif du screening phytochimique est présenté par le Tableau I.
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Tableau I: Reécapitulatif du screening phytochimique

Matériel et méthodes

Metabolites Tests Réactions attendues
secondaires
Dragendorff Précipité ou d’une coloration orangée
Alcaloides Bouchardat coloration brun rougeétre
Flavonoides Cyanidine Coloration rose-orange ou violacee
) ) . Coloration bleue noiratre ou verte
Polyphénols Trichlorure de fer a 2% . .
plus ou moins foncée
Leucoanthocyanes Cyanidine Apparition de coloration rouge
Accentuation de la coloration par
Anthocyanes Acidification acidification et virage au bleu
violacé en milieu basique
Tanins catéchiques Stiasny Gros précipités en flocons
Tanins galliques Stiasny Coloration bleu-noire intense

Terpenes et Stérols

Leiberman et Biirchard

Anneau pourpre ou violet, virant au

bleu puis au vert

Saponosides

Formation de mousse

Persistance de la mousse

Quinonone

Bornstraégen

Coloration allant du rouge au violet
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2.2.3.1. Détection des alcaloides
e Principe :
Les alcaloides sont caractérisés par leur propriété a se combiner avec les métaux lourds
tels que I’iode, le bismuth, le tungsténe, le mercure, etc. Ils sont aussi caractérisés par leur
propriété a précipiter sous forme de sels.
e Caractérisation
A 2 mL d’extrait sont ajoutés 5 gouttes de réactif de Dragendorff. L’apparition de coloration
orangeée ou de précipité indique la présence d’alcaloides. Lorsque le test est positif, il est confirmé
avec la présence de polyphénols par le test au Réactif de Nessler. A 2 mL d’extrait aqueux
d’Asthpadose, on ajoute deux a trois gouttes de réactif de Nessler. L’apparition d’un précipité
jaunatre indique la présence d’alcaloides
2.2.3.2. Détection des saponosides

e Principe :
La mise en évidence des saponosides est basée sur 1’élévation de I’indice de mousse. Cette

propriété est mise a profit par agitation d’un échantillon de volume d’extrait. Une hauteur de mousse
formée et supérieure ou égale a 10 mm indique donc la présence des saponosides.

e Caractérisation
Introduire 1 g de poudre vegétale dans un erlenmeyer de 250 mL puis ajouter 100 mL d’eau

distillée. Chauffer Iégérement le mélange. Filtrer, refroidir et compléter a 100 mL avec de ’eau
distillée. Dans un tube a essai, introduire 10 mL du filtrat et agiter vigoureusement pendant 15
secondes. Placer le tube verticalement pendant 15 min. Si la mousse persiste au bout de cette
période, la drogue végétale contient des saponines.
2.2.3.3. Détection des triterpenes et stérols
e Principe
L homogénat de I’extrait végétal est acidifié par I’ajout de I’anhydride acétique. Les stérols et
les terpénes sont mis en évidence par 1’acide sulfurique. La réaction de ce test est dite positive
lorsqu’il apparait un anneau pourpre ou violet, qui vire au bleu puis au vert.. Une comparaison est
réalisée a I’aide d’un témoin avec le cholestérol ou le sitostérol.
e Caractérisation
Pour sa réalisation, un volume de 5 mL de ’EAA est évaporé a sec dans une capsule sur un
bain de sable. Le résidu obtenu est dissout a chaud dans 1 mL d’anhydride acétique, puis 0,5 mL
d’acide sulfurique concentré a été ajouté. L’apparition d’un anneau pourpre ou violet virant au bleu

puis au vert a indiqué une réaction positive.
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2.2.3.4. Détection des composés phénoliques
e Principe

v La formation de précipité coloré avec une solution de chlorure ferrique (FeCls) met en
évidence les polyphénols. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte, montre la
présence des polyphénols. Les tanins précipitent en présence des sels de métaux lourds comme
le Cu, le Zn, le Sn, le Pb et le Hg, en solution aqueuse. Ainsi, la réaction au réactif de
STIASNY (formol chlorhydrique) permet de différencier les tanins cathéchiques des tanins
galliques. Cette différenciation se fait par saturation a 1’acétate de sodium.

v Les tanins cathéchiques non hydrolysables sont précipités a 80 °C au bain-marie. L’apparition
de gros flocons aprés refroidissement indique la présence de tanins cathéchiques.

v Les tanins galliques (hétérosides), sont hydrolysés par 1’ajout de I’acétate de sodium. L’ajout
de gouttes du perchlorure de fer, entraine une coloration verdatre spécifique qui marque la
présence des tanins galliques.

e Caractérisation des polyphénols
Les polyphénols ont été mis en évidence par I’apparition d’une couleur bleu-noiratre ou verte,
réalisée a partir de 2 mL de I’extrait aqueux d’ Asthpadose répartis dans des tubes étiquetés auxquels
on a ajouté une goutte de solution aqueuse de chlorure ferrique (FeClz) a 2%.
e Caractérisation des tanins galliques et des tanins cathéchiques
Dans un Erlenmeyer contenant 100 mL d’eau bouillante, on y ajoute 5 g d’EAA. Aprés
infusion pendant 15 mn, on filtre et on complete le filtrat a 100 mL avec de 1’eau distillée. 5 mL
d’infusé a 5% est placé dans un tube a essai, puis on y ajoute 1 mL d’une solution aqueuse de FeClz
a1 %. En présence des tanins galliques, il se développe une coloration verdatre ou bleu noire. Quant
aux tanins cathéchiques, leur présence est révélée par I’apparition d’une couleur verte foncée a partir
du réactif de Stiasny (Edeoga et al., 2005 ; Koffi et al., 2015).
o Détection des flavonoides
Le principe est basé sur la coloration en fonction de la structure chimique du flavonoide
des hétérosides flavoniques en solution alcoolique en présence d’hydrogéne naissant,
v' Les flavones vont donner une coloration orange ;
v' Les flavonols vont donner une coloration rouge ;
v' Les flavonones vont donner une coloration rouge-violacé.
Ainsi, I’ajout successif de copeaux de magnésium et d’alcool iso amylique, fait apparaitre une
coloration rose-orangé ou rouge-violacé. Cela indique la présence de flavonoides (Browman &
Rand, 1980).
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Concernant leur caractérisation, dans un tube a essai contenant 2 mL d’extrait d’Asthpadose,
2 mL d’alcool chlorhydrique (mélange équivolumique d’éthanol a 95%, d’eau distillée et d’acide
chlorhydrique concentré), 1 mL d’alcool n-amylique, 2 & 3 de copeaux de magnésium ont été
ajoutés. L’apparition d’une coloration rose-orangée indique la présence de flavones. La coloration
rose-violacée indique les flavanones et le rouge indique la présence des flavonones ou des
flavanonols rassemblées dans la couche surnageante d’alcool isoamylique indiquant la présence
d’un flavonoide libre (génine). Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques.
L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique permet d’intensifier la coloration afin de confirmer la
présence de flavonoides (Azzi, 2012).
2.2.3.5. Détection des anthocyanes

A SmL d’infusé a 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, on ajoute 5 mL d’acide
sulfurique puis 5 mL d’hydroxyde d’ammonium. Si la coloration s’accentue par acidification, puis
vire au bleu violacé en milieu basique, cela revele la présence d’anthocyanes.
2.2.3.6. Détection des leucoanthocyanes

Les leucoanthocyanes sont caractérisés par la réaction a la cyanidine avec ajout de copeaux
de magnésium avec un chauffage pendant 15 min au bain-marie. En présence de leucoanthocyanes,
il se développe une coloration rouge cerise ou violacée. Les catéchols donnent une teinte brun-
rouge.
2.2.3.7. Détection des quinones

e Principe :

Les quinones sont caractérisés par un lessivage alcalin (ammoniaque, soude, eau de chaux)

de I’extrait. Ce lessivage entaine une coloration rouge.
e Caractérisation

La mise en évidence des substances quinoniques a été réalisée en utilisant le réactif de
Bornstraégen (ammoniaque dilué 2 fois). On évapore 1 g d’extrait aqueux d’Asthpadose. Le résidu
est repris avec 5 mL de HCI (1/5), puis mis a ebullition pendant 30 min au bain-marie dans un tube
a essai. Apres refroidissement sous courant d’eau froide, 1’hydrolysat est extrait avec 20 mL de
chloroforme dans un tube a essai. A la phase organique recueillie, on ajoute 0,5 mL d’ammoniaque
dilué 2 fois. Le virage de la coloration au rouge ou violet indique la présence de composés

quinoniques.
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2.2.4. Etude de la toxicité
2.2.4.1. Phase d’observation

Apres acclimatation des animaux pendant 1 semaine, avant I’administration de 1’extrait, des
prises de poids quotidiennes des animaux pendant 1 semaine ont été effectuées afin de vérifier s’il
n’y a pas d’éventuelles variations pendant le traitement avec ’EAA.
2.2.4.2. Toxicité aigué

La toxicité aigué a été déterminée selon la ligne directrice n°425 de I’OCDE (2008). L’objectif
de cette ligne directrice est de ramener a un minimum le nombre d'animaux nécessaires pour estimer
la toxicité orale aigué d'un produit chimique. Pour cette étude, des rats femelles nullipares et non
gravides, les rats ont été d’abord mis a jetin pendant 12 heures avant I’administration orale du produit.
Apres identification par marquage des animaux choisis au hasard, 3 lots de 3 rats chacun ont été
constitués et traités comme suit : le lot 1 (Lot témoin) représente les animaux traités avec de I’ecau
distillée (1 mL/100 g). Quant aux lots 2 et 3, ils ont été traités avec 1’extrait aqueux d’ Asthpadose aux
doses respectives de 2000 mg et de 5000 mg/kg de poids corporel (p.c). L’administration des
substances a éte réalisée par prise unique.

Les observations ont été faites sur chaque rat, toutes les trente minutes pendant les quatre
premieres heures puis chaque jour de 7 heures 30 minutes a 10 heures pendant 14 jours. L’agressivité,
la mobilité, la vigilance, 1’état des selles, la masse, la modification du pelage, la respiration, la
sensibilité au bruit apres un choc métallique, le vomissement, de la couleur des yeux, la perte d’appétit
et la mortalité ont été observés au cours de cette étude. L’effet de 1’extrait aqueux d’Asthpadose sur
les rats a ensuite été apprécié a partir des données hématologiques et biochimiques du sang issu d’un
prelévement sanguin au 14° jour.
2.2.4.3. Toxicité subaigué

L’étude a été réalisée suivant la ligne directrice 407 de I’OCDE (OCDE, 2008b). Adoptée en
1981, cette ligne directrice 407 est une étude de toxicité orale a dose répétée pendant 28 jours sur les
rongeurs. Elle a eté menée sur 24 rats (12 rats males et 12 rats femelles nullipares et non gravides)
répartis en 4 lots égaux de 6 rats. Les rats de ces différents lots ont recu différentes doses d’extrait
d’Asthpadose, ainsi que de I’eau distillée. Les rats ont éte traités par administration quotidiennement
par voie orale & I’extrait aqueux d’Asthpadose ou a I’eau distillée pendant 28 jours. Ces rats ont été
pesés aux jours JO, J7, J14, J21 et J28. Puis a la fin du traitement (Jour 28), un prélévement sanguin
a été effectué afin de réaliser des analyses hématologiques et biochimiques.

Dans cette étude, les rats ont été d’abord mis a jeun pendant 12 heures pour étre gavés par voie
orale a I’extrait aqueux d’Asthpadose. Apres marquage des animaux pour identification, ils ont été

choisis au hasard puis 4 lots de 6 rats ont été constitués et traités pendant 28 jours comme suit : le lot
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1 (Lot témoin) représente les animaux traités avec de I’eau distillée (1 mL/100 g). Quant aux lots 2,
lot 3 et lot 4, ils ont recu quotidiennement I’extrait d’ Asthpadose aux doses respectives de 200 mg et
de 400 mg et 800 mg/kg de p.c.
2.2.4.3.1. Dosage des parametres hematologiques ou sériques

A I’aide de tubes contenant un anticoagulant (EDTA), les échantillons de sang ont été prélevés
puis utilisés le méme jour pour la réalisation de I’hémogramme. Le sang recueilli dans les tubes a
EDTA a été transporteé au laboratoire dans un délai de 6 h pour étre analysé. Dans ce test, les taux
de globules blancs, de globules rouges (ou érythrocytes) et de plaquettes sanguines ont été
déterminés selon des méthodes standards (Jain, 1986). Les résultats ont été transcrits sur papier a
’aide d’un automate URIT-2900 connecté a une imprimante graphique (Kraus, 1980).
2.2.4.3.2. Dosage des parameétres biochimiques

Les échantillons de sang des rats (témoins et testés) prélevés dans les tubes sans anticoagulant
(tubes secs) ont été centrifugés a 2580 tours/mn pendant 10 min pour le recueil des sérums. Les
sérums recueillis et conservés a -20 °C, ont par la suite servi au dosage des marqueurs biochimiques
du foie, des reins et du cceur. Les paramétres dosés sont 1’alanine aminotransférase (ALAT),
I’aspartate aminotransférase (ASAT), le cholestérol total, les triglycérides, la créatinine puis 1’urée.
L’analyse des paramétres biochimiques des échantillons de sang a été effectuée a 1’aide d’un
analyseur biochimique semi-automatique (Hospitex diagnostic, LIHD113 écran Master, Italie). La
méthode utilisée pour le dosage de ces parametres a été rapportée par Kplé (2020) mais avec
quelques modifications.
2.2.4.3.2.1. Dosage des marqueurs sériques du foie

> Dosage de I’activité de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

Principe

Le groupement aminé de I’ASAT est transferé sur I’atome de carbone de 1’a-cétoglutarate
induisant la formation de glutamate et d’oxaloacétate. Puis en présence de NADH réduit qui s’oxyde
en NAD", I’oxaloacétate est réduit en malate par la malate déshydrogénase (MDH). La quantité de
NADH est proportionnelle a I’intensité d’oxaloacétate présente dans le sérum (intensité de I’activité
de I’ASAT). Cette activité catalytique est déterminée a 340 nm de la disparition du NADH. Soit la
réaction suivante :

L-Aspartate + a-Cetoglutarate A_SA;I'/Gﬁ" Oxaloacétate + L-Glutamate
Oxaloacétate + NADH + H® e |_-malate + NAD"

MDH
MDH= Malate déshydrogénase
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Protocole expérimental

A un volume de 0,5 mL du milieu réactionnel préchauffé pendant 2 & 3 min a 37 °C, a été
ajouté un volume de 0,05 mL du serum a doser. Ce milieu réactionnel contenait le tampon Tris HCI
a pH 7,8, le L-aspartate (240 mM), 12 mM de I’a ceto glutarate, le NADH a 0,18 mM, le MDH (>
500 U/L), le LDH (> 1200 U/L) et 0,9 % de l'azide de sodium, Puis I’activité enzymatique sérique
a été déterminée aprés agitation, a 1’aide d’un spectrophotométre suite a la mesure des densités
optiques (quatre fois toutes les minutes) a une longueur d’onde A égale a 340 nm.

> Dosage de I’activité de I’alanine aminotransférase (ALAT)

Principe

Le transfert du groupement amine de 1’alanine sur 1’a-cétoglutarate est catalysé par I’ Alanine
Aminotransférase (ALAT) pour former du pyruvate et du L-glutamate. La convertion du pyruvate

en lactate par le lactate déshydrogénase est réalisée suivant I’équation ci-dessous :

L-Alanine + a-cétoglutarate ALAT/ GPT, Pyruvate + L-Glutamate
Pyruvate + NADH + H* —ep  |_-Lactate + NAD"
LDH

LDH : lactate déshydrogénase

La quantité de réduction du NADH et la quantité de pyruvate formé dans le milieu réactionnel
sont proportionnelles. Ce qui représente 1’activité de 1’enzyme. Cette activité enzymatique est
déterminée par la mesure de 1’absorbance a 340 nm par rapport a un témoin.

Protocole expérimental

0,05 mL du serum a doser est ajouté a 0,5 mL d’un milieu réactionnel préchauffé pendant 2 a
3 min a 37 °C. Ce milieu contenait 100 mM du tampon Tris HCI avec un pH 7,8, du L-alanine (500
mM), 15 mM de I’a-cetoglutarate, 0,1 mM du NADH, du LDH (> 1428 U/L) et 0,9 % de 1’azide de
sodium. Puis les densités optiques ont par la suite été mesurées quatre fois toutes les minutes a une
longueur d’onde A égale a 340 nm au spectrophotométre apres agitation. Ce qui a permis de
déterminer 1’activité enzymatique sérique.
2.2.4.3.2.2. Dosage des marqueurs sérigues des reins

» Dosage de la créatinine

Principe

Le dosage de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate formant un
complexe jaune-rouge d’une intensité proportionnelle & la concentration de créatinine dans
I’échantillon. Cette réaction est réalisée dans une solution alcaline. Cette réaction est effectuée selon
I’équation de réaction suivante :

o ) o pH alcalin ]
Créatinine + acide piCriqUe —————)  COMplexe rouge-orange ou jaune-rouge
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Protocole expérimental

Treize (13) pL de tampon alcalin dilué dans 71 uL. d’eau déionisée et 13 pul d’acide picrique
¢galement dilué dans 20 pL. d’eau déionisée ont été ajoutés a 10 puL. de sérum dilué dans 20 uL. d’eau
déionisée. L’absorbance de la coloration jaune-rouge a été lue au spectrophotometre a 520 nm.

» Dosage de ’urée

Principe.

Le principe du dosage de I'urée est basé sur la méthode cinétique de 1’uréase (Talke et
Schubert, 1965). L’urée est hydroxylée en présence de 1’uréase en carbonate et ammoniac. En
présence du glutamate déshydrogénase (GLDH) et le coenzyme NADH, I’ammoniac réagit avec le
2-oxoglutarate pour former le L-glutamate suivant les formules ci déssous:

Uréase .
Urée + 2 H,0 > 2 NH4" + COs™

NH4* + 2-oxoglutarate + NADH =~ = |_-glutamate + NAD™ + H20
GLDH +NADH

La baisse du NADH, directement proportionnelle a la concentration de 1’urée dans
I’échantillon, est mesurée a la longueur d’onde de 340 nm.

Protocole expérimental

10 pL du sérum a doser a été ajouté a 1 mL d’un milieu réactionnel. Ce milieu réactionnel
était compose de 0,5 mL de réactif A et de 0,5 mL de réactif B. Le réactif A contenait 62 mmol/L
du salicylate de sodium, 3,4 mmol/L du nitroprussiate de sodium, 20 mmol/L du tampon phosphate
a pH 6,9 et de I'uréase (>500 Ul/mL). Quant au réactif B, il contenait 7 mmol/L de 1’hydrochlorite
de sodium et 150 mmol/L de I’hydroxyde de sodium. Apres agitation le melange sérum-réactif est
incubé a la température ambiante (16 a 25 °C) pendant 10 min. L’absorbance (Abs) du sérum a
doser a été obtenue a I’aide de la densité optique en comparaison avec le blanc réactif au
spectrophotometre a une longueur d’onde A égale a 500 nm.
2.2.4.3.2.3. Dosage des marqueurs lipidiques

» Dosage du cholestérol total

Principe

Par l'action de la cholestérol-estérase, le cholestérol libre et le cholestérol estérifié donnent les
esters du cholestérol scindés en cholestérol libre et en acides gras dans un échantillon (Mehdioui et
al., 2009). Par la catalyse de la cholestérol-oxydase et en présence d’oxygene, le cholestérol est
transformé en cholest-4-ene-3-one et de I’eau oxygenée. La réaction de I’ecau oxygénée avec le
phénol et I’amino — 4 - phénazone donne un dérivé coloré rouge (quinone-imine) en présence de
peroxydase. Cette réaction donne une intensité de coloration proportionnelle a la concentration de

cholestérol.
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Cholestérol
. . . estérase , .
Ester du cholestérol + H2O + Cholestérol estérase e Cholestérol +Acide gras
Cholestérol

oxydase

Cholestérol + 1/2 H20 + Cholestérol oxydase Cholestérene-4, one-3 + H20:

2 H,02 + 4.Amino Antipyrine + Phénol Peroxydasg

Quinoneimine + 4 H,O

Protocole expérimental

Un volume de 10 pL du sérum a doser a été ajouté a 1 mL d’un milieu réactionnel a pH 7,0.
Ce milieu contenait 35 mmol/L du PIPES (acide pipérazine-1,4-bis (éthane-2 sulfonique)), du
cholate de sodium a 0,5 mmol/L, du phénol (> 28 mmol/L), du cholestérolestérase (>0,2 Ul/mL),
du cholestérol oxydase (> 0,1 Ul/mL), Peroxydase (> 0,8 UI/L), et 0,5 mmol/L du 4-Amino
antipyrine. L’ensemble du mélange a été agité puis incubé a une température comprise entre 16 et
25 °C pendant 10 min. La lecture de la densité optique a permis d’obtenir I’absorbance (Abs) du
sérum a doser au spectrophotomeétre a une longueur d’onde A égale a 500 nm en comparaison avec
le blanc réactif.

> Dosage des Triglycérides

Principe

Le dosage des triglycérides est réalisé par une méthode enzymatique. Les triglycérides sont
hydrolysés en glycérol et en acides gras en présence des lipoprotéine-lipases (LPL). Ainsi, le
glycérol est phosphorylé en glycérol-3-phosphate par I’ATP. Cette phosphorylation a lieu pendant
une réaction catalysée par la glycérolkinase. Au cours cette réaction, la glycérol-phosphate oxydase
catalyse le glycérol-3-phosphate puis forme le dihydroxyacétone-phosphate et le peroxyde
d’hydrogéne (H202). Enfin, le peroxyde d’hydrogéne formé entraine la liaison oxydatif du 4-
chlorophénol et de la 4-aminophénazol puis la présence de peroxydase (POD). Le couple oxydatif
du 4-chlorophénol et de la 4-aminophénazol est produit en présence de la peroxydase (POD) a partir
du peroxyde d’hydrogene formé pour produit une coloration quinoneinique rouge ayant une

intensité proportionnelle a la concentration des triglycérides. Lipoprotéine-lipase

Lipoprotéine-lipase

Triglyceérides + 3 H.0

Glycérol + 3 RCOOH
] Glyceérokinase
Glycérol + ATP >

Mo > Glycérol-3-phosphate + ADP

i Glycérophosphate-oxydase . i
Glycérol-3-phosphate + O> — Dihydroxyacétone-phosphate + H>0>

H202 + amino-4 phénazone Peroxydasee

» Colorant quinoneinique + 4 H,O+ Chloro-4 phénol
Protocole expérimental
A 2 pL de sérum ont été ajoutés un mélange de 148 pL de milieu réactionnel contenant 120

uL du réactif R et 28 uL d’eau déionisée. Le réactif R est constitué a partir de tampon PIPES, 50
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mmol/L a pH 6,8; Mg2+, 40 mmol/L; cholate de sodium, 0,20 mmol/L; ATP, 1,4 mmol/L; amino-
4-phénazone, 0,13 mmol/L; chloro-4-phénol, 4,7 mmol/L; lipoprotéine-lipase (Pseudomonas), 83
ukat/L; glycérokinase (Bacillus stearothermophilus), 3 pkat/L ; glycérophosphate oxydase (E. coli),
41 pkat/L; peroxydase (raifort), 1,6 ukat/L. L'intensité de la coloration rouge mesurée au photomeétre
a 512 nm est proportionnelle a la concentration en triglycérides (Fossati & Principe, 1982 ;
McGowan et al., 1983).
2.2.5. Evaluation de P’efficacité antiinflammatoire et antitussive de I’Asthpadose
2.2.5.1. Evaluation de P’activité antiinflammatoire de I’extrait aqueux de 1’Asthpadose :
Test d’inhibition de I’eedéme de la patte du rat a la carragénine
e Principe

La Carragénine (1 %) a été utilisée pour I’induction de I’inflammatoion chez les rats. Le test
de I’activité anti-inflammatoire a été effectué selon la méthode de Winter et al. (1962) ; Kouadio et
al. (2021) et modifiée par Anupana et al. (2012). L’injection de la carragénine sous 1’aponévrose
plantaire de la patte postérieure du rat entraine D’apparition d’un cedéme (signe clinique de
I’inflammation) de la région métatarsienne. L’intensité de cet cedéme, qui atteint son maximum de
développement en 5 h, est évaluée grice a I’augmentation du volume de la patte (par rapport au
volume initial). L’administration préventive par voie orale d’un produit anti-inflammatoire réduit
de facon significative le développement de I’cedéme. Cette méthode a été rapportée par Agnero
(2019) avec quelques modifications.

e Protocole expérimental

Trente (30) rats ayant un poids compris entre 120 g et 190 g ont été mis a jeun pendant 12 h.
Ces rats ont été répartis en 5 lots de 6 rats. A 1’aide d’un pied a coulisse numérique, le diamétre de
la patte postérieure droite de chaque animal a été mésuré au temps TO (Bukhari, 2013 ; Kouadio et
al., 2021). Le lot 1 (témoin) non traité et le lot 2 a regu de 1’eau distillée a la dose de 1 ml / 100g de
p.c. Les rats du lot 3 (témoin de référence) ont recu le Diclofenac de Sodium (25 mg/kg de pc).
Quant aux lots 4 et 5 (lots tests), ils ont regu 1’extrait d’Asthpadose aux doses respectives de 250
mg/kg et 500 mg/kg de p.c. Une heure aprés administration 0,1 mL par gavage de la solution de
carragénine a 1 % a été injectée au niveau de I’aponévrose plantaire de la patte arriere droite par
voie cutanée de chaque rat des différets lots 1, 2, 3, 4 et 5. L’évolution de I’cedéme de la patte droite
aétémesuréealh,2h,3h,4het5hal’aide d’un pied a coulisse (Anupana et al., 2012 ; Kouadio
et al., 2021). Par la suite I’effet de I’extrait de 1’ Asthpadose sur I’inflammation a été apprécié par la
détermination du taux d'augmentation (% AUG) du diamétre de I’cedéme de la patte de chaque rat

suivant la formule ci-dessous :
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%AUG = ((D—Do) / Do) x 100 @

% AUG : Pourcentage d’augmentation de la patte induite par la carragénine
Dt : Volume de la patte des rats au temps t
Do : Volume initial de la patte des rats au temps To

Le calcul du pourcentage de I'inhibition (% INH) de 1'cedéme a aussi permis d’évaluer l'activité anti-

inflammatoire. Ce calcul a été réalisé selon la formule suivante:

% INH = (% AUGrm — % AUGrr) /% AUGrm) X 100 @

% INH : Pourcentage d’inhibition des cedémes
%AUGTMm : pourcentage d’augmentation de la patte des rats témoins
%AUGT: pourcentage d’augmentation de la patte des rats traités

2.2.5.2. Evaluation de I’activité antitussive de I’extrait aqueux I’Asthpadose

L'expérimentation a été menée selon la méthode décrite par Xu et al. (1991) et Yéo et al.
(2008) puis rapportée par Agnéro (2019) mais avec quelques modifications. Pour sa réalisation, une
grille a été placée dans une cage. Sous cette grille, il a été déposé un bol. La grille a servi de
plateforme pour le déplacement des animaux exposés a I'ammoniaque contenue dans le bol. Tois
millilitres (3 mL) d'ammoniaque liquide (25% NH4OH) ont été préleveés a l'aide d'une seringue puis
versés dans le bol. Trente secondes apres, I'animal a été exposé a I'ammoniaque liquide pendant 2
minutes sur cette plateforme dans la cage fermée hermétiquement. Le rat a été sorti de cette cage et
placé dans une seconde cage (cage d'observation). Chaque toux a été détectée par une observation
visuelle de l'animal. Le nombre de toux de l'animal a été noté pendant 5 minutes. Le temps
d'observation a été mesureé a l'aide d'un chronométre.

e Comportement des animaux

La méthode de détection de la toux chez les animaux mis en cage d’observation aprés
inhalation de I’ammoniaque a été décrite par Morice et al. (2007). La toux a été détectee par les
symptdmes suivants : ouverture de la bouche, son caractéristique étirement des pattes avant vers
I'avant du cou. Ces symptodmes sont accompagnés d'inspiration et d'expiration.

e Fréquence de toux

Les animaux ont été répartis de facon aléatoire en 5 lots de 6 animaux (3 méles et 3 femelles).
Les animaux du lot 1 (lot témoin) ont été non traités. Le second lot (lot 2) a recu 1 mL/100 g de p.c
d’eau distillée. Quant au lot 3 (témoin de référence), les rats de ce lot ont regu le Dextrométhorphane

a 20 mg/kg de p.c. Les rats des lots 4 et 5 ont quant a eux regu I’EAA aux doses respectives de 250

65



Matériel et méthodes

mg/kg et 500 mg/kg de p.c avec une quantité de 1 mL/100 g de p.c. Les animaux ont ensuite été
replacés dans la cage d’exposition (cage contenant I’ammoniaque liquide 25 % NH4OH) une heure
apres I’administration d’extrait et d’eau distillée pour étre exposés a nouveau pendant 2 minutes. Le
nombre de toux a été a nouveau déterminé pendant les 5 premiéres minutes.

La fréquence de toux a été calculée suivant la formule ci-dessous:

% FT =(1-T/C)x 100 @

% FT : pourcentage de fréquence de toux
T : nombre de toux des rats enregistré aprés traitement a I’ Asthpadose ou au dextrométhorphane
C : nombre de toux émis par les animaux du lot témoin (Lot 1)

Le calcul du taux d’inhibition de la toux a été réalisé en utilisant la formule ci-dessous :

% IT =(1-Ta/Ca) x 100 @

% IT : taux d’inhibition de la toux
Ta : dfréquence de la toux des animaux des lots traités a 1’ Asthpadose ou au dextrométhorphane
Ca : nombre de toux émis par les animaux du lot témoin (Lot 1)

2.2.6. Analyse statistique

Au cours de cette étude, les données obtenues ont été soumises a 1’ Analyse de Variance a un
facteur (Anova one- way) suivie du test de comparaison multiple de Tukey sous le logiciel
GraphPadPrism 8.0.2. La différence est considérée comme : non significative (ns) pour un niveau
de probabilité p > 0,05 ; significative (*) pour un niveau de probabilité p < 0,05 ; trés significative
(**) pour un niveau de probabilité p < 0,01 ; et hautement significative (***) pour un niveau de
probabilité p < 0,001.
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Résultats et discussion

3.1. Determination de la composition phytochimique de ’extrait aqueux d’asthpadose

Les composés bioactifs jouent un rdle trés important car ils sont le support explicatif des
activités biologiques d’une plante (activités allergiques, inflammatoires et asthmatiques). Ainsi, la
connaissance de ces composés reste une nécessité. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail a
savoir 1’étude phytochimique de I’extrait aqueux d’Asthpadose et d’estimer la teneur de ce
phytomédicament en composés bioactifs essentiels.
3.1.1. Rendements de I’extraction de I’extrait aqueux d’Asthpadose

La quantité d’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) obtenue pour 100 g de poudre initiale, a été
de 10 g soit un rendement de 10 %. L’EAA obtenu a été sous forme de pate et visqueux présentant
une couleur marron foncée avec un aspect brillant. Les caractéristiques de 1’extrait sont présentées dans
le tableau II.

Tableau Il : Caractéristiques physiques de I'extrait aqueux d’Athpadose

Quantité Quantité Rendement Etat Couleur Aspect
de poudre de PEAA (%) de PEAA | dePEAA(g) | dePEAA
végétale (g)

Pateux

100 10 10 . Marron Brillant
et visqueux

3.1.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique de I’extrait aqueux de 1’ Aspathose (EAA) réalisé a montré la
présence de plusieurs métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins
catéchiques, les alcaloides, les leucoanthocyanes et les anthocyanes. Par contre, 1’on a noté
I’absence de tanins galliques, de quinones, de stérols, de terpenes et de saponosides. Ces résultats

sont consignés dans le Tableau I11.
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Tableau 111 : Composition phytochimique de I’extrait aqueux d’Asthpadose

Composes chimiques recherchés

Réactions obtenues

Alcaloides +
Flavonoides +
Leucoanthocyanes +
Anthocyanes +
Tanins catéchiques +

Tanins galiques

Quinones

Terpenes et stérols

Saponosides

+ : présence
- : absence
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3.1.3. Discussion partielle

Le solvant utilisé pour 1’extraction au cours de cette étude est 1’eau distillée. Le choix de ce
solvant pour ces travaux releve de 1’utilisation traditionnelle de ce phytomédicament par décoction
avec de I’eau. L’extrait obtenu a été une patte de couleur marron avec un rendemant de 10 %.
L’¢étude phytochimique de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose (EAA) basée sur les réactions en tubes,
a permis de montrer la présence des alcaloides, des flavonoides, des leucoanthocyanes, des
anthocyanes et des tanins catéchiques dans cet extrait. La présence de ses composés dans ’EAA
serait liée a leur polarité a I’cau contrairement aux autres composés chimiques. Cette étude
corrobore celle menée par Tahouo (2016) lors de I’extraction des composés contenus dans les
feuilles de Sida acuta et de Combretum micranthum. En effet, cet auteur a extrait plus d’alcaloides,
de flavonoides, de leucoanthocyanes, de anthocyanes et de tanins catéchiques en ajoutant de I’eau
distillée a des solvants organiques préalablement utilisés.

La présence de ces différents composés chimiques dans 1’ Asthpadose serait aussi liée a
I’association des différentes plantes qui composent la recette Asthpadose. Ces résultats sont
semblables a ceux des travaux réalises par certains auteurs qui ont étudié individuellement les
plantes contenues dans 1’ Asthpadose. En effet, Fatunla et al. (2016) ont montré la présence des
flavonoides, des tannins, des terpénes dans Newbouldia leavis. Quant a Lantum (1980), Ma et al.
(2011) et Manzione et al. (2022), ils ont mis en évidence les saponines, les anthocyanes, les tanins
et les flavonoides dans le Desmodium adscendens. Aussi, selon Kabran et al. (2011) et
Amadou (2020), Baphia nitida renferme des alcaloides, des terpenes, des fanovoides et des tanins.
Enfin, la présence des tanins catéchiques et des flavonoides dans Paullinia pinata a été mise en
évidence par Annan & Houghton (2010).

La richesse de I’ Asthpadose en flavonoides, en tanins catéchiques et en alcaloides justifierait
son utilisation traditionnelle dans le traitement de nombreuses maladies en particulier
I’inflammation, la toux, I’asthme, ainsi que les problemes respiratoires et bronchiques. Cette étude
est en harmonie avec celle menée par Kouassi et al. (2013) et Diomandé et al. (2018) qui ont
montré que les polyphénols possédent une activité antioxydante qui prévient des maladies
inflammatoires. Aussi, Sanou (2021) a montré que les flavonoides et les tanins possedent des
propriétés antioxydantes utiles dans la prise en charge des maladies de 1’apparaeil respiratoire
comme I’asthme. Enfin, selon 1’étude menée par Ahounou (2011), les alcaloides, les tannins, les

flavonoides, les anthocynes, et les leucoanthocynes contenue dans le mélange Aframomum
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melegueta - Citrus aurantifolia lui conférent des propriétés antitussives, anti-inflammatoires et
antiallergiques.
3.1.4. Conclusion partielle

Le screening phytochimique de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose a montré la présence des
différents composés chimiques bioactifs. Ces molécules sont les tannins, les alcaloides, les
flavonoides, les antocyanes et les leucoantocyanes. Comme rapporté dans la littérature, certains de
ces constituants sont dotés de propriétés antiinflammatoires et antitussives intéressantes dans le
traitement de I’asthme. Toutefois, il ressort de ces analyses que 1’extrait est plus riche en tanins
totaux, puis en composes phénoliques et en flavonoides totaux. Ce qui nous permet de déduire que

I’effet de I’ Asthpadose serait li¢ a ces différents composés chimiques qu’il renferme.
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3.2. Etude de la toxicite aigue et subaigue de I’extrait aqueux de I’asthpadose chez des rats

Les plantes médicinales contiennent des composés chimiques ou des métabolites secondaires qui
leur conférent des propriétés pharmacologiques intéressantes. Toutefois, pour étre mis sur le marché,
un médicament méme naturel doit subir des essais de toxicité pour bien évaluer sa nocivite, puisque
ses composés sont parfois a 1’origine de plusieurs effets secondaires et maladies. Cette étude a donc
permis de mettre en évidence la toxicité aigué et la toxicité subaigué de ’extrait aqueux de
I’ Asthpadose (EAA) chez des rats Wistars. Dans cette etude de toxicité aigué et subaigué, les signes
cliniques et comportementaux ont été observés et les parametres biochimiques et hématologiques ont
été mésurés. En effet, ces différents parametres permettent de montrer 1’effet du médicament sur les
paramétres sanguins ainsi que son effet sur les organes vitaux (foie, reins et cceur).
3.2.1. Résultat sur la toxicité aigué
3.2.1.1. Effet de I’Asthpadose sur le comportement et la mortalité des rats

Les résultats de 1’analyse de toxicité aigu€ de I’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) n’ont montré
aucun signe de toxicité aprés I’administration de doses uniques de 2000 mg/kg et 5000 mg/kg de p.c
par voie orale chez les rats. Ces résultats n’ont montré aucun changement de comportement comme la
somnolence, I’immobilité, le manque d’appétit, le changement de pelage, consistance des selles ou de
la couleur des yeux durant toute la période d’observation. Enfin, au bout de ces 14 jours d’observation,
aucune mortalité¢ ni morbidité n’a été enregistrée dans les différents lots.
3.2.1.2. Effet de I’Asthpadose sur la variation de la masse corporelle des rats

Pendant les 14 jours d’observation des animaux, il a été constaté une augmentation de la masse
corporelle des rats témoins (lot 1 : traité avec de 1’eau distillée) de 62,7 £ 9,2 g a 95,7 £ 7,8 g. De
méme, on a noté également chez les lots traités avec 2000 mg/kg et 5000 mg/kg de p.c d’extrait aqueux
d’Asthpadose, une augmentation de masse corporelle des rats. Ces gains moyens de poids corporel ont
été respectivement de 67,3 + 9,3 ga 81 + 2,5 g pour le lot 2 (lot traité avec 2000 mg/kg de p.c) et de
55+6,1ga75=8,1qgpour le lot 3 (lot traité avec 5000 mg/kg de p.c). Cependant, ces gains moyens
de poids corporel observés chez les rats des lots traités n’ont montré aucune différence significative (p

>0,05) par rapport aux rats du lot témoin non traité (Figure 16).
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Bl [otl (ED 1mL/100 g p.c)
Ea Lot 2 (EAA 2000 mg/kg p.c)
150+ ns Em Lot 3 (EAA 5000 mg/kg p.c)

Semaine 0 semaine 2

semaine

Figure 16 : Effet de ’extrait aqueux de I'Asthpadose sur la masse corporelle chez les rats
apres 14 jours

ED : eau distillée

EAA : extrait aqueux d’Asthpadose

Lot témoin traite avec I’ED a la dose 1 mL/100 g p.c;

Lot traité avec I’EAA a la dose 2000 mg/kg p.c ;

Lot traité avec ’EAA a la dose 5000 mg/kg p.c ;

ns : non significatif

Les valeurs moyennes de la masse corporelle des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1 n’ont
pas été statistiquement significative (p > 0,05) du jour 0 au jour 14.
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3.2.1.3. Effet de I’Asthpadose sur les paramétres hématologiques

Les parametres hématologiques étudiés sont les nombres de globules blancs (GB), de
globules rouges (GR) et des plaquettes sanguines (PLT).

Les résultats de I’action de I’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) sur les parametres
hématologiques indiquent une augmentation de la valeur moyenne des globules blancs
(leucocytes) chez les rats des lots testés par rapport au lot témoin (lot 1 traité avec de I’cau distillée)
(10,57 + 0,90 x10° cellules/uL). Cette augmentation s’observe avec une différence non
significative (p > 0,05). Le lot 2 et le lot 3 (lots traités respectivement avec 2000 mg/kg et 5000
mg/kg de p.c) ont eu un nombre moyen respectif de leucocytes de 12,00 + 0,58 x10° cellules/pL
et 12,33 + 0,33 x102 cellules/uL (Tableau V).

Pour les globules rouges des rats des lots 2 et 3 (traités avec 2000 mg/kg et 5000 mg/kg de
p.c de ’EAA), les résultats montrent que leurs valeurs moyennes ont été respectivement de 7,93 +
0,32 x10° cellules/pL et 8,27 + 0,43 x10° cellules/pL. Quant au lot témoin (lot 1 traité avec de
’eau distillée), la valeur moyenne du nombre des globules rouges était de 7,71 + 0,24 x103
cellules/uL (Tableau IV). Cette différence des valeurs chez les lots testés par rapport a celle du lot
témoin était non significative (p > 0,05).

Il a été constaté une augmentation des valeurs des plaquettes sanguines des rats des lots 2 et
3 testés avec I’EAA par rapport a ceux des rats du lot témoin (lot 1). Les moyennes du nombre des
plaquettes sanguines ont été les suivantes : 894,3 + 48,50 x10° cellules/uL pour le lot 1, 1030 +
35,12 x108 cellules/pL pour le lot 2 et 1213 + 31,52 x10° cellules/uL pour le lot 3. Toutefois, cette
augmentation entre la valeur du lot 2 et celle du lot témoin a été non significative (p > 0,05), mais
tres significative (p < 0,01) entre la valeur du lot 3 et celle du lot témoin. Ces résultats sont

représentés par le Tableau IV.
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Tableau IV : Effet de I’extrait aqueux de 1'Asthpadose sur les paramétres hémathologiues

chez les rats apres 14 jours.

Parametres hématologiques

Lots Globules blancs (GB) Globules rouges (GR) | Plaguettes sanguines (PLT)
(x 10° cellules/pL) (x 10° cellules/pL) (x 10° cellules/pL)
L1(ED1
mL/100 g p.c) 10,57 £0,90 7,71 +£0,24 894,3 + 48,50
L2 (EAA 2000 | 12,00+0,584 " 7,93+0,32™ 1030 + 35,12 "™
mg/kg p.c)
L3 (EAA 5000 12,33+0,33™ 8,27 +0,43" 1213 £ 31,52 **
mg/kg p.c)

ED : eau distillée
EAA : extrait aqueux d’Asthpadose
L1 : lot témoin traite avec ’EDa la dose 1 mL/100 g p.c ;

L2 : lot traité avec ’EAA a la dose 2000 mg/kg p.c ;
L3 : lot traité avec ’EAA a la dose 5000 mg/kg p.c ;

ns : non significatif

** : tres significatif (p <0,01)
La variation des valeurs moyennes des globules blancs des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du
lot 1 ont a statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des globules rouges des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du
lot 1 ont a statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation de la valeur moyenne des plaquettes sanguines des animaux du lot traité (L2) comparees a celle du lot 1
a été statistiqguement non significative (p > 0,05). Par ailleur, la valeur moyennedes plaquettes sanguines des
animaux du lot traité (L3) a été statistiquement trés significativecelle du lot non traité (lot 1) (p <0,01)
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3.2.1.4. Effet de I’Asthpadose sur les paramétres biochimiques

L’administration par voie orale, des doses uniques de 2000 mg/kg et 5000 mg/kg de p.c
d’extrait aqueux d’Asthpadose aux rats males et femelles a modifié les valeurs de certains
parametres biochimiques. Ces parameétres biochimiques sont : 1’urée, la créatinine, I’ASAT,
I’ALAT, les triglycérides et les cholestéroles totaux.
3.2.1.4.1. Effet de I’Asthpadose sur les paramétres hépatiques

Le résultat des parametres biochimiques a montré une diminution non significative (p > 0,05)
des moyennes des valeurs des transaminases (ASAT et ALAT) chez les rats des lots traités a
I’ Asthpadose (lot 2 et lot 3) par rapport a celle des rats du lot témoin (lot 1).

En effet, les valeurs moyennes des ASAT chez les lots traités étaient respectivement
de 393,2 = 8,1 UI/L pour les rats du lot 2 (lot traité avec 2000 mg/kg de p.c) et 383,2 + 15,9 UI/L
pour les rats du lot 3 (lot traité avec 5000 mg/kg de p.c) contre 395,3 £ 7,217 UI/L pour le lot
témoin. Toutefois, les valeurs moyennes des ASAT des lots 2 et 3 étaient statistiquement non
significatives a celle du lot 1 (p > 0,05) (Tableau V).

Aussi, les résultats de I’effet de ’EAA sur les valeurs moyennes des ALAT ont été de 93,20
+ 8,089 UI/L pour le lot 2 et 93,1 + 8 UI/L pour le lot 3, tandis qu’elle a été de 93,8 £ 17,7 UI/L
pour le lot témoin (Tableau V). Cependant, la variation des valeurs moyennes des ALAT entre les
lots traités (lot 2 et lot 3) et le lot témoin (lot 1) était non significative (p > 0,05).
3.2.1.4.2. Effet de I’ Asthpadose sur les paramétres lipidiques

Pour les valeurs moyennes des composés lipidiques, les résultats ont montré une variation
non significative des teneurs moyennes en triglycérides chez les rats des lots traités (lot 2 traité
avec 2000 mg/kg de p.c et lot 3 traité avec 5000 mg/kg de p.c) comparativement au lot témoin non
traité. Les rats de ces différents lots (lot 1, 2 et 3) ont enrégistré respectivement des teneurs
moyennes en triglycérides de 1,4 + 0,1 g/L, 1,5 £ 0,3 g/L et 1,3 + 0 g/L. Acune différence
significative n’a été observée avec p > 0,05 (Tableau V).

Aussi, les résultats ont montré que la variation des valeurs moyennes en cholestérols totaux
chez les rats des lots traités (0,9 + 0,1 g/L pour le lot 2 et 0,7 + 0,1 g/L pour le lot 3) a été non
significative par rapport a celle du témoin (lot 1 : 0,7 £ 0,1 g/L). Ce résultat est présenté par le
Tableau V.
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3.2.1.3.3. Effet de I’Asthpadose sur les paramétres rénaux

Les résultats de I’effet de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose (EAA) sur les paramétres rénaux,
ont montré une augmentation de la valeur moyenne de 1’urée chez les rats du lot 2 traité avec 2000
mg/kg de p.c (0,09 = 0 mg/dL) par rapport a celle des rats du lot témoin (lot 1 traité avec 1’eau
distillée) (0,08 + 0 mg/dL), tandis que celle des rats du lot 3 traité avec 5000 mg/kg de p.c (0,07
+ 0,03 mg/dL) a subi une légére diminution par rapport a celle du lot 1 (Tableau V). Cependant,
cette variation a été non significative (p > 0,05).

Quant aux valeurs moyennes des taux de créatinine chez des rats des lots 2 et 3, elles ont
subi une augmention avec des valeurs respectives de 3,6 + 0,1 mg/dL et 3,8 £ 0,5 mg/dL par
rapport a celle du lot 1 (3,1 + 0,2 mg/dL). Cependant, la différence des valeurs moyennes des taux
de créatinine entre les rats des lots testés (lot 2 et lot 3) et celle des rats du lot témoin (lot 1) reste

non significative (p > 0,05) (Tableau V).
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Tableau V : Effet de ’extrait aqueux de 1'Asthpadose sur les paramétres biochimiques

chez les rats apreés 14 jours.

Parameétres biochiques
Lots Transaminases | Transaminases | Triglycérides | Cholestérols | Urée Creatinine
ASAT (UI/L) | ALAT (UI/L) | (g/L) totaux (g/L) | (mg/dL) | (mg/dL)
L1(ED1
mL/100 g 395,3+7,217 |93,8+17,7 1,4+0,1 0,7£0,1 008+0 |3,1+0,2
p.c)
L2 3932+81™ [9320+% 15+0,3™ 09+0,1™ [0,09% 36+0,1™
(EAA 2000 8,089 ™ ns
mg/kg p.c) 0
L3
(EAA5000 |3832+159™ [93,1+8™ 1,3+x0™ 0,7+0,1™ [0,07% 38+05™

ED : eau distillée
EAA : extrait aqueux d’Asthpadose
L1 : lot témoin traite avec I’EDa la dose 1 mL/100 g p.c ;

L2 : lot traité avec ’EAA a la dose 2000 mg/kg p.c ;
L3 : lot traité avec ’EAA a la dose 5000 mg/kg p.c ;
ns : non significatif

La variation des valeurs moyennes des ASATSs des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1 a
été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des ALATS des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celledu lot 1 a
été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes destriglycérides des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1
a été statistiqguement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des cholestérols totaux des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle
du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes de 1’urée des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1 a été
statistiguement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes de la créatinine des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1
a été statistiguement non significative (p > 0,05).
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3.2.2. Résultat de la toxicité subaigué

3.2.2.1. Effet de I’Asthpadose sur le comportement et la mortalité des rats
Les résultats de la toxicité subaigué de 1’extrait aqueux d’ Asthpadose (EAA) ont montré que

durant toute la période d’expérimentation (28 jours), aucun changement de comportement
(somnolence, immobilité, manque d’appétit, pelage, consistance des selles, couleur des yeux) n’a
aussi été observé chez les rats suite & I’administration par voie orale des différentes doses (200
mg/kg, 400 mg/kg et 800 mg/kg de p.c) de D’extrait. Aussi, au bout de ces 28 jours
d’expérimentation, aucune mortalité ni morbidité n’a été enregistrée dans les différents lots.
3.2.2.2. Variation de la masse corporelle des rats

Les résultats de la variation de la masse corporelle de ces animaux ont montré une croissance de
la masse des rats du lot témoin (lot 1 traité avec 1 mL/100 g de p.c d’eau distillée) de 86,33 + 9,503 g
a127,3+£8,671 g. De méme, il a également été remmarqué une augmentation de la masse des rats des
lots traités respectivement avec 200 mg/kg de p.c, 400 mg/kg de p.c et 800 mg/kg de p.c d’extrait
aqueux d’Asthpadose (lot 2, lot 3 et lot 4). Ces gains moyens ont été de 71,5 + 10,33 g a 101 + 14,89
g pour le lot 2, de 63,5 + 8,842 g 2 91,83 £ 9,610 g pour le lot 3 et de 59,2 + 10,74 ga 97,6 £ 12,58 g
pour le lot 4. Cependant, ces gains de poids corporel observés chez les rats des lots traités avec ’EAA
n’ont montré aucune différence significative (p > 0,05) par rapport a ceux des rats du lot témoin traités
avec I’eau distillée. La variation de ces poids est représentée par la Figure 17.
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Figure 17 : Effet de ’extrait aqueux de 1'Asthpadose sur la masse corporelle chez les rats
apres 28 jours

ED : eau distillée;

EAA : extrait aqueux d’Asthpadose;

LT : lot témoin traite avec I’ED a la dose 1 mL/100 g p.c;
L2 : lot traité avec I’EAA a la dose 200 mg/kg p.c ;

L3 : lot traité avec I’EAA a la dose 400 mg/kg p.c ;

L4 : lot traité avec ’EAA a la dose 800 mg/kg p.c ;

Les valeurs moyennes de la masse corporelle des animaux des lots traités (L2, L3 et L4) comparées a celle du lot 1
ont été statistiquement non significative (p > 0,05).
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3.2.2.3. Effet de ’asthpadose sur les parameétres hématologiques

Les parametres hématologiques évalués au cours de cette étude ont été : le nombre de
globules blancs (GB), le nombre de globules rouges (GR) et le nombre de plaquettes sanguines
(PLT).
3.2.2.3.1. Effet de I’Asthpadose sur la défense immunitaire

L’évolution du nombre de leucocytes ou globules blancs (Tableau VI) a indiqué une
augmentation des leucocytes chez les rats des lots testés (lot 2 traité avec 200 mg/kg de p.c, lot 3
traité avec 400 mg/kg de p.c et lot 4 traité avec 800 mg/kg de p.c) par rapport au lot témoin (lot 1
traité avec de I’eau distillée). Cette augmentation s’observe avec une différence non significative
(p >0,05) dans les différents lots de rats. Les valeurs moyennes du nombre des globules blancs ont
été de 13,8 + 0,9 x10° cellules/uL pour le lot 1, 14 + 0,4 x10° cellules/uL pour le lot 2, 13,8 0,7
x102 cellules/uL pour le lot 3 et 15,8 + 0,3 x102 cellules/uL pour le lot 4.
3.2.2.3.2. Effet de I’Asthpadose sur les cellules sanguines

Les valeurs moyennes du nombre de globules rouges chez les rats des lots traités avec
I’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) (lot 2 : traité avec 200 mg/kg de p.c, lot 3 : traité avec 400
mg/kget lot 4 : traité avec 800 mg/kg de p.c) étaient respectivement de 7,6 + 0,2 x10° cellules/pL,
7,8 +0,2 x10° cellules/uL et 7,7 + 0,2 x10° cellules/uL. Toutes ces valeurs moyennes des globules
rouges chez ces rats traités ont augmenté par rapport a celle du lot témoin non traité (lot 1 traité a
I’eau distillée) dont la valeur moyenne était de 7,4 + 0,1 x10° cellules/uL (Tableau V1). Cette
augmentation a été non significative chez ces rats (p > 0,05).

Le taux de plaquettes sanguines des rats des lots testés avec I’EAA a augmenté par rapport
a celui des rats du lot témoin non traité (Tableau VI). Les valeurs moyennes des plaquettes
sanguines chez ces rats ont été : 1198 + 41,7 x10° cellules/pL pour le lot 2, 1274 + 115,0 x10°
cellules/uL pour le lot 3 et 1291 + 116,1 x10° cellules/uL pour le lot 4 contre 1101 + 136,7 x10°
cellules/uL pour le lot ttmoin. Cependant, cette augmention du nombre de plaquettes sanguines
de ces rats traités reste non significative (p > 0,05) pour I’ensemble des lots traités par rapport a

ceux des témoins.
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Tableau VI : Effet de I’extrait aqueux de 1I'Asthpadose sur les parametres hematologiques

chez les rats aprés 28 jours

Parameétres hématologiques
Lots Globules blancs (GB) Globules rouges (GR) | Plaguettes sanguines (PLT)
(x 10° cellules/pL) (x 10° cellules/pL) (x 10° cellules/pL)
L1(ED 1
mL/100 g p.c) 13,80 +0,90 74+0,1 1101,3 +136,7
L2 (EAA 200
mg/kg p.c) 14,00+ 0,4 " 760+02"™ 1198 +41,7"™
L3 (EAA 400
mg/kg p.c) 13,80+0,7 "™ 7,80+0,43™ 1274 + 115,00 ™
L4 (EAA 800
mg/kg p.c) 15,80+ 0,3™ 770+02"™ 1291 + 116,10 ™

ED : eau distillée

EAA : extrait aqueux d’Asthpadose

L1 : lot t¢émoin traite avec ’EDa la dose 1 mL/100 g p.c ;
L2 : lot traité avec ’EAA a la dose 200 mg/kg p.c ;

L3 : lot traité avec ’EAA a la dose 400 mg/kg p.c ;

L4 : lot traité avec ’EAA a la dose 800 mg/kg p.c ;

ns : non significatif

La variation des valeurs moyennes du nombre de globules blancs des animaux des lots traités (L2, L3 et L4)
comparées a celle du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes du nombre de globules rouges des animaux des lots traités (L2, L3 et L4)
comparées a celle du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes du nombre de plaquettes sanguines des animaux des lots traités (L2, L3 et L4)
comparées a celle du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).
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3.2.2.4. Effet de ’asthpadose sur les paramétres biochimiques

L’administration unique d’extrait d’Asthpadose aux rats males et femelles par voie orale, a
modifié les valeurs de certains parameétres biochimiques. Ces parametres biochimiques sont I’urée,
la créatinine, I’ASAT, I’ALAT, les cholestérols totaux et les triglycérides.
3.2.2.4.1. Effet de I’Asthpadose sur les parameétres hépatiques

Le résultat de I’effet de ’extrait d’Asthpadose sur les paramétres hépatiques montre une
diminution non significative des moyennes des valeurs des transaminases (ASAT) chez les rats
des lots traités a I’estrait aqueux de 1’ Asthpadose (EAA), par rapport a celle du lot témoin traité
avec de I’eau distillée. La valeur moyenne pour le lot 2 (traité avec 200 mg/kg de p.c) était de
107,6 = 7,7 UI/L. Pour le lot 3 (traité avec 400 mg/kg de p.c), elle était de 113,8 + 6,9 UI/L et
104,9 £ 6,6 UI/L pour le lot 4 (traité avec 800 mg/kg de p.c). Celle des rats du lot témoin (lot 1) a
été de 106,9 + 8,1 UI/L (Tableau VII).

Quant aux valeurs moyennes des transaminases (ALAT), elles ont aussi subi une diminution
non significative (p > 0,05) de celles-ci chez les rats des lots traités a ’EAA par rapport a celle des
rats du lot 1(lot témoin non traité) avec une valeur de 53,3 £ 5,5 UI/L. Ces valeurs chez les lots
traités avec ’EAA étaient les suivantes : lot 2 (41,5 £ 1,8 UI/L), lot 3 (41,4 £ 2,5 UI/L) et lot 4
(42,9 £ 5,9 UI/L) (Tableau VII).
3.2.2.4.2. Effet de ’Asthpadose sur les paramétres lipidiques

Les résultats de I’effet de 1’ Asthpadose sur les parametres lipidiques (paramétres cardiaques)
ont présenté une variation non significative des valeurs moyennes des triglycérides chez les rats
des lots traités avec I’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) par rapport au lot témoin traité avec de
I’eau distillée (p > 0,05). Les valeurs obtenues ont été de 1,03 £+ 0 g/L pour le lot témoin (lot 1),
1,41 £ 0,2 g/L pour le lot 2 (lot traité avec 200 mg/kg de p.c.), 1,2 £ 0 g/L pour le lot 3 (lot traité
avec 400 mg/kg de p.c.) et 1,08 £ 0,1 g/L pour le lot 4 (lot traité avec 800 mg/kg de p.c.) (Tableau
V).

Les résultats ont aussi montré une variation non significative des valeurs moyennes des
cholestérols totaux (p > 0,05) : en effet, on observe une diminution des valeurs moyennes du
cholestérol du lot témoin non traité (lot 1) jusqu’au lot 4 (lot ayant recu la plus forte
concentration de ’EAA, soit 800 mg/kg de p.c). Ces résultats sont présentes par le Tableau VII.
Les valeurs moyennes des cholestérols totaux sont les suivantes : 2,6 £ 0,5 g/L pour le lot témoin
(lot 1), 2 £ 0,2 g/L pour le lot 2. Enfin, les valeurs moyennes du cholestérol total ont été 1,7 £ 0,2
g/L pour le lot 3 et 1,6 + 0,2 g/L pour le lot 4.
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3.2.2.4.3. Effet de I’Asthpadose sur les paramétres rénaux

Les résultats de ’effet de 1’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) sur les parametres rénaux,
ont montré une diminution de la valeur moyenne de 1’urée chez les rats du lot 2 traité avec 200
mg/kg de p.c (0,09 £ 0 mg/dL) par rapport a celle des rats du lot témoin (lot 1) non traité (0,08 +
0 mg/dL), tandis que celles des rats du lot 3 traité avec 400 mg/kg de p.c (0,07 £ 0) et du lot 4
traité avec 800 mg/kg de p.c (0,1 £ 0 mg/dL) ont subi une augmentation non significative par
rapport a celle des rats du lot témoin (lot 1) non traité (p > 0,05) (Tableau VII).

Quant aux résultats de I’effet de ’EAA sur les taux de créatinine, les valeurs moyennes chez
les rats du lot 3 et du lot 4 ont augmenté par rapport a celle des témoins. Ces valeurs ont été
respectivement de 3 = 0,4 mg/dL pour le lot 3 et de 3,9 £0,1 mg/dL pour le lot 4 contre 2,7 £ 0,2
mg/dL pour le lot 1 (lot témoin non traité). Par ailleurs, celle du lot 2 avec une valeur moyene de
2,5 £ 0,4 mg/dL a diminué par rapport a celle du lot témoin (lot 1) (Tableau VII). Toutefois, la
différence des valeurs des taux de créatinine et de I’urée chez les rats des lots traités a ’'EAA, reste

non significative (p > 0,05) par rapport a celles des rats du lot non traité (lot 1).

84



Résultats et discussion

Tableau V11 : Effet de I’extrait aqueux de 1'Asthpadose sur les paramétres biochimiques

chez les rats apreés 28 jours.

Parametres biochiques

Lots Transaminases | Transaminases | Triglycérides | Cholestérols | Urée Créatinine
ASAT (UI/L) | ALAT (UI/L) | (g/L) totaux (g/L) | (mg/dL) (mg/dL)

L1(ED1
mL/100 g 106,9+8,1 53,355 1,03+0,0 2,6+0,5 0,08£00 |2,7+0,2
p.c)
L2 (EAA
200 mg/kg 1076+7,7™ |[415+18"™ 1,41+02™ |20+£02™ |007+0"™ |25+04™
p.c)
L3 (EAA
400 mg/kg 1138+69™ [414+25™ 1,2+00"™ 1,7+02™ |0,07+0™ |3+£04"™
p.c)
L4 (EAA
800 mg/kg 1049+66"™ |429+59"™ 1,08+0,1™ |16+02™ |0,1+0™ |39+0,1™
p.c)

ED : eau distillée
EAA : extrait aqueux d’Asthpadose
L1 : lot témoin traite avec ’EDa la dose 1 mL/100 g p.c ;
L2 : lot traité avec ’EAA a la dose 200 mg/kg p.c ;
L3 : lot traité avec ’EAA a la dose 400 mg/kg p.c ;
L4 : lot traité avec I’EAA a la dose 800 mg/kg p.c ;
ns : non significatif

La variation des valeurs moyennes des ASATS sanguines des animaux des lots traités (L2, L3 et L4) comparées a
celle du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des ALATS des animaux des lots traités (L2, L3 et L4) comparées a celle du lot 1
a été statistiqguement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des triglycérides des animaux des lots traités (L2, L3 et L4) comparées a celle du

lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes des cholestérols totaux sanguinsdes animaux des lots traités (L2, L3 et L4)
comparées a celle du lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes de 1’urée des animaux des lots traités (L2, L3 et L4) comparées a celle du lot 1 a
été statistiguement non significative (p > 0,05).

La variation des valeurs moyennes de la créatinine des animaux des lots traités (L2 et L3) comparées a celle du lot 1
a été statistiguement non significative (p > 0,05).
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3.2.3. Discussion partielle

Au cours de 1’étude de toxicité aigué et subaigué, 1’absence de mortalité et de changement
de comportement (somnolence, immobilité, manque d’appétit, pelage, couleur des yeux et
consistance des selles) observée aprés administration unique des doses 2000 mg/kg et 5000 mg/kg
de p.c par voie orale, montre que la DL50 de I’extrait de 1’ Asthpadose serait supérieure a 5000
mg/kg de p.c. Ces résultats montreraient aussi le non toxicité de 1’ Asthpadose par voie orale. En
effet, la ligne directrice 425 de I’OCDE, qualifie tout produit dont la DL50 est supérieure a 5000
mg/kg de p.c de produit non toxique et le classe dans la catégorie 5 (OCDE, 2008). Cette étude
corrobore celle menée par Gbogbo et al. (2022), en classant les tiges de Massularia acuminata
(Rubiaceae) non toxiques aprés avoir administré 1I’extrait éthanolique des tiges de cette plante aux
rats wistar a la dose de 5000 mg/kg de p.c. Au cours de cette étude, ces auteurs n’ont observé
aucun signe clinique et aucune mort chez les rats apres 14 jours d’observation. Le gain
hebdomadaire de poids corporel obtenu chez les rats traités a 1’ Asthpadose, semblable a celui du
groupe des rats témoins (traité a I’ecau distillée) montre que 1’extrait aqueux de 1’Asthpadose
n’aurait pas d’effets néfastes ni sur le poids des animaux traités, ni sur leurs organes. En effet, des
auteurs ont montré que le changement de comportement général et de poids corporel sont des
indicateurs critiques de la toxicité liée aux drogues et aux produits chimiques (Ezeja et al., 2015).
Aussi, Michael et al. (2007) le confirment lorsqu’ils considérent le poids corporel comme un
indicateur sensible de la toxicite.

Au cours de ces 28 jours d’expérimentation, une augmentation non significative des globules
blancs a été observée chez les rats des lots traités par rapport au lot témoin. En effet, les globules
blancs sont des cellules produites par la moelle osseuse ayant pour fonction de lutter contre les
attaques microbiennes. Son élévation chez les rats traités indiquerait un renforcement du systéeme
immunitaire (Hariri et al., 2011; Kplé, 2020). L’extrait aqueux de 1’ Asthpadose pourrait donc avoir
un effet sur les globules blancs (Guyton & Halle 2006 ; Kplé, 2020). Cet extrait renfermerait donc
des substances bioactives pouvant avoir un pouvoir d’amplificateur de la réponse immunitaire par
I’augmentation du taux de globules blancs. Selon Feldman et al. (1999), cette stimulation du
systeme immunitaire serait liée aux tanins contenus dans I’extrait de 1’Asthpadose. Quant a
1’elévation des globules rouges constatée, il indiquerait un potentiel pouvoir de 1’ Asthpadose dans
la lutte contre I’anémie. Karamoko et al. (2020) confirme le réle des globules rouges dans la lutte
contre I’anémie. Concernant les plaquettes sanguines, leur élévation montrerait le role de

I’ Asthpadose dans la coagulation sanguine.
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Dans cette étude de toxicité subaigué, I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose aux doses 200 mg,
400 mg et 800 mg/kg de p.c ne perturbe pas la fonction enzymatique (ALAT et ASAT) des rats
traités. Ce résultat s’expliquerait par le r6le hépato-protecteur des polyphénols et de leurs dérives
présents dans 1’ Asthpadose. Ce résultat pourrait également s’expliquer par I’activité antioxydante
que possede 1’ Asthpadose. Cette étude est en harmonie avec celle menée par Kplé (2020) qui a
évalué la toxicité des extraits (DZHm et EZHm) sur des rats. La diminution des enzymes (ALAT
et ASAT) serait due a une probable activité hépato protectrice de I’extrait (Ozturk et al., 2009).
Aussi, selon Pagana & Pagana (2002), I’¢lévation des ALAT et des ASAT pourrait étre
généralement liée a des dommages ou des maladies affectant le foie conduisant a la libération de
ces enzymes hépatocellulaires dans la circulation sanguine. Ce qui indique que le foie n’a pas été
endommagé par I’extrait d’Asthpadose pour libérer ces enzymes dans le sang en quantité
significative dans cette étude (Odutola, 2000).

Quant aux parametres lipidiques, leurs concentrations sériques n’ont pas varié
significativement chez les rats en présence de I’extrait aqueux d’Asthpadose aprés administration
pendant les 28 jours des doses quotidiennes de 200 mg, 400 mg et 800 mg/kg de p.c. En effet, le
cholestérol total et les triglycérides sont des marqueurs de la fonction cardiaque et du foie selon
Coulibaly et al. (2010). L’absence de modification de leur valeur prouverait donc que 1’ Asthpadose
n’affecte pas ces organes. Ce résultat monterait aussi une absence de risque de I'athérosclérose, du
diabéte et de I'hypertension qui serait liée a la prise de 1’ Asthpadose. En effet, des travaux ont
effectivement montré qu’une élévation significative du cholestérol total chez les souris traitées
aux doses de substances actives pouvait induire une hyperlipidémie et exposer au risque de
I'athérosclérose, du diabéte et de I'nypertension (Moriyama et al., 2003).

La concentration d’urée et de la créatinine (marqueurs de la fonction rénale) est tres
importante et constitue un indicateur de la fonction rénale (Gnanamani et al., 2008 ; Mukinda et
al., 2010 ; Bohui, 2020). Dans cette étude, aprés des prises quotidiennes d’extrait aqueux
d’Asthpadose aux doses 200 mg/kg, 400 mg/kg et 800 mg/kg de p.c, du Jour O au Jour 28, les
valeurs moyennes des parameétres rénaux n’indiquent pas de différence significative entre les lots
traités et le lot témoin. Cette variation non significative des valeurs biochimiques entre les groupes
des rats traités et le groupe des rats témoins signifierait que 1’ Asthpadose n’affecterait pas ni les

reins, ni le foie, ni le coeur. Cela est en harmonie avec 1’étude menée par Ouédraogo (2015).
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3.2.4. Conclusion partielle

Les tests de toxicité réalisés au cours de cette étude ont permis de déterminer le niveau de
toxicité de 1’ Asthpadose. En effet, aucun signe de toxicité n’a été observé chez les rats testés
jusqu’a 5000 mg/kg de p.c de prise unique d’extrait aqueux d’Asthpadose. Aussi, aucun
changement significatif n’a été observé sur les paramétres hématologiques et biochimiques chez
les rats testes aux doses quotidiennes de 200 mg/kg, 400 mg/kg et 800 mg/kg de p.c comparés aux

rats du témoin non traité apes 28 jours.
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3.3 : Action de P’extrait aqueux d’Asthpadose sur I’'inflammation et sur la toux

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires (Caramori & Papi,
2004 ; Nadeem et al., 2008). Un asthmatique en crise présente des difficultés a inspirer et a expirer
I'air contenu dans ses poumons. Il produit aussi une toux qui entraine le rétrécissement des
bronches (Karila et al., 2001). L’utilisation des produits naturels a base de plantes médicinales est
alors un recours courant dans la santé humaine, puisque ces plantes regroupent des composes pour
la prévention et le traitement de plusieurs maladies aigués ou chroniques. Cette étude a donc
consisté a mettre en évidence 1’activité antiasthmatique de 1’ Asthpadose en évaluant les activités
anti-inflammatoire et antitussive de ce phytomédicament. Ainsi, 1’évaluation de I’activité anti-
inflammatoire de ’EAA a été effectuée en suivant 1’évolution des cedémes induits par la
carragénine. Quant a ’activité antitussive, elle a été vérifiée par la réduction de la fréquence de
toux provoquée par I’ammoniaque liquide.
3.3.1. Résultat de I’Asthpadose sur l'inflammation
3.3.1.1. Mesure des diametres des eedémes induits par la carragénine

Les résultats de 1’effet de 1’extrait aqueux de 1’ Asthpadose (EAA) sur les cedémes des pattes
traitées a la carragénine chez les rats sont consignés dans le Tableau V11I. Ces résultats ont montré
une augmentation du diamétre de la patte (cedémes) en fonction du temps chez les animaux du lot
témoin (lot 1 non traité), ainsi que chez tous les animaux traités (au dichlofénac de sodium et a
I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose). Au cours de cette étude, aucun effet secondaire ni de mortalité
n’a été observé chez les rats ayant recu la carragénine par injection.

Le diametre de la patte des animaux du lot 1 (Lot témoin) et du Lot 2 (traité avec 1 mi/100
g d’eau distillée) a augmenté graduellement de 0,196 + 0,001 cm pour le lot 1 et de 0,190 + 0,003
cm pour le lot 2 depuis la 1°® heure pour atteindre un diamétre maximum a la 5¢ heure avec un
diamétre d’augmentation de 0,302 £ 0,030 cm pour le lot 1 et de 0,251 + 0,031 cm pour le lot 2.
Tandis que le diametre des pattes chez les rats traités au dichlofénac de sodium a augmenté pour
atteindre un diamétre maximum d’augmentation de 0,188 + 0,030 cm a la 1 heure. Ce diamétre
baisse a partir de la 2° heure jusqu’a la 5° heure pour atteindre une moyenne de 0,137 + 0,070 cm.

Cependant, chez les rats du lot 4, lot ayant recu 250 mg/kg de p.c de ’EAA, I’cedéme a atteint
son diamétre maximal & la 1% heure avec une augmentation du diamétre de plus de 0,17 + 0,02
cm. Ce diamétre baisse a partir de la 2° heure, passant ainsi a 0,164 + 0,014 cm pour atteindre des
diamétres constants d’cedéme a partir de la 4° heure jusqu’a la 5 heure. Ce diamétre constant a été
de 0,156 + 0,070 cm.
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Quant aux rats du lot 5, rats traités avec la dose de 500 mg/kg de p.c de I’extrait I’ Asthpadose,

’cedéme des pattes a atteind son augmentation maximale & la 1% heure (0,148 + 0,002 cm). Cet

cedéme a baissé graduellement & partir de la 2¢ heure pour atteindre 0,102 + 0,060 cm a la 5 heure.

Tableau VI11: Effet de ’extrait aqueux de I’ Asthpadose sur I’évolution de I’cedéme de la

patte induit par injection de la carragénine

Diameétre de la patte (cm)

Traitement 0 heure | 1 heure 2 heures 3 heures 4 heures 5 heures
Lotl 0 0,196 + 0,242 + 0,248 + 0,276 + 0,302 +
(Lot témoin) 0,001 0,010 0,058 0,029 0,030
Lot 2 0 0,190 = 0,237 = 0,249 = 0,251 = 0,251 +
(ED 1 mL/100 g) 0,003 0,042 0,047 0,028 0,0314
Lot 3 (DFS 25 0 0,188 + 0,130 + 0,130 + 0,147 + 0,137 +
mg/kg de p.c) 0,030 0,027 0,084 0,072 0,070
Lot 4 (EA 250 0 0,173 = 0,164 + 0,167 = 0,156 0,156 +
mg/kg de p.c) 0,02 0,014 0,058 0,070 0,023
Lot 5 (EA 500 0 0,148 + 0,121 + 0,118 + 0,110 + 0,102 +
mg/kg de p.c) 0,002 0,047 0,068 0,068 0,060

Lot 1 : lot témoin non traité ; lot 2 lot traité avec ’eau distillée ; lot 3 : lot traité avec du dichlofénac de sodium a la
dose 25 mg/kg p.c ; lot 4 lot traité avec I’extrait d’ Asthpadose a la dose 250 mg/kg p.c ; lot 5 lot traité avec I’extrait
d’ Asthpadose a la dose 500 mg/kg p.c ; ED : eau distillée ; DFS : dichlofénac de sodium ; EA : extrait d’ Asthpadose
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3.3.1.2. Pourcentage d’augmentation des cedémes

Les pourcentages d’augmentation des cedémes des pattes chez les rats sont représentés par
la Figure 18. En effet, jusqu’a la 5° heure, la plus petite valeur du taux d’augmentation (2,96 %) a
été obtenue chez les rats du lot 5 (lot traité avec la dose de 500 mg/kg de p.c de I’extrait aqueux
de I’Asthpadose). Le taux d’augmentation des cedémes des pattes chez les rats du lot 5 était
nettement inférieur a celui des oedémes des pattes chez les rats du lot 3 (lot traité avec 25 mg/kg
de p.c de dichlofénac de sodium) qui a enrégistré une valeur un peu plus élevée (4,24 %). Quant
au taux d’augmentation des cedémes des pattes des rats du lot 4 (traité avec la dose 250 mg/kg de
p.c de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose) avec une valeur de 7,24 %, il a été supérieur a celui du lot
3. Toutefois, ce taux d’augmentation de 1I’cedeme de la patte des rats du lot 4 a été inférieur a ceux
des rats du lot 2 (lot témoin traité avec 1 mL/100 g de I’eau distillée) et du lot 1 (lot témoin traité)
dont le taux d’augmentation des cedémes de la patte ont été les plus élevé (taux d’augmentation
respectifs des cedémes des pattes : 10,19 % et 10,25 %). Cependant, la différence des pourcentages
d’augmentation des cedémes des pattes entre les rats des lots 3, 4 et 5 était statistiguement non
significatif (p > 0,05), mais tres significatifs (p < 0,01) par rapport a ceux des lots 1 et 2. Quant a
la différence des pourcentages d’augmentation des cedémes entre les rats des lots 1 et 2, elle était

statistiquement non significatif (p > 0,05).
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Figure 18 : Pourcentage d’augmentation des cedémes de la patte induits par la carragénine

chez les rats

ED : eau distillée

DFS : dichlofénac de sodium ;

EAA : extrait aqueux d’ Asthpadose

Lot 1 : lot témoin non traité ;

Lot 2 : lot traité avec 1’eau distillée a la dose 1 mL/100 g p.c;
Lot 3 : lot traité avec le DFS a la dose 25 mg/kg p.c ;

Lot 4 : lot traité avec ’EAA a la dose 250 mg/kg p.c ;

Lot 5 : lot traité avec ’EAA a la dose 500 mg/kg p.c.
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3.3.1.3. Pourcentage d’inhibition des cedémes par I’extrait aqueux d’Asthpadose

Les résultats des pourcentages d’inhibition des cedémes des pattes chez les rats sont présentés
par la Figure 19. Ces résultats ont révélé que depuis la 1°® heure jusqu’a la 5° heure, ’extrait
aqueux d’Asthpadose (EAA) a donné le plus fort pourcentage d’inhibition des cedémes de la patte
induits par la carragénine chez les rats du lot 5 traités avec une dose de 500 mg/kg de p.c. Ce
pourcentage d’inhibition des cedémes des pattes des rats de ce lot 5 variait de 34,29 % a 70,95 %.
Aussi, le pourcentage d’inhibition des cedémes des pattes des rats du lot 5 est suivi de celui des
rats du lot 3 (lot traité avec 25 mg/kg de p.c du dichlofénac de sodium) avec des valeurs comprises
entre 12,24 % et 58,39 % depuis la 1°® heure jusqu’a la 5¢ heure. Cette valeur de I’inhibition des
cedémes des pattes des rats du lot 3 a été supérieure a celle des rats du lot 4 (lot traité avec 250
mg/kg de p.c de I’extrait aqueux d’ Asthpadose) qui a présenté des taux d’inhibition allant de 24,32
% & 55,64 % depuis la 1% heure jusqu’a la 5° heure. Quant aux rats du lot 2 (lot témoin) traités
avec 1 mL/100 g de I’eau distillée, les pourcentages d’inhibition de I’cedéme de leur patte ont été
le moins importants et étaient compris entre 17,22 % et 28,95 %.

La différence entre le pourcentage d’inhibition des oedémes des lots 3, 4 et 5 a été
statistiguement non significative entre ces lots (p > 0,05). Comparés a celui du lot 2 la différence
des pourcentages d’inhibition des oedémes de ces lots 3, 4 et 5 a été statistiquement tres
significative (p < 0,01). Cette différence non significative entre les doses de ’EAA et le
dichlofénac de sodium montre que I’EAA mime I’activité du dichlofénac de sodium. Cependant,
I’extrait aqueux d’Asthpadose a la dose de 500 mg/kg de p.c, avec des pourcentages d’inhibition
compris entre 34,29 % a 70,95 %, reste plus efficace que le dichlofénac de sodium avec des
pourcentages d’inhibition qui varient entre 12,24 % a 58,39 % a la dose de 25mg / kg de p.c.
Toutefois, les pourcentages d’inhibition de ’EAA qui croient aux doses de 250 mg/kg et 500
mg/kg de p.c montre que I’activité anti-inflammatoire de cet extrait varie en fonction de la dose et

en fonction du temps. Cette activité est donc dose dependante.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition des cedémes de la patte induits par la carragénine

chez les rats

ED : eau distillée ;

DFS : dichlofénac de sodium ;

EAA : extrait aqueux d’ Asthpadose

Lot 1 : lot témoin non traité

Lot 2 : lot traité avec 1’eau distillée & la dose 1 mL/100 g p.c;
Lot 3 : lot traité avec le DFS a la dose 25 mg/kg p.c ;

Lot 4 : lot traité avec ’'EAA a la dose 250 mg/kg p.c ;

Lot 5 : lot traité avec ’EAA a la dose 500 mg/kg p.c ;
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3.3.2. Résultat de I’action de I’Asthpadose sur la toux
3.3.2.1. Influence de I’extrait aqueux d’Asthpadose sur la fréquence de toux

L'étude in vivo de l'effet de I’extrait aqueux de 1’ Asthpadose (EAA) sur la toux a donné les
résultats illustrés par la Figures 20.

Le lot 1 non traité a indiqué une fréquence de toux plus élevée de 19,40 + 0,93 %. Quant au
lot 2 (lot traité avec de 1 mL/100 g I’cau distillée), la fréquence de toux a été de 17,20 + 0,86 %;
tandis que pour le lot 3 qui a recu 20 mg/kg de p.c de la molécule de référence antitussive
(dextromethorphane), la fréquence de toux a été de 8,0 + 0,71 %. Enfin, les fréquences de toux des
animaux des lots 4 et 5 ayant recu les doses respectives de 250 mg/kg et 500 mg/kg de p.c de
I’EAA, ont été de 10,0 + 1,41 % pour le lot 4 et de 5,0 £ 0,71 % pour le lot 5.

Les fréquences de toux des lots 1 et 2 ont été statistiguement identiques entre elles (p > 0,05).
Par ailleurs, les fréquences de toux des lots 3, 4 et 5 ont aussi €té statistiguement identiques entre elles
(p > 0,05). Cependant, les fréquences de toux des lots 3, 4 et 5 ont été significativement inférieures a
celles du témoin (lot 1) et du lot 2 (p < 0,05). Toutefois, la valeur de la fréquence de toux de 'EAA, a

500 mg/kg de p.c, reste inféreure a celle du dextromethorphane (une molécule de référence antitussive).
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Figure 20 : Fréquence de la toux induite par I'ammoniaque chez les rats

ED : eau distillée;
EAA : extrait aqueux d’Asthpadose ;
DMT : dextrométrophane

L1:

L2

L3:

L4

L5:

**

ns:

lot témoins non traiteé;

: lot traité avec I’ED a la dose 1 mL/100 g p.c;
lot traité avec le DMT a la dose 20 mg/kg p.c ;
. lot traité avec I’EAA a la dose 250 mg/kg p.c ;
lot traité avec ’EAA a la dose 500 mg/kg p.c ;
: trés significatif (p <0,01)

non significatif (p> 0,05)

La variation des valeurs de la fréquence de toux observées chez les animaux du lot traité (L2) comparée a celle du
lot 1 a été statistiquement non significative (p > 0,05). Par ailleur, les variations valeurs moyennes de la fréquence
de toux des animaux des lots traités (L3, L4 et L5) enrégistrées ont été statistiquement tres significatives par rapport
celle du lot non traité (lot 1) (p <0,01)
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3.3.2.2. Pourcentage d’inhibition de la toux

L’évolution de I’activité antitussive de ’EAA est représentée par la Figure 21. Le
pourcentage d’inhibition de toux obtenu avec les animaux du lot 2 auxquels a été administré 1
mL/100 g de I’eau distillée a été de 11,34 %, tandis que celui du lot 3, ayant recu 20 mg/kg de p.c
de dextromethorphane a été de 58,76 %. Quant a celui du lot 4 (lot traité avec une dose de 250
mg/kg de p.c de ’EAA), il a été de 48,45 %. Enfin, pour le lot 5, lot ayant recu la dose 500 mg/kg
de p.c de ’EAA, le pourcentage d’inhibition de la toux a été de 74,22 %. Les différences entre les
pourcentages d’inhibition de la toux ont été statistiquement non significatifs (p > 0,05) entre le lot
3, le lot 4 et le lot 5. Toutefois, la différence entre le pourcentage d’inhibition de la toux entre le
lot 1 et le lot 2 a été non significatif (p > 0,05). Cependant, en comparant les pourcentages
d’inhibition de la toux du lot 3, du lot 4 et du lot 5 a ceux du lot témoin (lot 1) et du lot 2, la
différence des pourcentages d’inhibition a été statistiquement tres significative (p < 0,01). De
maniére générale, ’EAA a la dose 500 mg/kg de p.c reste le plus efficace avec un pourcentage
d’inhibition le plus élevé. Cette dose de ’EAA est suivie de celui du dextromethorphane (une
molécule de référence antitussive) a 20 mg/kg de p.c, puis de celui de ’EAA a la dose 250 mg/kg

de p.c pour terminer par celui de I’eau distillée.
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Figure 21 : Pourcentage d'inhibition de la toux induite par I'ammoniaque chez les rats

ED : eau distillée;

EAA : extrait aqueux d’Asthpadose ;

DMT : dextrométrophane

L1 : lot ttmoins non traité;

L2 : lot traité avec I’ED a la dose 1 mL/100 g p.c;

L3 : lot traité avec le DMT a la dose 20 mg/kg p.c ;

L4 : lot traité avec I’EAA a la dose 250 mg/kg p.c ;

L5 : lot traité avec ’EAA a la dose 500 mg/kg p.c;

ns : non significatif (p> 0,05) ;

*% : trés significatif (p <0,01) ;

La valeur de I’inhibition de la toux des animaux du lot (L2) comparées a celle du lot 1 a été statistiquement non significative
(p > 0,05). Par ailleur, les valeurs moyennes du pourcentage d’inhibition de la toux des animaux des lots L3, L4 et L5 ont
été statistiqguement trés significatives par rapport celle du lot témoin (lot 1) (p <0,01).
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3.3.3. Discussion partielle

La diminution de I’cedéme des pattes des rats en présence de I’extrait aqueux d’Asthpadose
pourrait s’expliquer selon Ghedira (2005), par I’action des tannins, des flavonoides et des
leucoanthocyanes contenus dans I’extrait sur les terminaisons nerveuses nociceptives afférentes.
Cette action agirait par un éventuel blocage de ’excitation de ces terminaisons nerveuses.
L’activité¢ anti-inflammatoire serait liée a la présence des flavonoides et des tanins dans
I’ Asthpadose. Cette activité anti-inflammatoire des flavonoides a été montrée par plusieurs auteurs
(Baumann, 1980 ; Emeraux, 2019). Ainsi, I’extrait aqueux d’Asthpadose pourrait agir sur
I’inflammation par la réduction de la prostaglandine. Ce résultat se justifie par 1’étude menée par
Morimoto et al., (1988) qui ont montré que les flavonoides agissaient sur les prostaglandines, qui
sont impliqués dans la phase finale de I’inflammation aigue et de la douleur. Uguru et al. (2011)
et Hajjaj (2017) ont aussi montré 1’effet des flavonoides dans I’inhibition de la synthése des
prostaglandines ainsi que I’effet des tanins dans I’inhibition de 1’acide arachidonique produit au
cours de I’inflammation.

L’étude de I’activité antitussive de 1’Asthpadose a consisté a induire une toux seche en
exposant les rats a la vapeur d’une solution d’ammoniaque liquide (NH20H, 25 %) et a les traiter
avec différentes doses d’extrait aqueux d’Asthpadose (EAA) en comparaison avec le
dextromethorphane qui est un antitussif de référence. Au cours de cette étude, une diminution
significative du nombre de toux chez les animaux a été observée apres traitement au
dextrométhorphane ainsi qu’aux extraits aqueux d’Asthpadose. L’extrait aqueux d’Asthpadose
pourrait donc avoir une action sur le systeme nerveux central principalement au niveau du tronc
cérébral puisque selon des études menées par Cantekin et al. (1983) et Gavliakova et al. (2013),
le dextrométhorphane (molécule de référence dans le traitement de la toux) aurait une action sur
le systeme nerveux central. Cette action agirait au niveau du tronc cérébral. Ces mémes auteurs
affirment que le dextromethorphane stimule les récepteurs opioides mu et kappa par la
dépolarisation du nerf vague. Ainsi, cette dépolarisation se traduit par une augmentation du seuil
de la toux, entrainant la diminution de la fréquence de la toux. L’extrait aqueux de I’ Asthpadose a
donc démontré un potentiel pouvoir antitussif in vivo. Smith & Woodcock (2016) ont montré que
le dextromethorphane agit sur les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) du systeme nerveux
central. Nos travaux corroborent ceux de Jain et al. (2013) sur Caesalpinia bonducella chez des
souris. En effet, ces auteurs ont montré que les extraits de cette plante auraient une activité

antitussive. Ces résultats sont aussi en accord avec ceux de Agnero (2019) qui a évalué I’activité
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antitussive de Chrysophyllum welwitschii Engl. chez le rat. L’effet antitussif de 1’Asthpadose
pourrait étre di a la présence des alcaloides dans I’extrait. En effet, des études menées par Advenier
et al. (1987), Hosseinzadeh et Ghenaati (2006) et Shang et al. (2010) ont montré les propriétés
antitussives des extraits aqueux et éthanolique de Crocus sativus contenant des alcaloides.
L’extrait aqueux de 1I’Asthpadose aurait donc un effet antiasthmatique puisque selon certaines
études, 1’asthme et la toux sont souvent associés (Harborne, 1998). Aussi, tout comme 1’asthme,
la toux est provoquée par un stimulus et ce stimulus serait de nature inflammatoire (allergenes),
mécanique, chimique (inhalation de gaz, de fumée) ou thermique (Charpin, 1984). Il est donc
probable que I’extrait aqueux d’ Asthpadose réduise le nombre de toux en inhibant soit le processus
inflammatoire, soit 1’influx nerveux responsable du déclenchement de la toux (Harborne, 1998).
Cette activité antitussive de 1’Asthpadose pourrait aussi montrer ’activité antiasthmatique de
I’extrait puisque selon certains chercheurs, la toux est parfois associé a 1’asthme et est liée a une
inflammation des voies aériennes mixtes impliquant une interactions entre les éosinophiles et
d’autres cellules tels que les neutrophiles (Niimi et al., 2005 ; Cepuc, 2016).
3.3.4. Conclusion partielle

L’extrait aqueux de 1’ Asthpadose utilise dans cette étude exersait un effet thérapeutique sur
I’asthme par son action sur I’inflammation et sur la toux. En effet, ’EAA agit sur I’inflammation
par la réduction de I’cedéme de la patte arriere droite induit par la carragénine au cours des 5 heures
d’expérimentation. Aussi il agit sur la toux par la réduction de la fréquence de toux induite par
I’ammoniaque liquide. L’effet bénéfique de I’ Asthpadose testé dans le traitement de 1’asthme
serait attribué aux composés phénoliques et aux alcaloides. Cet effet bénéfique pourrait également
résulter de son action combinée sur les prostaglandines, I'histamine et 1’acide arachidonique de
I’inflammation. L’extrait aqueux d’ Asthpadose bien que n’étant pas purifié, reste plus efficace que
le diclofénac de sodium (molécule de référence) dans la lutte contre 1’inflammation. Il reste
également meilleur au dextrométhorphane (molécule de référence) dans le traitement de la toux.

Toutefois ses activités antiinflammatoire et antitussive sont doses dépendantes.
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Conclusion génerale et perspectives

L’objectif général de cette étude était de valoriser ’utilisation de 1’ Asthpadose dans le
traitement de I’asthme.

Ce travail a d’abord porté sur 1’étude phytochimique de I’extrait aqueux d’ Asthpadose. Il
Par la suite, il a été basé sur la toxicité aigué et subaiglie de I’extrait aqueux d’Asthpadose. Ce
travail s’est egalement focalisé sur 1’évaluation des activités antiinflammatoires et antitussives
de I’extrait d’ Asthpadose.

L’étude phytochimique de I’extrait aqueux étudié a révelé la présence d’alcaloides, de
flavonoides, d’anthocyanes et de leucoanthocyanes ainsi que des tanins catéchiques. Ces
composés bioactifs sont responsables de 1’effet pharmacologique de 1’ Asthpadose.

L’administration des doses uniques (2000 mg/kg et 5000 mg/kg de p.c) et quotidiennes
(200 mg/kg, 400 mg/kg et 800 mg/kg de p.c) de 1’ Asthpadose aux rats pendant 14 et 28 jours
respectivement, n’a pas modifié pas significativement les valeurs sériques de 1’ensemble des
paramétres biochimiques des marqueurs des reins (urée, créatinine), du cceur (triglycéride,
cholestérol total) et du foie (ALAT, ASAT) des rats témoins et des rats traités. Au cours de ces
études de toxicité aigué et subaigué, les valeurs des différents paramétres biochimiques étaient
comprises entre 93,2 + 8,1 UI/L et 383,2 + 15 UI/L pour ’ASAT, 41,4 + 2,5 Ul/L et 93,2 +
0,089 UI/L pour I’ALAT, 0,7 +0,1 g/L et 2 £ 0,2 g/L pour le cholestérol total, 1,08 + 0,1 g/L
et 1,5+ 0,3 g/L pour le triglycéride, 0,07 + 0 mg/dL et 0,1 £ 0 mg/dL pour 1’urée puis entre 2,5
+ 0,4 mg/dL et 3,8 + 0,5 mg/dL pour la créatinine. Ce qui suggére que cet extrait n’a pas affecté
ces organes vitaux. Ainsi, les données toxicologiques des études effectuées sur 1’extrait aqueux
d’Asthpadose montrent que 1I’Asthpadose est sans danger pour l’organisme. Aussi son
utilisation a été justifiée.

Par ailleurs, 1’extrait aqueux d’ Asthpadose exerce une activité anti-inflammatoire in vivo
qui s’explique par I’inhibition des oedémes des pattes induits par la carragénine chez les rats.
Cette activité, a la dose 500 mg/kg de p.c reste efficace que celle du diclofenac de Sodium
(molécule de référence). Enfin, cette étude a aussi confirmé I’effet antitussif de 1’extrait aqueux
d’Asthpadose par la réduction de la toux induite par I’ammoniaque liquide. Aussi, l'activité
antitussive de 1’Asthpadose reste meilleure a celle du dextromethorphane, une molécule de
référence, a partir de 500 mg/kg p.c. Ces activités sont liées a la présence de composés bioactifs
contenus dans I’ Asthpadose.

Cette étude devra donc étre complétée par :

. la réalisation d’une extraction bioguidée des principes actifs ;
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. I’évaluation de I’effet de 1’extrait de I’ Asthpadose sur les immunoglobulines éosinophile
et les mastocytes : des cellules cibles pour une prise en charge d’Asthme ;

. Connaitre le mécanisme d’action de 1’ Asthpadose sur 1’asthme.
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RESUME

Asthpadose (reméde naturel & base de plantes) est un phytomédicament utilisé dans le traitement
traditionnel de I’asthme en Céte d’Ivoire. Malheureusement, les bases scientifiques concernant son innocuité et
permettant son utilisation en médecine moderne en Cote d’Ivoire sont méconnues. L’objectif de ce travail a été
d’évaluer le screening phytochimique et I’effet de I’extrait aqueux de 1’Asthpadose sur certains parametres
biochimiques (ASAT, ALAT, cholestérol total, triglycérides, urée et créatinine) des rats Wistar. L’extrait aqueux
a été obtenu par homogeénéisation de la poudre d’Asthpadose puis séchage a I’étuve a la température de 55°C.
Les résultats obtenus ont révélé la présence de composés bioactifs tels que les alcaloides, les terpénoides et les
polyphénols dans ce phytomédicament. Ils conféreraient des propriétés pharmacologiques a I’extrait aqueux de
I’Asthpadose. De plus, ces résultats ont révélé que les prises uniques et quotidiennes de ’extrait aqueux de
I’Asthpadose n’ont pas influencé significativement les paramétres biochimiques des animaux testés
comparativement aux témoins. Ces résultats montrent ainsi que 1’extrait aqueux de 1’ Asthpadose n’a eu aucun
dommage sur certaines fonctions vitales durant la période d’étude.
© 2024 International Formulae Group. All rights reserved.

Mots clés : Composés chimiques, foie, reins, ceeur.

Phytochemical screening and effect of aqueous extract of Asthpadose (a
phytomedicine traditionally used in the treatment of asthma) on biochemical
parameters of Wistar rats

ABSTRACT

Natural herbal remedy, Asthpadose is a phytomedicine used in the traditional treatment of asthma in Cote
d'lvoire. Unfortunately, scientific basis for safety and use in modern medicine in Cote d'lvoire is poorly
understood. The aim of this study to evaluate the phytochemical screening and the effect of the aqueous extract
of Asthpadose on biochemical parameters (ASAT, ALAT, total cholesterol, triglycerides, urea and creatinine) of
Wistar rats. The aqueous extract was obtained by homogenizing the Asthpadose powder and at 55°C. The results
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revealed the presence of bioactive compounds such as alkaloids, terpenoids and polyphenols in this
phytomedicine. They confer pharmacological properties the aqueous extract of Asthpadose. In addition, these
results that doses of the aqueous extract of Asthpadose did not significantly the biochemical parameters of test
animals compared with controls. These results show that the aqueous extract of Asthpadose did not any damage

to certain functions of vital during the study period.

© 2024 International Formulae Group. All rights reserved.

Keywords: Chemical compounds, liver, kidneys, heart.

INTRODUCTION

L’utilisation des produits naturels, en
particulier ceux d’origine végétale sont en
constante augmentation (Meena et al., 2011).
Ces derniéres années, malgré le développement
de la médecine et des médicaments de
synthése, [’utilisation des plantes médicinales
qui ont depuis toujours été un recours dans la
sant¢ humaine et animale n’a cessé
d’augmenter dans le monde (Kroa et al., 2014 ;
Gbogbo et al., 2021). Selon le rapport de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
plus de 80% de la population africaine a
recours a la médecine traditionnelle pour ses
soins de santé primaire du fait de leur proximité
et de leur accessibilitt (OMS, 2002).
Malheureusement malgré I’importance de ces
plantes dans la santé, de nombreuses études ne
cessent de montrer que la phytothérapie n’est
pas toujours sans danger. En effet, selon
certaines études, [’utilisation de certaines
plantes médicinales est souvent accompagnée
d’effets secondaires (Kandé et al., 2018).
L’ Asthpadose est un médicament traditionnel a
base de plantes utilisé dans le traitement de
I’asthme en Cbte d’Ivoire.

Ce produit qui est un mélange de poudre
de plantes s’est avéré efficace dans le
traitement traditionnel de I’asthme.
Malheureusement, ce phytomédicament n’a
fait I’objet d’aucun test scientifique pouvant
montrer son innocuité et favoriser son
utilisation en médecine moderne. C’est la
raison pour laquelle cette étude a été initiée.
Elle vise a évaluer I’innocuité de 1’extrait
aqueux de I’Asthpadose par la détermination
ses différents composés phytochimiques et de
son effet sur certains paramétres biochimiques
des rats Wistar auxquels il a été administré.
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MATERIEL ET METHODES
Matériel
Matériel végétal

Le matériel végétal est un mélange de
différents organes de diverses plantes (feuilles,
tiges, fleurs et racines) contenus dans le
phytomédicament (Asthpadose). Les divers
constituants de la recette (Asthpadose) ont été
séparément ont été récoltés a Daloa (Cobte
d’Ivoire), lavés, séchés a I’ombre pendant 2
semaines puis pulvérisés a 1’aide d’une
broyeuse. Ensuite, ils ont été mélangés selon
des proportions pour constituer la recette
(Asthpadose).
Matériel animal

Le matériel animal utiliseé dans cette
étude est composé de rats blancs (méles et
femelles) de souche Wistar albinos: Ratus
ratus. Ces animaux proviennent de lI'animalerie
du laboratoire de I’UFR des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques de I'Université
Félix Houphouét-Boigny (Cote d’Ivoire). Ces
animaux ont été acclimatés a la température
ambiante au moins 7 jours avant 1’expérience.
Ils ont été nourris deux fois par jour avec les
granulés d’TVOGRAIN ensuite hydratés a I'eau
de robinet. Ces rats (méles et femelles) étaient
agés de 2 & 3 semaines et pesaient entre 60 et
120 g.

Méthode
Préparation de I’extrait

La poudre d’Asthpadose a servi a la
préparation de D’extrait aqueux. Cette
préparation a été réalisée selon la méthode de
Zirihi et al. en 2003 (Yayé et al., 2011). Pour
sa réalisation, cent grammes (100 g) de poudre
de I’ Asthpadose ont été macérés dans un litre
d’eau distillée par homogénéisation dans un
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mixeur. L’homogénat obtenu a été filtré
successivement deux fois sur du coton
hydrophile puis sur du papier filtre Whattman
N°3 pour I’obtention d’un filtrat. I a été par la
suite déshydraté a ’étuve a la température de
55°C pendant 3 jours pour avoir un évaporat. Il
a été ensuite récupéré sous forme de pate
marron et a constitué 1’extrait aqueux de
1’ Asthpadose.

Screening phytochimique

La caractérisation qualitative des
composés chimiques (phytomolécules) a été
faite, selon la méthode de Nemlin et Brunel
(1995) (Dinzedi, 2015). Dans le Tableau 1 se
trouvent les composés phytochimiques obtenus
a partir des différents tests réalisés. Ils ont été
effectués en tubes et ont visé principalement les
alcaloides, les terpénoides et les polyphénols a
cause de leur grande importance pour le secteur
de la santé.

Quant a la méthode quantitative a été
réalisée selon la méthode de Nemlin et Brunel
(1995) (Dinzedi, 2015). Elle a consisté a doser
les composés phénoliques des différents
extraits a I’aide d’un spectrophotométre UV-
visible de type Jasco V-533.

Traitement des animaux

Pour I’étude de la toxicité subaigiie, 12
rats males et 12 rats femelles nullipares et non
gravides agées de 8 a 12 semaines avec un poids
de 120 g = 20% ont été utilisées. Les rats ont
été d’abord mis a jeun pendant 12 heures avant
I’administration orale du produit. Apres
identification par marquage des animaux
choisis au hasard, 4 lots de 6 rats chacun ont été
constitués et traités comme suit : lot1 (Lot
témoin) a été traité avec de I’eau distillée
(2 ml/100 g). Quant aux lots 2, lot 3 et lot 4, ils
ont recu l’extrait aqueux d’Asthpadose aux
doses respectives de 200 mg et de 400 mg et
800 mg/kg.

Quant al’étude de toxicité aiglie, 9
rats femelles nullipares et non gravides agées
de 8 & 12 semaines avec un poids de 120 g un
intervalle de + 20% ont été utilisées. Les rats
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ont été d’abord mis a jeun pendant 12 heures
avant 1’administration orale du produit. Apres
identification par marquage des animaux
choisis au hasard, 3 lots de 3 rats chacun ont été
constitués et traités comme suit : le lotl (Lot
témoin) représente les animaux traités avec de
I’eau distillée (2 ml/100 g). Les lots 2 et 3 ont
été traités avec I’extrait aqueux d’Asthpadose
aux doses respectives de 2000 mg et de 5000
mg/kg. L’administration des substances a été
réalisée par prise unique.
Dosage des parameétres biochimiques

Les échantillons de sang prélevés dans
les tubes rouges (tubes secs) ont été
centrifugés a 4000 tours/min pendant 10 min.
Les sérums recueillis et conservés & -20°C ont
servi a doser 1’Alanine aminotransférase
(ALAT) et I’Aspartate aminotransférase
(ASAT) par la méthode cinétique de Gella et
al. (1985) et ont constitué les marqueurs
hépatiques. Quant aux parameétres lipidiques
(cholestérol total et tryglicérides), ils ont été
dosés selon la méthode calorimétrique et sont
présentés comme des marqueurs hépatiques et
cardiaques. Quant a la fonction rénale, elle est
caractérisée par le dosage de I'urée et de la
créatinine. La créatinine a été mesurée grace a
la méthode cinétique colorimétrique (Bartels
et Bohmer, 1971). Alors que 1'urée a été
déterminée par la méthode enzymatique a
I’uréase (Siby, 2008).
Analyses statistiques

Les données obtenues au cours de cette

étude ont été soumises a 1’ Analyse de Variance
(Anova one-way) suivant le test de
comparaison multiple de Tukey sous le logiciel
GraphPadPrism 8.0.2. La différence est
considérée comme : Non significative (NS)
pour un niveau de probabilit¢ p > 0,05;
Significative (*) pour un niveau de probabilité
p <0,05 ; Tres significative (**) pour un niveau
de probabilitt p < 0,01 ; et Hautement
significatives (***) pour un niveau de
probabilité p < 0,001.
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Tableau 1 : Méthode du screening phytochimique.

Métabolites secondaires TESTS Réaction positive
Dragendorff Apparition d’un précipité ou d’une coloration orangée
Alcaloides
Bouchardat Apparition d’une coloration brun rougeatre
Flavonoides Cyanidine Coloration rose-orange ou violacée
Polyphénols Trichlorure de fer 8 2% Apparition d’une coloration bleue noiratre ou verte
plus ou moins foncée
Leucoanthocyanes Cyanidine Apparition de coloration rouge
Anthocyanes Acidification Accentuation de la coloration par acidification
et virage au bleu violacé en milieu basique
Tanins catéchiques Stiasny Observation de gros précipités en flocons
Tanins galliques Stiasny Apparition d’une coloration bleu-noire intense
Terpénes et Stérols Leiberman et Biirchard Apparition a l’interphase d’un anneau pourpre ou
violet, virant au bleu puis au vert
Saponosides Formation de mousse  Persistance de la mousse
Quinonone Bornstraégen Apparition d’une coloration allant du rouge au violet
RESULTATS Effet de I’administration de doses uniques

Screening phytochimique

Le screening phytochimique qualitatif
de I’extrait aqueux de 1’Aspathose a révélé la
présence de plusieurs métabolites secondaires
tels que : les polyphénols, flavonoides, tanins
catéchiques, quinones, alcaloides,
leucoanthocyanes, anthocyanes, stérols et
terpenes. Par contre, il est remarqué une
absence de saponines, de tanins galliques, de
terpenes et de saponosides (Tableau 2).

Quant au Tableau 3, il présente les
résultats de la teneur en quelques composés
chimiques (polyphénols totaux, flavonoides
totaux et tanins totaux) présents dans 1’extrait
aqueux de 1’Asthpadose. Ces résultats ont
montré que I’ Asthpadose est beaucoup riche en
tanins totaux avec plus de 7191,5 + 0,1 mg,
suivi des polyphénols totaux avec une valeur de
10,17 £ 0 mg puis des flavonoides totaux et
enfin des antioxydants avec des quantités
respectives de 2,17 £ 0 mg et 0,39 + 0 mg.
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de 2000 mg et 5000 mg de p.c de P’extrait
aqueux de I’Asthpadose sur les paramétres
biochimiques des rats pendant 14 jours

L’administration de doses uniques de
2000mg et 5000 mg/Kg de p.c
(poids corporel) de I’extrait d’ Asthpadose aux
rats males et femelles par voie orale n’a
généralement pas modifié significativement les
valeurs des parameétres biochimiques étudiés
(urée, créatinine ; les transminases (Aspartate
aminotransférase (ASAT), Alanine
Aminotransférase (ALAT)) et cholestérol et
triglycérides). Ces paramétres biochimiques
sont liés & certaines fonctions vitales telles
que : le rein (urée et créatinine), le foie (ASAT
et ALAT)) et le cceur (cholestérol total et
triglycérides).

Le résultat des paramétres biochimiques
a montré une diminution non significative des
moyennes des valeurs de 1’Aspartate
aminotransférase (ASAT) (Figure 1) et celles
de I’Alanine aminotransférase (ALAT) (Figure
2) chez les rats des lots traités avec I’extrait
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aqueux de 1’ Asthpadose par rapport a celle des
rats du lot témoin.

Les valeurs moyennes des ASAT chez
les lots traités étaient respectivement de 392 +
28,5 UI/L pour les rats du lot 2 et 383,2 + 15,9
UI/L pour les rats du lot 3 contre 395,3 + 7,2
UI/L pour le lot témoin. Quant aux ALAT, les
valeurs moyennes étaient de 93,20 + 8,1 UI/L
pour le lot 2 et 93,07 £ 8 UI/L pour le lot 3
contre 93,77 + 17,7 UI/L pour les lots témoins.

Pour les valeurs lipidiques, les résultats
montrent une variation non significative des
triglycérides chez les rats des lots traités par
rapport au lot témoin avec des valeurs de 1,40
+ 0,1 g/L pour le lot témoin 1,55 + 0,3 g/L pour
le lot 2 et 1,35 + 0 g/L pour le lot 3 avec p >
0,05 (Figure 3). Aussi, les résultats montrent
une variation non significative du cholestérol
total chez les rats des lots traités (0,95 + 0,1 g/L
pour le lot 2 et 0,74 + 0,1 g/L pour le lot 3) par
rapport a ceux des témoins (0,73+ 0,1 g/L). Ce
résultat est présenté par la Figure 4.

Quant a I’urée, sa valeur moyenne chez
les rats du lot 2 (0,09 = 0 mg/dL) connait une
augmentation non significative par rapport a
celle des témoins (0,08 £ 0 mg/dL) tandis que
celle des rats du lot 3 (0,07 £ 0 mg/dL) subit
une légére diminution non significative par
rapport & celle des témoins (Figure 5).

Les valeurs moyennes de la créatinine
des rats du lot 2 et du lot 3 ont augmenté
(valeurs respectives 3,6 = 0,1 et 3,83+ 0,5
mg/dL par rapport a celle des témoins (3,13 +
0,2 mg/dL). Cependant, les différences des
moyennes de la créatine entre les rats des lots
testés et ceux des rats témoins restent non
significatives (Figure 6).

Effet de D’administration de doses
guotidiennes de 200 mg, 400 mg et 800
mg/Kg de p.c de Dextrait aqueux de
I’Asthpadose sur les parameétres
biochimiques des rats pendant 28 jours
L’administration de doses quotidiennes
de 200 mg, 400 mg et 800 mg/Kg de p.c
d’extrait aqueux de I’Asthpadose aux rats
males et femelles par voie orale n’a également
pas modifi¢ de maniere générale et
significativement les valeurs de 1’urée, de la
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créatinine, de I1’Aspartate aminotransférase
(ASAT), de [I’Alanine aminotransférase
(ALAT) et des valeurs lipidiques (cholestérol
et triglycérides).

Ainsi, au niveau des paramétres
hépatiques, les valeurs moyennes de I’ASAT
chez les rats des lots traités avec I’extrait
aqueux de 1’Asthpadose diminuent de fagon
non significative (Figure 7). En effet, la valeur
moyenne pour le lot 2 a été de 106,6 + 7,7 UI/L,
alors que celle du lot 3, de 112,8 £ 6,9 UI/L et
du lot 4, de 103,9 + 6,6 UI/L par rapport a celle
des rats du lot témoin 105,9 + 8,1 UI/L. Tandis
que pour ’ALAT, il a été aussi enregistré une
régression non significative (p > 0,05) chez les
rats des lots traités par rapport a celle des rats
du lot témoin (52,33 = 5,5 UI/L) avec des
valeurs respectives de : 40,47 = 1,8 UI/L (lot
2), 40,4+ 2,5 UI/L (lot 3) et 41,95 + 5,9 UI/L
(lot 4). Ces résultats sont représentés par la
Figure 8.

Pour les parametres cardiaques, les
valeurs des triglycérides ne varient pas
significativement chez les rats des lots traités
comparativement au lot témoin car ces valeurs
sontde : 1,03+ 0g/L (lottémoin), 1,41+ 0 g/L
(lot 2), 1,20 + 0 g/L (lot 3) et 1,08 + 0 g/L (lot
4) (p > 0,05) (Figure 9). Alors que pour le
cholestérol total, il y a une décroissance de leur
valeur moyenne du lot témoin jusqu’au lot 4.
Ces valeurs sont de 2,63 + 0,5 g/L (lot témoin),
de 1,98 £ 0,2 g/L (lot 2), de 1,69 + 0,2 ¢g/L (lot
3) etde 1,56 £ 0,2 g/L (lot 4) (Figure 10).

Quant aux parameétres rénaux, la valeur
moyenne de I’urée chez les rats du lot 2 (0,06
+ 0 mg/dL) a diminué par rapport a celle du
témoin (0,07 £ 0 mg/dL) tandis que celle du lot
3 (0,07 £ 0 mg/dL) est sensiblement dans la
méme fourchette que le témoin et celle du lot 4
(0,09 + Omg/dL) a subi une Ilégére
augmentation comparativement au témoin
(Figure 11). Aussi pour la créatinine, les
valeurs moyennes du lot 2 et du lot 3 ont
augmenté respectivement de 2,98 + 0,4 et 3,88
+0,1 mg/dL en comparaison avec celle du
témoin (2,73 + 0,2 mg/dL) tandis que celle du
lot 4 (2,47 £ 0,4 mg/dL) a été réduite (Figure
12). Cependant, la différence des valeurs de la
créatinine et d’urée restent non significative.
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Tableau 2: Composition phytochimique de I’extrait d’ Asthpadose.

Composés recherchés Réactions
Alcaloides +
Flavonoides +
Leuco anthocyanes +
Anthocyanes +
Tanins Catéchique +

Tanins Galique -

Terpenes et Stérols -
Saponosides -

+: présence
- : absence

Tableau 3 : Teneur de I’ Asthpadose en quelques composés chimiques.

Composés recherchés Quantité

Anti oxydants 0,3929 + 0,0001202
Polyphénols totaux 10,1676 £ 0,0001202
Flavonoides totaux 2,16667 + 0,003333
Tanins totaux 7191,5 £ 0,06351
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Figurel : Effet de [I'Asthpadose sur Figure 2 : Effet de I'Asthpadose sur I’ Alanine
[’Aspartate aminotransférase (ASAT) pendant aminotransférase (ALAT) pendant 14 jours,
14 jours, pas de différence significative (p > pas de différence significative (p > 0,05).
0,05).
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Figure 7: Effet de [I'Asthpadose sur
I’ Aspartate aminotransférase (ASAT) pendant
28 jours.
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Figure9 : Effet de I'Asthpadose sur les
triglycérides pendant 28 jours, pas de
différence significative (p > 0,05).
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différence significative (p > 0,05).
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0.159 , .
Bl Lot Témoin

Figure 11 : Effet de I'Asthpadose sur 1’urée
pendant 28 jours, pas de différence
significative (p > 0,05).

DISCUSSION

L’étude qualitative de I’extrait aqueux
de I’ Asthpadose a permis de mettre en évidence
la présence des alcaloides, des flavonoides, des
polyphénols, des leucoanthocyanes, des
anthocyanes et des tanins catéchiques. Tandis
que I’étude quantitative a montré une faible
teneur d’un certain nombre d’antioxydants
avec un taux élevé de tanins, suivie de
polyphénols totaux et de flavonoides totaux.
Tous les composés chimiques mis en évidence
dans I’extrait aqueux de 1’Asthpadose lors de
I’étude qualitative et quantitative possedent
tous des propriétés antioxydantes et pourrait
donc justifier son utilisation traditionnelle et
son efficacité dans le traitement de nombreuses
maladies en particulier 1’inflammation, la
constipation, la toux, ’asthme, les allergies; les
problémes respiratoires et bronchiques (Yezza
et Bouchama, 2014).

Selon Gowda et al., (2010), I'évaluation
des fonctions hépatique et rénale est un élément
trés important pour apprécier la toxicité des
médicaments et des extraits de plantes puisque
I'élimination des substances dans l'organisme
est liée principalement au foie et aux reins. De
plus, selon Peirs (2005), les transaminases ou
Amino-Transférases sont des enzymes
tissulaires catalysant le transport de radicaux

= Lot 2 (200mg/kg p.c)

27010 E3 Lot 3 (400mg/kg p.c)
3 =3 Lot 4 (800mg/kg p.c)
8

D 0.059
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Figure 12: Effet de I'Asthpadose sur la
créatinine pendant 28 jours, pas de différence
significative (p > 0,05).

alpha-aminés de l'alanine et I'acide aspartique a
I'acide alpha-cétoglutarique. Les transaminases
ALAT sont présentes dans le foie, mais aussi
dans le muscle, quant aux ASAT, elles sont
dans le rein, le pancréas, et d'autres tissus. Elles
sont synthétisées au niveau du cytoplasme des
cellules de ces organes et déchargées dans la
circulation, lorsque ces cellules sont
endommagées. Dans le cas de cette étude,
I’extrait aqueux de 1’Asthpadose a la dose
unique de 2000 et 5000 mg/Kg p.c et aux doses
quotidiennes de 200, 400, 800 mg/Kg p.c ne
perturbent pas la fonction enzymatique (ALAT
et ASAT) des rats traités. Ce résultat pourrait
s’expliquer par le role hépato-protecteur des
composés phénoliques et autres composés
présents dans I’extrait aqueux de I’ Asthpadose.
La présence de ces composés pourrait conférer
une activité antioxydante a ce
phytomédicament. Cette étude est en harmonie
avec les résultats de Kplé (2020) lors de
I’évaluation des extraits de la recette de DZHm
et de EZHm sur des rats. Selon Ozturk et al.
(2009), les transaminases (ALAT et ASAT)
augmenteraient en cas de myopathie, de
rhabdomyolyse ou d'infarctus du myocarde
alors que les ASAT particulierement
s’éléveraient en cas d'hémolyse. Aussi, selon
Koné et al. (2009), le non perturbation des
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transaminases (ALAT et ASAT) montrerait
que le foie et les muscles n’ont pas été
atteints. Enfin, Dzoyem et al. (2014) estiment
gue I’absence de variation des transaminases
traduit 1’intégrité du foie, des reins et du ceeur
(Layibo et al., 2023).

Selon Coulibaly et al. (2010), le
cholestérol total et les triglycérides font partie
des marqueurs des fonctions cardiaque et
hépatique. Les résultats de cette étude lors de
I’administration de D’extrait aqueux de
I’ Asthpadose de doses uniques de 2000 et de
5000 mg/Kg de p.c pendant 14 jours et celle
des doses quotidiennes de 200, 400 et 800
mg/Kg de p.c durant 28 jours n’ont pas varié
significativement en comparaison avec le
témoin. Des résultats semblables ont été
obtenus par Gbogbho et al. (2021) qui ont
évaluer de la toxicité d’un phytomédicament
aphrodisiaque chez le rat. Ces pourraient
révéler que I’extrait aqueux de 1’Asthpadose
sollicité n’a pas induit une hyperlipidémie sur
ces organes. L’Asthpadose pourrait étre sans
danger pour I’organisme. Cette étude corrobore
celle menée par Moriyama et al. (2003) qui ont
montré que [’élévation significative du
cholestérol total et des triglycérides induite par
une substance active provoquerait une
hyperlipidémie puis exposer a I'athérosclérose,
au diabéte, a I’hypertension et aux maladies
hépatiques.

Selon Gnanamani et al. (2008),
Mukinda et al. (2010) et Bohui (2020), la
concentration d’urée et de créatinine constitue
un important marqueur pour le diagnostic de la
fonction rénale. Ainsi, cette étude a permis de
remarquer que |’administration quotidienne
des doses de 200, 400 et 800 mg/Kg de p.c de
I’extrait aqueux de 1’Asthpadose pendant 28
jours et celle unique des doses de 2000 et 5000
mg/Kg de p.c durant 14 jours n’ont pu avoir
d’effets significatifs sur I’urée et la créatinine
comparativement au témoin. Ces résultats
indiqueraient que I’utilisation de I’extrait
aqueux de 1I’Asthpadose n’a pu avoir d’effet
néfaste sur la fonction rénale. Ils sont en
conformité avec les résultats des travaux de
Adanlemegbe et al. (2023) lors de 1’étude de
toxicité de l'extrait éthanolique de feuilles de
viscose Cléome chez des Rats Wistar.
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Conclusion

Cette étude a eu pour objectif général de
valoriser une recette traditionnelle
(Asthpadose) utilisée dans le traitement de
I’asthme. L’étude phytochimique de cette
recette a permis de mettre en évidence certains
composés chimiques possédant des propriétés
antioxydantes. L’administration de doses
uniques et quotidiennes de la recette n’a pas
modifié significativement les valeurs sériques
de I’ensemble des paramétres biochimiques des
rats sollicités. Ces parametres biochimiques
sont les marqueurs biologiques de certaines
fonctions vitales telles que le foie, les reins et
le cceur. Ces résultats montrent ainsi que la
recette n’a pas endommagé ces organes vitaux.
Ces résultats justifieraient leur utilisation en
médecine traditionnelle.
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ABSTRACT

Introduction: The aim of this study is to contribute to the valorisation of an anti- asthmatic
phytomedicine (Asthpadose) traditionally used in Cote d'lvoire.
Aims: Evalute antiasthma’s activity of the aqueous extract of Asthpadose (EAA) was.
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Methodology: The antiasthma’s activity of the aqueous extract of Asthpadose (EAA) was
evaluated by the determining of its anti-inflammatory activity using the carrageenan oedema
induction method. This anti-asthmatic activity was also evaluated by its antitussive action on the
frequency of cough induced in rats exposed to liquid ammonia.

Results: The results revealed that EAA showed a very significant strong anti- inflammatory activity
with an oedema inhibition rate ranging from 34.29% to 70.9 5%. This activity was much better than
that of diclofenac sodium (a reference molecule against inflammation) with an oedema inhibition
rate ranging from 12.24% to 58.39%. As for its antitussive activity, the results also showed good
antitussive activity of the extract. EAA presented a cough inhibition rate of 74.22% compared to
58.76% for dextrometaphan which is also a reference molecule against cough.

Conclusion: This observed activity could therefore justify the use of Asthpadose in the treatment of
asthma which is a disease manifested by inflammation and cough. In view of the very promising
results of this study, it would therefore be necessary to continue studies on this phytomedicine to

understand its mechanism of action on asthma.

Keywords: Asthpadose; rats; dextromethorphan; sodium diclofenac; ammonia; carrageenan.

ABBREVIATIONS

EAA : Extrait Aqueuxd’ Asthpadose
DFS : Diclofenac sodium

ED : Distilled water

DMT : Dextrometrophan

1. INTRODUCTION

Inflammation is a defense mechanism of the
body against attacks of physical, chemical,
biological or infectious origin [1,2]. This
protective immune response can sometimes
be harmful, linked to the pathogen and its
persistence, to abnormalities in the regulation
and production of pro-inflammatory cells [2,3].
As for coughing, it represents a means of
sudden expulsion of air coming from the lungs
thanks to the contraction of the expiratory
muscles in order to rid the respiratory tract of
foreign bodies and excessive secretions.
Coughing also represents a defense reaction of
the body and protection of the lung, which
takes over when the muco-ciliary system
which lines the respiratory tree no longer plays
its role. It is a reflex act following irritation of the
respiratory tract, the pleura or the diaphragm,
which allows bronchial secretions (mucus) or a
foreign body to be evacuated [4-6]. Inflammation
and cough also appear during an asthma
manifestation [7,8]. Asthma is a chronic
inflammatory  disease  of the  airways
representing a global public health problem.
This disease affects around 350 million people
worldwide [9].

Asthpadose is a phytomedicine used in Coéte
d’lvoire in the traditional treatment of asthma,
allergy, liver disease and constipation.
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The objective of this study is to evaluate the anti-
asthmatic activity of Asthpadose. For the
realization of this present project, a preparation
of the aqueous extract was made from the
Asthpadose recipe (Aqueous Asthpadose) then
the anti-inflammatory and antitussive activities
of Asthpadose were carried out on Wistars rats.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials
2.1.1 Plant material

The plant material is a recipe called
Asthpadose. This recipe is composed only of
different parts (leaves, stems, flowers and
roots) of medicinal plants. The plants that
make up this recipe were harvested in Daloa.
They were dried separately away from the sun
for 2 weeks then sprayed individually. The
different powders were weighed in proportional
guantities then mixed to form Asthpadose.

2.1.2 Animal material

The animal material used in this study consists
of male and female white rats of the Wistar
albino strain. These animals come from the
animal facility of the laboratory of the UFR of
Pharmaceutical and Biological Sciences of the
Félix Houphouét Boigny University. These
animals were acclimated to room temperature
and fed twice a day with IVOGRAIN granules
then hydrated with tap water. These adult male
and female albino rats were aged 3 to 4 months
and weighed between 120 and 190 g and
were then used to study the anti-inflammatory
and antitussive activity.
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2.2 Methods
2.2.1 Preparing the extract

The Asthpadose powder was used to prepare
the aqueous extract of Asthpadose (EAA)
which was obtained after pulverizing the
different plants that constitute it. These plants
were first collected in Daloa. They were washed,
dried separately out of the sun for 2 weeks then
sprayed individually. These different plants
were then weighed in proportional quantities
and then mixed. The preparation of the extract
used during this study (aqueous extract of
Asthpadose) was obtained according to the
method of Zirihi and al., [10,11]. For this
preparation, 100 g grams of powder from the
Asthpadose recipe was macerated in a liter of
distiled water then homogenized in a
blender. The homogenate obtained was
successively filtered twice on hydrophilic cotton
then on Whatman No. 3 filter paper. The
filtrate obtained was dehydrated using an oven
at a temperature of 55°C for 3 days. The dry
evaporate was recovered on the 4th day in the
form of a brown paste and constituted the
aqueous extract of Asthpadose (EAA).

2.2.2 Preparation of animals

The animals were chosen at random and then
marked to allow individual identification. Then,
they were kept in their cages for acclimatization
to laboratory conditions for 7 days before the
experiment.

2.2.3 Anti-inflammatory activity of
Asthpadose aqueous extract (EAA)

The anti-inflammatory activity test was carried
out according to the method of Winter et al.
[2,12,13] with some moadifications. It was carried
out by induction of oedema in the right hind leg
of the rat using carrageenan (1%).30 rats
weighing between 120 g and 190 g were fasted
for 12 h. These rats were divided into 5 groups of
6 rats each. The diameter of the leg at time TO
of each animal was determined using a
caliper. The rats were distributed as
follows:batch 1 (control batch) received distilled
water, batch 2 received distilled water at a dose
of 1ml/100g bw. Rats from batch 3 (reference
control) received Sodium Diclofenac (25 mg/kg
bw). As for batches 4 and 5 (test batches), they
received EAA at respective doses of 250 mg
and 500 mg/kg bw 1 hour after administration of
distilled water, Diclofenac and EAA by gavage,
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the 1% carrageenan, was injected cutaneously
into the plantar aponeurosis of the right hind
paw of each rat at a volume of 0.1 ml. The
evolution of the oedema of the right paw was
then determined at 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, and 5 h
[14] then the increase in oedema was assessed
by determining the average percentage increase
(%AUG) in the volume of the rat paw according
to the formula:

%AUG = ((Vt —V0) / VO) x 100

% AUG: Percentage increase of the paw
Vt: Volume of the paw at time t
VO: Initial volume of the paw [2,14]

The anti-inflammatory  activity was finally
evaluated by calculating the percentage of
inhibition (% INH) of oedema according to the
formula:

% INH = (% AUGTM - % AUGTT)/% AUGTM) x 100

% INH: Percentage of oedema inhibition
%AUGTM: percentage increase in cookies
%AUGTT: percentage increase in Treaties [2,14]

2.2.4 Effect of Asthpadose extract on cough

The experiment was carried out according to
the method described by [13,15,16] with some
modifications. To make it, a grid under which
a bowl has been placed will be placed in a
cage. The grid served as a platform for the
movement of animals exposed to the ammonia
contained in the bowl. 3 mL of liquid ammonia
(25% NH40H) are taken using a syringe then
poured into the bowl. 30 seconds later, the
animal was exposed to liquid ammonia for 2
minutes on this platform in the hermetically
closed cage. The rat was taken out of this cage
and placed in a second cage (observation
cage). Each cough was detected by visual
observation of the animal. The number of times
the animal coughed was recorded over 5
minutes. Observation time was measured using
a stopwatch.

2.2.4.1 Animal behavior

The detection of cough in animals placed in
observation cages after exposure to liquid
ammonia was described by Morice et al.,
[13,17]. Cough was detected by the following
symptoms: mouth opening, characteristic sound
and postural changes (stretching of the front legs
and forward stretching of the neck) accompanied
by inhalation and exhalation.
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2.2.4.2 Inhibition of cough frequency

The animals exposed to ammonia were randomly
divided into 5 groups of 6 animals (3 males and 3
females). The animals from batch 1 (control
batch) were untreated. The second batch (batch
2) received 1 mL/100 g bw of distilled water. As
for batch 3 (reference control), the rats in this
batch received Dextromethorphan (20 mg/kg
bw). The rats in batches 4 and 5 received the
Asthpadose extract at respective doses of 250
mg and 500 mg/kg of body weight with a
qguantity of 1 mL/100 g of body weight. The
animals were then placed back in the cage.
experiment (cage containing liquid ammonia
25 % NH40H) 1 hour after administration of
extract and distilled water to be exposed again
for 2 minutes. The number of coughs was again
determined during the first 5 minutes.

The percentage of cough frequency was
calculated by the following formula:

%FT =(1-T/C)x 100

%FT: percentage of cough frequency

T: number of coughs recorded after treatment
of animals with Asthpadose

DC: number of coughs emitted by the animals
in the control batch (Lot 1) [13,18]

The percentage of cough inhibition
calculated by the following formula:

was

% IT = (1 - Ta/Ca) x 100

%IT: percentage of cough inhibition

Your: percentage of cough frequency of
animals from batches treated with Asthpadose
That: Average diameter of the legs of animals
from the control batch (Lot 1) [13,18]

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Results
3.1.1 Action of asthpadose on inflammation

3.1.1.1 Measurement of oedema induced by
carrageenan

The EAA results on the increase in paw oedema
in rats treated with carrageenan are recorded in
Table 1. These results showed an increase in
paw diameter (oedema) over time in control
animals as well as those of treated animals.
During this study, no side effects or mortality
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were observed in rats given carrageenan by
injection.

The diameter of the paw of batch 1 animals
(control batch) and batch 2 (treated with 2
ml/100g of distilled water) gradually increased
by 0.20 + 0.0 cm for batch 1 and by 0.19 + 0.0
cm for batch 2 from the first hour to reach a
maximum diameter at the fifth hour with a
diameter increase of 0.30 + 0.03 cm for batch
1 and 0.25 + 0.03 cm for batch 2 while the paw
diameter of rats treated with sodium diclofenac
reaches its maximum increase in the first hour
0.19 £ 0.03 cm then gradually decreases from
the second hour to the fifth hour0.14 + 0.07 cm.

However, in rats from batch 4, the batch having
received 250 mg/kg bw of EAA, the oedema
reached its maximum in the first hour with an
increase in diameter of more than 0.17 + 0.02
cm then was reduced from the second hour with
a diameter of 0.16 + 0.01 cm to reach a constant
diameter of edema which was 0.16 = 0.07 cm
from the fourth hour until the fifth hour.

As for the rats treated with the dose of 500
mg/kg bw of EAA (batch 5), the oedemas in
these rats reached their maximum increase at
the first hour 0.15 + 0.0 cm then decreased
gradually from the second hour to fifth hour 0.10
+0.06 cm.

3.1.1.2 Percentage increase in oedema

The percentages of increase in paw oedema
in rats are represented by Fig. 1. Indeed, until
the 5th hour, the smallest value of the rate of
increase was obtained in rats from batch 5
(treated batch with the dose 500 mg/kg bw of
EAA). This value was 2.96 %. The rate of
increase of batch 5 is followed by that of
batch 3 (batch treated with 25 mg/kg bw of
sodium diclofenac) with a slightly higher rate of
increase. This rate is also followed by that of
batch 4 (batch treated with the dose 250 mg/kg
bw of EAA) with respective values of 4.24% and
7.24%. As for batch 2, its rate of increase
remains the highest with a rate of 10.19
compared to the control batch but lower than
those treated with diclofenac and EAA. The
percentages of increase in oedema in batches
1 and batch 2 were statistically identical to
each other.(p > 0.05). On the other hand, the
percentage increases in batches 3, 4 and 5
were statistically identical but lower than those
of the control (batch 1) and batch 2. This
difference in frequency compared to the control is
very significant (p < 0.01).
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Table 1. Effect of asthpadose extract on carrageenan-induced paw oedema

Treatment 0 hours 1 hour 2 hours 3 hours 4 hours 5 hours
Batch 1 (Control batch) 0 0.20 £ 0.0 0.24 £0.01 0.25 £ 0.06 0.28 £ 0.03 0.30 £0.03
Batch 2 (ED 2ml/100g) 0 0.190+ 0.0 0.237 £ 0.04 0.25 £ 0.05 0.25 £ 0.03 0.25 +0.03
Batch3 (DFS 25) 0 0.19 £+ 0.030 0.13 £0.027 0.13 + 0.084 0.15 + 0.072 0.14 + 0.070
Batch4 (EA 250) 0 0.17 £ 0.02 0.16 + 0.01 0.17 + 0.06 0.16 + 0.07 0.16 + 0.02
Batch5 (EA 500) 0 0.15+£0.0 0.12 + 0.05 0.12 + 0.07 0.11 + 0.07 0.10 + 0.06

Batch 1: untreated control batch; batch 2 batch treated with distilled water; batch 3: batch treated with sodium diclofenac at a dose of 25 mg/kg bw; Batch 4 batch treated with
Asthpadose extract at a dose of 250 mg/kg bw; batch 5 batch treated with Asthpadose extract at a dose of 500 mg/kg bw; ED: distilled water;

DFS: diclofenac sodium; EA: Asthpadose extract
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batch 1 (batch control)
batch 2 (ED 2ml/100g)

batch 3 (DFS 25 mg/kg bw)

batch 4 (EAA 250 mg/kg bw)
batch 5 (EAA 500 mg/kg bw)

(RN

Time (h)

Percentage increase in paw cedema (%)

Fig. 1. Percentage increase in paw oedema induced by carrageenan
batch 1: untreated control batch; batch 2: batch treated with distilled water; batch 3: batch treated with
sodium diclofenac at a dose of 25 mg/kg bw; batch 4: batch treated with Asthpadose extract at adose of 250
mg/kg bw; batch 5: batch treated with Asthpadose extract at a dose of 500 mg/kg bw; ED: distilled water;
DFS: diclofenac sodium; EAA: Asthpadose extract

3.1.1.3 Percentage inhibition of edema

The percentages of inhibition of paw oedema
in rats 1 hour after injection of carrageenan
are presented in Fig. 2. This result revealed
that from the first hour to the fifth hour, EAA at
a dose of 500 mg /kg bw gave the highest
percentage of inhibition of carrageenan-induced
oedema with values of 34.29 % up to 70.95 %.
This activity is followed by that of sodium
diclofenac with a percentage of inhibition
ranging from 12.24% to 58.39% then by EAA at

Time (h)

Percentage of inhibition of paw oedema (%)

a dose of 250 mg/kg bw which presented an
inhibition rate of 24.32 % to 55.64 %. The
oedema inhibition percentages of batches 1 and
2 were statistically identical to each other (p >
0.05). Furthermore, those of batches 3, 4 and 5
were statistically identical (p > 0.05) but higher
than those of the control (batch 1) and batch
2. This difference in frequency compared to
the control was very significant (p < 0.01). At a
dose of 500 mg/kg, EAA (unpurified extract)
seemed to be more effective than sodium
diclofenac, which is a reference molecule.

-8~ batch 1 (control batch)
-= batch 2 (ED 2ml/100g)
—— batch 3 (DFS 25 mg/kg bw)
-¥- batch 4 (EAA 250 mg/kg bw)
-+ batch 5 (EAA 500 mg/kg bw)

Fig. 2. Percentage of inhibition of paw oedema induced by carrageenan
Batch 1: untreated control batch; batch2: batch treated with distilled water; batch 3: batch treated with sodium
diclofenac at a dose of 25 mg/kg bw; batch 4: batch treated with Asthpadose extract at a dose of 250 mg/kg
bw; batch 5: batch treated with Asthpadose extract at a dose of 500 mg/kg bw; ED: distilled water;
DFS: diclofenac sodium; EA: Asthpadose extract
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3.1.2 Result of the action of asthpadose on
cough

3.1.2.1 Influence of Asthpadose aqueous extract
on the frequency of coughs caused by
ammonia

The in vivo study of the effect of EAA on cough
gave the results illustrated in Fig. 3. The results
present the influence of EAA on the frequency of
coughs caused by ammonia in rats. Untreated
batch 1 indicated a cough frequency of 19.40 +
0.93. As for batch 2 (batch treated with distilled
water), the frequency of coughing was 17.20 £
0.86; while batch 3 which received 20 mg/kg bw

frequency of coughs

o=
S22

batches

of dextromethorphan revealed a cough
frequency of8.0 = 0.71. The cough frequencies
provided by the animals in batches 4 and 5
having received the respective doses of 250
and 500 mg/kg bw, were respectively 10.0 £ 1.41
and 5.0 £ 0.71. The cough frequencies of
batches 1 and batch 2 were statistically
identical to each other (p > 0.05). Furthermore,
the cough frequencies of batches 3, 4 and 5
were statistically identical (p > 0.05) but lower
than those of the control (batch 1) and batch 2.
This difference in frequency compared to the
control was very significant (p < 0.01).
However, the cough frequency value of batch 5
remained the lowest.

batch control

batch 2 (ED 2ml/100g)

batch 3 (DMT 20 mg/kg)
batch 4 (EAA 250 mg/kg p.c)
batch 5 (EAA 500 mg/kg p.c)

Fig. 3. Frequency of ammonia-induced cough
ED: distilled water; EAA: aqueous extract of Asthpadose; DMT: dextrometrophan L1: batch 1; L2:batch 2;
L3: batch 3 L4: batch 4 and L5: batch 5 Values were expressed as means + SEM (n = 6). The mention ns and **
represents statistical significance. The urea values of the animals from the milked batches (L3, L4 and L5)
compared to that of batch 1were statistically very significant (p < 0.01).
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batch control

batch 2 (ED 2ml/100g)
batch 3 (DMT 20 malkg)
batch 4 (EA 250 mao/kg p.c)
batch 5 (EA 500 mao/kg p.c)

Fig. 4. Percentage of cough inhibition
ED: distilled water; EAA: aqueous extract of Asthpadose; DMT: dextrometrophan L1: batch 1; L2: batch 2;
L3: batch 3 L4: batch 4; and L5: batch 5 Values were expressed as means + SEM (n = 6). The mention ns and **
represents statistical significance. The urea values of the animals from the milked batches (L3, L4 and L5)
compared to that of batch 1 were statistically very significant (p < 0.01).
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3.1.2.2 Cough inhibition percentage

The evaluation of the antitussive activity of EAA
is represented by Fig. 4. The result obtained with
the animals of batch 2 to which distilled water
was administered was 11.34 %. While the
cough inhibition percentage of batch 3, batch
having received 20 mg/kg bw  of
dextromethorphan, was 58.76 %. As for that of
batch 4 (lot which received a dose of 250
mg/kg bw of EAA), it was 48.45 %. Finally, batch
5 which received the 500 mg/kg bw dose of the
same extract gave an inhibition percentage of
74.22 %. Comparison of cough inhibition
percentages showed statistically identical
inhibition percentages (p > 0.05) between batch
3, batch 4 and batch 5. However, comparing
batch 3, batch 4 and batch 5 to the control
batch, the difference in the percentage of
inhibition was statistically very significant (p
< 0.01). Generally speaking, the percentage of
inhibition of EAA at the dose 500 mg/kg bw
remained the highest followed
bydextromethorphan which is a reference
molecule at 20 mg./kg bw then EAA at the dose
250 mg/kg bw to finish with distilled water.

3.2 Discussion

Inflammation is a reaction phenomenon
implemented by the organism whenever the
integrity of its morphological and biological
constants is threatened [19]. The injection of
carrageenan into animals causes local
inflammation caused by tissue damage which
results from the action of the prostaglandins and
histamine produced. These mediators increase
the permeability of capillaries in the region. As a
result, exudate escapes from the bloodstream
into the interstitial space. This exudate is the
cause of localized oedema, which in turn
compresses the nerve endings and thus causes
a sensation of pain [20,21]. Carrageenan-
induced paw oedema occurs in two phases.
A phase involving the release of pro-
inflammatory compounds such as histamine,
serotonin and kinins which takes place in the
first hour (T = 1 h) and a late phase due to
an increase in COX-2 and release of PGE2
manifesting after the first hour (T> 1 h) [22,23].
According to Ghedira [24], the reduction in
oedema of the aqueous extract of Asthpadose
could be explained by a probable blockade of
the excitation of the nociceptive afferent nerve
endings of the extract. The activity anti-
inflammatories linked to the presence of
flavonoids in Asthpadosis was shown by
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Baumann and al., in [25,26]. The aqueous
extract of asthpadose acts on inflammation by
reducing prostaglandin. This result could be
justified by the study carried out by Morimoto
and al., [27] who showed that flavonoids acted
on prostaglandins, which are involved in the final
phase of acute inflammation and pain. Uguru
[28] and Hajjaj [29] have shown the effect of
flavonoids in inhibiting the synthesis of
prostaglandins and the effect of tannins in
inhibiting  arachidonic  acid from  anti-
inflammation.

The study of the antitussive activity of
Asthpadose consisted of inducing a dry cough
by exposing rats to the vapor of a liquid
ammonia solution (NH20H, 25%) and treating
them with different doses of EAA in
comparison with dextromethorphan, a
reference cough suppressant. Liquid ammonia
is a cough inducer which causes a reduction
in respiratory amplitudes, this is
bronchoconstriction. [30]. Irritation of RARS
(Rapidly Adapting Receptors or irritant receptors)
[31] causes contractions of the intercostal
muscles. This irritation would be due to the
release of histamine and the formation of other
mediators [31,32]. Histamine causes broncho
constriction,  vasodilation and increased
capillary permeability [33]. During this study, a
significant reduction in the number of coughs in
animals was observed after treatment with
dextromethorphan as well as aqueous extracts
of Asthpadose. The aqueous extract of
Asthpadose could therefore have an action
on the central nervous system, particularly at
the level of the brainstem since, according to
studies carried out by Cantekin and al. [34] and
Gavliakova and al. [35] dextromethorphan
would have a central action on the central
nervous system at the brainstem level. It
stimulates mu and kappa opioid receptors by
depolarization of the vagus nerve. This
depolarization results in an increase in the
cough threshold, leading to a reduction in
cough frequency. The aqueous extract of
Asthpadose therefore demonstrated potential
antitussive power in vivo. Also, Smith [36]
showed that dextromethorphan acts on N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors in the
central nervous system. These results would be
comparable to those obtained in the study
conducted by Jain and al. [18] on Caesalpinia
bonducella in mice. These authors showed that
extracts of this plant have antitussive activity.
These results are also in agreement with those
of Agnero [13] by evaluating the antitussive
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activity of chrysophyllum welwitschiiengl.in rats
and comparing it to that of dextromethorphan.
Also, just like asthma, cough is caused by a
stimulus and this stimulus would be
inflammatory (allergens), mechanical, chemical
(inhalation of gas, smoke) or thermal [37]. It is
therefore probable that the aqueous extract of
Asthpadose reduces the number of coughs by
inhibiting either the inflammatory process or the
nerve impulse responsible for triggering the
cough [38]. Also, according to some
researchers, cough is linked to mixed airway
inflammation involving interactions between
eosinophils and other cells such as neutrophils
[39-42].

4. CONCLUSION

This study is part of the valorisation of medicinal
plants and especially the search for new
molecules from plant extracts. During this
work, the aqueous extract of Asthpadose
(EAA) used showed therapeutic action on
inflammation and cough. Indeed, it would act on
inflammation by inhibiting  prostaglandins,
histamine  and arachidonic  acid  from
inflammation. Also, its antitussive activity would
be linked by its action on the central nervous
system at the level of the brain stem. The
beneficial effect of the Asthpadose tested
would probably be attributable to the bioactive
compounds it contains. These beneficial effects
could also result from its combined action on
prostaglandins, histamine and arachidonic acid
in inflammation. However, additional studies will
be necessary to understand the cellular and
molecular mechanisms linked to these anti-
inflammatory and antitussive activities.
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RESUME

Asthpadose, remede naturel a base de plantes est un phytomédicament utilisé dans le traitement
traditionnel de I’asthme en Cote d’Ivoire. Ce reméde est utilisé aussi dans le traitement des maladies
allergiques, de la constipation et du foie. Malheureusement, des bases scientifiques concernant son
innocuité sont méconnues. L’objectif général de ce travail était de valoriser I’utilisation de 1’ Asthpadose
dans le traitement de I’asthme. L’extrait aqueux de 1’Asthpadose (EAA) a été obtenu par
homogénéisation de la poudre végétale et séché a 1’étuve. Puis les composés chimiques présents dans
cet extrait ont été mis en évidence. Ensuite, les tests de toxicité aigué et subaigugué ont été réalisés chez
les rats. Concernant I’activité antiasthmatique de ’EAA, elle a été effectuée par la détermination de son
activité anti-inflammatoire gréce a la méthode d’induction de 1’cedéme par la carraghénine. Cette activité
antiasthmatique a aussi été évaluée par son action antitussive sur la fréquence de toux induite chez des
rats exposés a I’ammoniaque. Les résultats obtenus ont révélé la présence de composés chimiques
bioactifs (flavonoides, alcaloides, tanins catéchiques, anthocynes et leucoanthocynes) dans ce
phytomédicament. De plus, ils ont révélé que jusqu’a la prises unique de 5000 mg / kg de p.c et
guotidiennes plus de 800 mg / kg de p.c de I’extrait n’ont pas modifié significativement les paramétres
biochimiques (ASAT, ALAT, cholestérol total, triglycérides, Urée et Créatinine) chez les animaux
traités par rapport aux témoins. Ces résultats montrent que 1’ Asthpadose n’a entrainé aucun dommage
des paramétres vitaux (foie, reins et coeur) durant la période d’étude aux doses étudiées. Concernant son
efficacité, 1’Asthpadose s’est révélé plus actif sur les cedémes induits par I’inflammation que le
diclofénac de sodium (molécule de référence anti-inflammatoire) a la dose 500 mg / kg de p.c. Aussi
cet extrait s’est révélé plus efficace que le dextrométhorphane (molécule de référence antitussive) sur la
toux par la réduction de la fréquence a la dose 500 mg / kg de p.c.

Mots cles : Asthpadose, extraits aqueux, Toxicité, dextromethorphane, dichlofenac de sodium

SUMMARY

Asthpadose, a natural herbal remedy, is a phytomedicine used in the traditional treatment of asthma in
Cote d'lvoire. It is also used to treat allergic diseases, constipation and liver problems. Unfortunately,
the scientific basis for its safety is unknown. The general aim of this work was to develop the use of
Asthpadose in the treatment of asthma. The aqueous extract of Asthpadose (EAA) was obtained by
homogenizing the plant powder and oven-drying it. The chemical compounds present in this extract
were then identified. Acute and sub-acute toxicity tests were then carried out in rats. The anti-asthmatic
activity of EAA was determined by determining its anti-inflammatory activity using the carrageenan
edema induction method. This antiasthmatic activity was also assessed by its antitussive action on cough
frequency induced in rats exposed to ammonia. Results revealed the presence of bioactive chemical
compounds (flavonoids, alkaloids, catechic tannins, anthocynes and leucoanthocynes) in this
phytomedicine. Furthermore, they revealed that up to single doses of 5000 mg / kg b.w. and daily doses
of over 800 mg / kg b.w. of the extract did not significantly alter biochemical parameters (AST, ALAT,
total cholesterol, triglycerides, urea and creatinine) in treated animals compared with controls. These
results show that Asthpadose did not cause any damage to vital parameters (liver, kidneys and heart)
during the study period at the doses studied. In terms of efficacy, Asthpadose proved more active on
inflammation-induced edema than sodium diclofenac (the reference anti-inflammatory molecule) at a
dose of 500 mg/kg bw. The extract was also more effective than dextromethorphan (the reference cough
suppressant) in reducing cough frequency at a dose of 500 mg / kg bw.

Key words : Asthpadosis, aqueous extracts, toxicity, dextromethorphan, dichlofenac sodium.



