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AANANT —PROEPOS

Au Burkina Faso, les médicaments disponibles dans les
structures de distribution sont tous importés, rendant leurs prix
de vente aux consommateurs tres élevés . Dans ces conditions,
l’exploitation rationnelle des données de la Pharmacopée
Traditionnelle est incontournable et ce, d‘autant que le Burkina
Faso connait d’éncrmes problemes de santé. Les maladies vy
sevissent de maniére endémo-épidémique, frappant dans la majorité
des cas, les populations infantiles dont le taux de mortalité
est de 133 % (UNICEF,1992).

Parmi les pathologies incriminées, il y a lieu de citer
en téte de liste, les maladies infectieuses, les parasitoses.

Les cas de diarrhée-vomissements observés ces derniéres
années au niveau des Services Pédiatriques du Burkina Faso sont
trés préoccupants. Parml les germes pathrgénes responsables de
ces gastro-entérites, Escherichia coll vient pratiquement en téte
de liste. Sur dix enfants hospitalisés au Centre hospitalier
National Yalgado 0. de Ouagadougou, au moins six souffrent de

diarrhée~-vomissements.

ILes antibiotiques les plus couramment presérits dans ces
affections sont la Colimycine, le Bactrim, 1le Totapen, la
Gentalline. Ces médicaments demeurent dans la plupart des cas
inaccessibles & 1’immense majorité des populations, en raison de

leurs cots élevés.

Fort heureusement, la Tradithérapeutique traite souvent
avec succeés ces gastro—-enterites et c‘est dans ce cadre (de
valorisation de la Pharmacopée Traditionnelle) gque nous avons
choisi 1‘/étude physico-chimique et pharmacologique de Holarrhena

floribunda (G. Don) Dur. et Schinz.



INTRODUICT T ON

En Médecine Traditionnelle de l’Afrique de 1’Ouest, les
écorces de racines de H. floribunda sont préconisées dans le
traitement des maladies dysentériques, parasitaires (KERHARO,
1973).

Les études <chimiques antérieures effectuées sur
Holarrhena floribunda par de nombreuses équipes de recherche,
notamment par R. GOUTAREL et Coll. (1964), ont montreé la richesse
des écorces de tiges et de racines en pri..cipes alcaloidiques de
la série du Conene-5 a laquelle appartient la conessine,
alcaloide majeur des écorces de racines. Les mémes auteurs ont
mis en eévidence Jans les feuilles de cette espéce, des alcaloides
stéroidiques de la série du Pregnene-5 a laquelle appartient
1’/Holaphyllamine.

Parmi ces alcaloides, la conessine a été utilisée avec
succés, en tant gqu‘amoebicide intestinal et tissulaire ; plus
actif que 1l’émeétine (KERHARO, 1973), cet antimicrobien a
cependant été abandonne en raison d’effets secondaires
indésirables : vertiges, insomnies, tremblements, troubles
neurclogiques. Ces effets observés pourraient étre attribués au
surdosage lors des prescriptions ; on peut observer en effet qu’a
1’époque, la pharmacocinetique du médicament n’‘avait pas fait
l’objet d’etude.

Ce travail présente un schéma de production d’extraits
de plante, adaptable a l’échelle semi-industrielle; Holarrhena
floribunda étant recommandé dans la tradithérapeutique des
diarrhées dysentériformes au sens général du terme. L‘activiteé
antibactérienne des extraits alcaloidiques, quasi-négligée
jusqu’ici, est évaluée vis a vis de microorganismes incriminés

dans les gastroentérites



L/’évaluation de l7activite antidiarrhéique
symptomatigue des extraits aqueux (feuilles et écorces de tiges)
a été effectuée par la mise en évidence d‘interactions des
principes chimiques avec l’acétylcholine, neuromédiateur qui
augmente le tonus et le péeristaltisme du tractus gastro-
intestinal.

Les études toxico-pharmacologiques ont été entreprises
a4 partir de différents extraits de la plante, dans l2 but de :

a) tracer le profil pharmacologique des extraits :
effets qualitatifs et gquantitatifs - types

d’effets - organes cibles - doses efficaces ;

b) décrire les conditions de sécurité d’emplol de la
plante : effets toxiques, doses toxiques, marge

d/‘utilisation chez l7animal

c) contréler la matiére premiére (procduit de plante)
utiliseée.

Ces études réalisées en laboratoire (in vivo sur animal
entier ou in vitro sur organe isolé ou microorganisme) ont été
entreprises dans le but de fournir d’importantes informations,
dans le cadre de la sécurité d’emploi avant la premiére

administration de la formulation & l‘’homme.

Un essai comparatif d’efficacité a été realisé entre les
écorces de tiges de différentes stations expérimentales et les
feuilles, en vue d‘une orientation de choix de la partie de la
plante qui serait efficace et moins toxique aux doses

d’utilisation thérapeutique.



Le contrdle chimique (standardisation chimique) constitue
un puissant moyen d’investigation moderne gui permet de proposer
aux conscmmateurs des produits technologiquement fiables. A cet
effet, 1l a été entrepris dans le cadre de notre étude,
l’évaluation de la teneur des principaux constituants chimiques
(potentiellement actifs) d’extraits de la plante. La
spectrophotodensitométrie et la spectrophotocomplexiométrie ont
été mises a profit pour doser a“caloides et dérivés
polyphénoliques présents, identifiés par des réactifs

caractéristiques.

En vue d‘une exploitation rationnelle des sites ou sont
cultivées nos plantes médicinales, ces études ont porté sur des
échantillons de H. floribunda de trois localités différentes ;
le degré d’accumulation des principes actifs étant en étroite
corrélation avec les facteurs climatiques et édaphiques du milieu
ol se développe la plante et avec l’agrotechnique utilisée.



dexre PARTIE :: GENERALITES

{Travaux antérieurs)
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Le genre Holarrhena appartient a la tribu des Alstoniées
et 4 la sous tribu des Holarrheninées, & la famille des Apocynacées
(BROWN, 1809).

La famille des Apocynacées est subdivisée en trois sous
familles : la sous famille des Cerberoidées, celle des Echitoidées
et celle des Plumériocidées (PICHON, 1948 ; BISSET, 1958).

Le genre Holarrhena appartient a la sous famille des
Plumérioidées gqui est celle des plantes riches en alcaloides
indoliques . Cette sous famille est caractérisée par des antheéres
libres et non appendiculés, des carpelles distincts et une graine
nue. Le fruit est une baie ou une drupe. Holarrhena floribunda fait
exception car plutdét riche en alcaloide: stéroidiques et possédant
des graines enfermées dans des follicules.

Le genre Holarrhena comporte plusieurs espéces originaires
d’Afrique Tropicale ou d‘Asie. Il est subdivisé en deux sections
(CHEVALIER, 1938 ; PICHON, 1948 ; BISSET,1958):

- La section Euholarrhena A.D.C caractérisée par un calice
aux lobes glanduleux comportant plusieurs espéces dont deux sont
africaines : H. febrifuga Kl. et H. congolensis Staff. Les autres
sont asiatiques : H. éntidysenterica (Roxb) Wall., H. mitis R.Br.,
H. angustata Pierre, H. curtisii King et Gamble, H. crassifolia

Pierre.

- La section Alepis A.D.C est caractérisée par des lobes
du calice non glanduleux. Elle n’est représentée que par une seule
espeéce d/Afrique Tropicale : Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et
Schinz. (incl. H. Wulfsbergii ; H. africana).



Pour CHEVALIER, le genre Holarrhena ne regroupe qd'une
seule espéce : Holarrhena floribunda Dur. et Schinz. Cette espeéce
subirait des variations morphologigques considérables selon les

microclimats.

SCHMIT (1950) subdivisait ce genre en guatre espée-
ces : Holarrhena congolensis Stapf, H. wulfsbergii Stapf,
H. ovata A.D.C et Holarrhena floribunda (G.Don) Dur. et Schinz.

Pour Pichon, H. wulfsbergii, H. floribunda et
H. africana A.D.C sont les mémes.

Holarrhena floribunda (G.Don) Dur. et Schinz., espeéce
ouest africaine, est rencontrée du Sénegal au Zaire
(LEPESME, 1948 ; CHEVALIER, 1948 ; DE KRUIF, 1981) en passant par
le Burkina Faso. C’est une espéce assez polymorphe. Elle se
présente comme un arbuste pouvant atteindre 6 m de haut dans les
galeries forestigéres sur les sols hydromorphes limono~sakleux et
comme un arbrisseau de 1 a 2 m de haut dans les savanes sur les

sols ferrugineux, limono-sableux (GUINKO, 1984).

En dépit des polymorphismes présentés en fonction des
microclimats, l’espéce Holarrhena floribunda est une plante qui
produit un latex blanc et porte des feuilles opposées. Le limbe est
ovale elliptique, long de 10 a4 15 cm, large de 4 a 6 ¢cm, plus large
en général dans le tiers inférieur, base en coin court, souvent
disymétrique, sommet en pointe acuminée. Il porte 8 & 10 nervures
latérales. Le limbe est inserré sur le rameau par un pétiole court
de 3 a 4 mm. Les fleurs blanches et parfumées se présentent en
corymbe axilliaire. Les fruits sont composés de deux follicules
linéaires jumelés, longs de 30 a 40 cm et larges de 7 mm (BEHRAUT,
1971).
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Le genre Holarrhena est connu depuis l’antiquité dans
1’Est asiatique, no*amment en Inde oU 1l‘espéce Holarrhena
antidysente.lica st exploitée pour ses propriétés antidysen-
tériques.

HAINES (1865), isola des écorces de racine de cette
plante un alcaloide impur, non cristallisable, résineux et tres
aner auquel il donna le nom de conessine. Dés lors, cette plante
présentait un regain d‘intérét. Ses écorces et graines furent
l’objet de nombreuses études chimiques. Parmi les travaux les plus
fournis on peut citer ceux de BERTHO (1944), et de GOUTAREL
(1964).

Plus tard, JANOT, GOUTAREL et Coll (1970) ont isolé des
feuilles de nouveaux produits, les aminoglycostéroides :

holantosines, holarosines.

Les autres espéces asiatiques (H. mitis, H. crassifolia)
ont également fait l’objet d’études chimiques approfondies dans
lesquelles se sont illustrés GOUTAREL et son équipe.

Les premiers travaux sur Holarrhena floribunda
(G. Don) Dur. et Schinz. ont été entrepr 5 par FAUST et
HABICH (1878) qui retirerent des écorces de tronc un a’caloide dont
l’étude physiologique fut confiée a KEIDEL et la purification
réalisée par POLSTORFF et SCHIRMER (1886) qui l’identifiérent a la
conessine. La présence de conessine fut confirmée par plusieurs
chercheurs dont ULRICI (1918), GiENSA et HALBERKAN (1918), BROWN

(1922).

PARIS (1938) étudie les écorces du Séoulou ( Holarrhena
floribunda) en provenance du Sénégal. Il obtient des teneurs en
alcaloides totaux plus élevées dans les écorces de racines (environ

2 %) que dans les écorces de tiges (0,8 a 1,5 %).
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SCHMIT (1950) reprit les travaux de PARIS et confirma les
résultats de celui-ci. Elle démontra la présence d’autres
alcaloides dans les écorces de Holarrhena  floribunda :
isoconessimine, conessimine, conkurchine, holarrhénine,
holarrhimine. A la fin de ses travaux, elle conclut gque la teneur
en conessine dans les écorces de H. floribunda est de l‘ordre de
50 % des alcaloides totaux tandis que dans H. aantidysenterica cette
proportion n’‘est que de 20 a 30 %

Des extractions d‘alcaloides totaux ont été faites a
partir des feuilles de H. floribunda (PARIS, 1942 ; SCHMIT, 1950).
Les teneurs obtenues varient de 0,06 a 0, 15 % avec des traces de
conegssine. Dans les graines, 1ils ont trouvée 0,25 a 0,45 %
d’alcaloides totaux. L’étude des feuilles a été approfondie par
JANOT, CAVE et GOUTAREL (1959). Elle a conduit & l’isolement et a
la détermination de «c¢ing nouveaux alcaloides : holamine,
holaphyllamine, holaphylline et, en collaboration avec LEBOEUF
(1969), holaphyllamidine et holaphyllidine.

LEBOEUF (1969) a mis en évidence dans les feuilles de
H. floribunda la présence de progestérone. Par la suite, BENNET.
et coll. (1966) ont mis en évidence la filiation biogénétigue de
cette hormone & partir des stéroides =2mineés tels que l’holaphyl-
lamine, par l’intermédiaire de la prégnénoclone et qu’il existe
un systéeme enzymatique permettant la désamination de 1l’'amine

stéroidique en l’alcool correspondant et inversement.

Deux alcaloides oxygénés : l’holafrine et l’holarrhétine
furent isolés des écorces de H. Floribunda (ROSTOCK et SEEBECK,
1958). Puis un examen systématique des alcaloides des ecorces fut
entrepris (JAROT et coll, 1967), examen gui a permis d’isoler a
1l’/état pur onze alcaloides stéroidiques. Les écorces de H.
floribunda constituent actuellement la principale matiére premieére
pour 1l’extraction, non seulement de la conessine mais aussi de
l’holarrhénine, stéroide particulierement intéressant par sa

fonction alcool 128.
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- Bases stéroidiques dérivées du conane {rencontrées
dans les écorces de tiges et/ou de racines)

1. Conessine
2. Isoconessine
3. Conamine

4. Conessimine
5. Conimine

6. Conkurchine
7. Holarrhénine
8. Holarrhéline

9. Holafrine

10. Holarrhétine
11. Holadiénine
12. Holarocmine
13. Holaline

e

s

»e

[} (3]

e

diéthylamino ~ 3Ba*
méthylamino - 33a°
amino - 3Ba°
dimeéthylamino - 3Ba® N-démeéthyle
méthylamino - 3Ba® N-déméthyle
amino 38 N-deméthyl diéne 5,18 (N)
diméthylamino -~ 38, hydroxy- 12Ra°
méthylamino ~33, hydroxy - 1  Ba°®
diméthylamino =38, pyrotéréboxy - 12B°
deméthyle
diméthylamino - B pyrotéréboxy - 128a%
diéne 1,4 one 3
méthylnorconatriéne

diméthylamiio = 38 hydroxy Sa

(14. Conarrhimine : amino - 3Ba® N- déméthyle) dans les
graines.
- Bas i T
{(rencontrées dans les feuilles)
Funtumine : 3a amino 5a pregnane 20 ohe

Irediamine A
3. Holarrhimine

Holaphylline
5. Holaphyllamine

Holamine

-
.

Méthylholaphylline:

8. Holaphyllinel
9. Holaphyllidine

diamino - 3B, 20aa®

diamino - 3B, 20aa® ol-18
méthylamino - 3B one 20a°

amino - 38 one 20a°

amino - 3a one 20a°
diméthylamino = 38 one 20a°
méthylamino - 38 hydroxy - 208a®
éthylamino - 3B hydroxy - 208Ba°

10. Dihydroholaphylline: aminc =~ 3B one - 204°

- Base non stéroidigue dérivée de 1’adénine

Triacanthine : diméthylallyl - 3 adénine.
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CONFIGURATIONS STEREQCHIMIQUES DES PRINCIPAUX ALCALOIDES

DE HOLARRHENA FLORIBUNDA

o ~ ! R = Ry = Rz = CHz __._.._.Conessine
]
W . .
R =1 R -4 H M R — H.._....... C
z - 2 | 2 CHy 3 onessimine
1ol
3 Rl = H ; Ro= Ra= CHx_.___lsoconessimine

Twz < | 2 3 3
(& (¥

w
L-‘-J = - = HeowoCa T
z 4 Ry = Rp [a Rz CHx qngmine
tad
a L 5 R; = 93 = H i Rz = CHz___._Conimine

T —— Ry = Rz = H —mm e 2mm=- Holaghyllamine -

o .

- 3 T Riy= H,; Rp= CHg L _-aa Holaphylline

w4 < | |

=& 5 8 R = Rz = CH3y oo oa-- Methyl Holophylline
w8 R _

W 9 R= Ry = Mo . Holamine (3 .0¢ N Ag )
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< - TUDE : O 7

Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et Schinz est
prescrite en médecine traditionnelle comme antidysentérique,
fébrifuge et diurétique. Le macéré des écorces de racines est
indiqué dans le traitement des entéralgies (KERHARO, 1973) tandis
que le décocté est 1indiqué per os contre les parasitoses
intestinales, la blennoragie, l’ascite, la stérilité. Le décocté en
boissons et en bains est également conseillé durant toute la
gestation chez les femmes sujettes aux avortements. L’écorce est
fébrifuge et serait un succeédané de la quinine. Le jus des feuilles

serait hémostatique dans les coupures graves.

La teinture de racines s’est révelée peu toxique pour le
cobaye, par voie sous-cutanée tandis que la drogue totale permet
d’observer un effet fébrifuge (hypothermisant} et hypotenseur
(PARIS,1950).

SCHMIT (1950), travaillant parallelement sur les écorces
d’échantillons du Sénégal, de Guinée et du Togo a montré la
toxiciteée de la drogue totale sur les paramecies, les daphnies a de
treés faibles concentrations. Chez les poissons rouges, elle a
observé une perte d‘équilibre. Sur les souris blanches, elle a
démontré que les écorces de tiges sont moins toxig.es que les
écorces de racines et les graines, moins toxiques que les écorces

de tiges.

Les chlorhydrates d’alcaloides totaux présentent une forte
toxicité pour les protozaires (PARIS, 1938 ; 1942) ; & la dilution
de 1p.100 000 on observe la mort des paramécies en 15 mn et a la
dilution de 1 p.20 000, en S mn.

Par contre ils sont peu toxiques pour le cobaye par voie
sous cutanée, mais par volie intraveineuse et a forte dose (0,02 g
a 0,03 g/kg) on observe des signes d’intoxication cardiaque

(arythmie, dissociation auriculo-ventriculaire).
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Traitant des amibiens avec des pilules d’extraits totaux
a 0,05 g d’alcaloides totaux, CROSNIER et coll (1948), apres
échelonnement du traitement sur trois semaines (une semaine 8
pilules par jour, une semaine de repos médicamenteux et une semaine
de reprise de traitement), constatent pour 13 malades itteints de
dysentérie aigle la disparition des amibes dans 9 cas ; pour 6
malades atteints de coliques avec présence de kystes, la
disparition totale des kystes.

Les alcaloides isolés a 1’état pur a partir de différentes
espéces de Holarrhena ont été étudies pharmacologiquement par de

nombreux chercheurs.

En thérapeutique humaine, la conessine peut étre
administrée par vole buccale en cachets ou comprimés sous forme de
chlorhydrate ou de bromhydrate officinal, ce dernier sel étant
mieux toléré. Le traitement pour l‘adulte consiste 4 prescrire
0,50 g par jour pendant 4-5 jours puls a diminuer progressivement
les doses en échelonnant la cure sur 15-20 jours, la dose totale
étant de l’ordre de 5 g (TANGUY, ROBIN et RAOUL, 1948). Ces
chercheurs ont obtenu des succées dans le traitement des amibes et
de leurs kystes. Les résultats obtenus sont au moins eéquivalents &
ceux de l’émétine et du stovarsol.

Des reésultats satisfaisants avec la conessine furent
également obtenus par PIETTE (1948) a 1‘Hdopital de la Pitie a
Paris, par CROSNIER et coll.(1948) a 1‘Hépital militaire du Val-de~-
Grdce a Paris, pa - LAVIER et coll.(1948).

Dans le traitement d’amibiases hépatiques, SOULAGE et
PORTE (1950), de méme gue CROSNIER et coll. ont egalement obtenu
des résultats satisfaisants.

En 1949, Médecine Tropicale, Revue du corps de santé
colonial frangais consacrait un numéro spécial au traitement de
l'amibiaSé par'la'conessine. SIGUIER et coll. (1949) donnent dans
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la méme revue une étude expérimentale comparative de 1. conessine

et de l’émétine.

Mais tous les cliniciens ayant pratique la
conessinothérapie s’accordent pour reconnaitre gque malgré sa
toxicité relativement faible, elle peut provoguer des incidents
neuro-végeétatifs sensoriels ou neurologiques (vertiges, insomnies,
agitations, angoisses, délires). Mais ces incidents sont rares et
surviennent plutdt chez les sujets prédisposés (TANGUY, 1948 ;
CROSNIER, 1948 ; PIETTE, 1948) ; ce qui se prodult aussi avec
d’autres médications. Ces incidents peuvent du reste étre prévenus
par l’administration concomittante de gluconate de sodium,
d’antihistaminiques et au besoin de barbiturigques. Neéanmoins,
indique Lavier, la conessinothérapie nécessite une surveillance
médicale attentive. Elle a finalement éeété abandonnée au profit de

l’émétine qui conservait la faveur des médecins traitants.

Cependant, le bromhydrate d’amino-oxyconessine proposé en
1952 par Crosnier, aussi actif et mieux toléreé que la conessine,
pourrait permettre d‘envisager d’étendre les indications de cette
derniére et d’envisager un traitement ambulatoire, également
possible d’ailleurs avec les extraits totaux d‘H. floribunda
(CROSNIER, 1952 ; CAVIER, 1959).

Ces travaux précités n’ont pas éteé poursuivis et
l’utilisation thérapeutique actuelle de la conessine se retrouve
surtout par voie externe dans les vaginites et urétrites a

Trichomonas ainsi que dans les leucorrhées (GODET, 1950).

D’autres principes actifs ont été isolés : Conkurchine,
Holarrhénine, Holarrhimine, Holaphylline, Holaphyllamine et
Holamine (GOUTAREL, 1964). Ces alcaloides sont pour la plupart des
hypotenseurs, des dépresseurs du systéme respiratoire. Ils ont un
effet spasmolytique. Les DL 50 obtenus avec les alcaloides du type
conane sont compris entre 28 et 30 mg/kg p.c. (KERHARO, 1973).
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2 PARTIE = MATERIEIL. ET METHODES
(Travaux personnels)
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A — CHIMTE

Parmi les substances naturelles qu’‘une plante élabore,
toutes n’intéressent pas au méme degré le pharmacodynamiste. Dans
le cadre de ce chapitre (étude chimique), nous nous intéresserons
surtout aux principes chimiques actifs sur le plan pharmacologique
et, par conséquent responsables de l’activite en thérapeutique. Ces
substances naturelles renferment des groupes chimiques trés divers

(alcaloides, flavoncides, saponosides, stérols...).

L/’étude des groupes les plus actifs du point de vue
physiologique, comme les alcaloides, saponosides, tanins, etc...,
sera développée, notamment en ce qul concerne l’‘extraction, la
caractérisation et le dosage. Différentes méthodes de dosage
chimiques sont mises & profit dans le cadre de la standardisation
chimique de produits & base de plantes.

La chimie a également été mise a profit pour l‘’évaluation
de la teneur en un des constituants majeirs de la plante étudiée.
Cette étude a porté sur des échantillons de sites différents
(stations expérimentales de culture) du point de vue des conditions
climatiques, édaphiques.

1. Extraction des principes chimiques des écorces de tiges

et des feuilles par décoction ~lycgphilisation

a)- téri e sactifs

- matériel veégetal

feuilles

écorces de tiges : provenant des pieds obtenus a partir de
plantules prélevées sur site naturel en juin 1983 des galeries
forestieres du Houet (Dindéresso au Nord de Bobo-Dioulasso). Ces
plantules ont été mises en culture sur trois sites distincts du

point de vue de la nature du sol et du microclimat environnemental.
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Il s’agit des stations expérimentales de culture de 1/IRSN a
Farako-Ba (15 km a l‘’Ouest de Bobo-Dioulasso), a Gampéla (15 km a
1/Est de Ouagadougou) et au CNRST (forét classée en plein centre de

Ouagadougou) .

- Eau distillee

- Entonnoir

- Coton et papier filtre
- Centrifugeuse

- Lyophilisateur
b)- Méthodes

50 g d‘’écorces de tiges (Station Farako-Bad) finement
pulvérisées ont été mises dans 250 ml d‘’eau distillée puis portées
a ébullition pendai.c 10 minutes. Le décocté obtenu a été filtré sur
coton puis centrifugé avant d’étre passé sur papier filtre. Cette

opération a été reprise deux autres fois de suite avec le marc.

Les filtrats reéunis ont été lyophilisés pour une plus

longue conservation.

D’autres extractions ont été effectuées avec 150 g et

65 g des deux autres stations (voir tableau des résultats 1 p.56).

Avec les feuilles, l’extraction des principes chimiques
par décoction a été effectuée avec des échantillons de Farako-Ba.
Les filtrats obtenus dans les mémes conditions que précédemment ont

été lyophilisés (voir tableau 2 p.56).

La teneur en lyophilisat dans les différents cas a été

déterminée.
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2. Screenjing chimique

- Screening chimique du décocté d’écorces de tiges

Ce screening a eteé effectueé dans le souci de vérifier la
présence apres decoction de certaines molécules susceptibles d’étre
a l’origine de l’activiteé antimicrobienne ou de ijouer un rdle dans
la conservation d’une formulation galenique. A cet effet, il a été
mis en évidence la présence de groupes de principes chimiques qui
sont : tanins, sucres reéducteurs, saponcsides, alcaloides.

a)- Matériel et réactifs

- tubes a essal
- matiéres premiéres (lyophilisats de decoctes)
~ liqueur de Fehling (solutions A et B)

- Fe Cl,

-~ acide acétique 5 %

- réactifs de Dragendorff et de Mayer.

b)- Méthodes

- Sucres réducteurs : 1lml de décocté a été dilué dans 2 ml d’eau et
porté a ébullition en présence de 1 ml de liqueur de Felhing. La
présence de sucres réducteurs est matérialisée par la formation

d’un précipité rouge brique.

- Tanins : 1 ml de décocté est dilué dans 2 ml d’‘eau et additionné
de 3 gouttes d‘une solution diluée de Fe Cl,. La présence de tanins
galliques est indiquée par l’apparition d‘une coloration bleue et
celle de tanins catéchiques par la coloration noir-verdatre.
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- Saponosides ( hétérosides stéroliques)

2 ml de décocte dilue avec de l‘eau distillée (1:1) sont agités
dans un tube a essai pendant 15 minutes. L’apparition d‘une colonne
de mousse d’au moins 1 cm de haut persistant pendant 15 minutes
indique la présence de saponosides. Cette réaction est confirmée
par celle de Lieberman-Buchard.

- Alcaloides s : 1 ml de décocté a été acidifié avec 0,5 ml
d’une solution d’acide acétique 5 % . La présence d’alcaloides sels
est revélée par l’apparition d’un précipité jaune orangé avec le
réactif de Dragendorff et d’un précipité blanc cailloté avec le
réactif de Mayer.

(Voir résultats p.57)

- cgéenigg chimique complet des écorces de tiges

L’extraction et l’identification des groupes de principes
chimiques ont été effectués avec des soclvants de polarite
croissante (chloroforme, éthanol, eau). Les reésultats sont consi-

gnés dans le tableau 3 p.58

3. Extraction des alcaloides totaux des écorces
de tiges a partir d’échantillons des stations
de 2 Fa -Ba, C et e euille
Préparation de chlorhydrates

a)- Matériel et réactifs

- matiere premiére : échantillon de Farako Ba,
de Gampéela et du CNRST

- soxhlet - cartouche - coton

- papier filtre (Whatman n’1)

- entonnoir

- évaporateur rotatif

- acide sulfurique 5 % - aclide acétique 5 %

- chloroforme
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- chlorure de méthyléne

- ammoniaque 2% %

- acetone - acide chlorhydrique 37 %, éthanol
- chlorure de sodium.’

b)- Méthodes

bl. Extraction des alcaloides totaux & partir des

» &

o - chlo drates

- Extraction

100 g de poudre fine d’écorces de tiges de Holarrhena
floribunda (Station Farako-Ba) ont été alcalinisés avec
100 ml d’ammoniaque 12,5 % et laissés sous agitation magnétique
dans 1 1 de chloroforme pendant 15 H de temps. Aprés filcration sur
coton, le marc est repris avec 500 ml de chloroforme et laissé sous
agitation pendant 30 minutes. Cette derniére opération est repetée
jusqu‘’a Mayer négatif. Les filtrats obtenus ont été réunis et
concentrés dans un évaporateur rotatif. Les alcaloides sont ensuite
extraits sous forme de sels par de l’acide sulfurique 5 % jusqu’a
Mayer négatif puis sous forme de bases par du chlorure de méthyléne
en milieu fortement alcalinisé par de l’ammoniaque 25 % . L’extrait
chlorométhylénique a ensuite été lavé abondamment a l’eau, jusqu’a
neutralité, séché sur du sulfate de sodium anhydre et filtré sur du
papier Whatman n’l (séparateur de phases). Tire a sec, le filtrat

laisse un résidu constituant le totum alcaloidique.

Les extractions des alcaloides totaux ont eté effectueées a
partir des écorces de tiges prélevées sur toutes les trois (3)
stations expérimentales (voir tableau 4 p.59}.

Chaque extraction a été répetée au moins 3 fois.
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- Préparat: on de chlorhydrates d‘alcaloides totaux

600 mg de totum alcaloique ont été dissous dans une quantité
suffisante d‘acétone. Par barbotage de vapeurs d’acide
chlorhydrique (Na Cl + H,S0O, provoque la formation de vapeurs de
HCl) dans la solution acétonique, des chlorhydrates d’alcaloides,
de couleur blanc-laiteux se forment et précipitent. L’opération est
arrétée aprés l’obtention d’un pH franchement acide.

Le précipité est filtré sur papier Whatman n’'l et rincé a
l’acétone jusqu’a pH neutre du filtrat. Du fait de leur
hygroscopie, les chlorhydrates obtenus ont été séchés a l‘étuve
(enceinte close) a 50° C. Cette opération a été reprise avec
différentes quantités de totum alcaloidique.

b2. Extraction des alcaloides totaux des feuilles
de ola loribun - aration de
chlorhydrates

- Extraction

Deux techniques ont été adoptées. La premiere est celle
classique effectuée & partir de 520 g de poudre. Le protocole est
le méme qu’avec les écorces de tiges. La deuxiéme technique adoptée

est la suivante

100 g de poudre de feuilles (Station Farako Ba) ont ete
alcalinisés par 100 ml d‘ammoniaqué 12,5 % puis additionnés de
700 ml de dichlorométhane et placés sous agitation pendant 15
heures. Aprés filtration sur coton, l‘extraction a été poursuivie
avec plusieurs fractions de dichlorométhane jusqu’a Mayer négatif.
Les phases organiques réunies ont été concentreées a environ 100 ml
et additionnees de 200 ml de méthanol-acide aceétique (180:20).
Cette phase, aprés concentration, a ete diluee par 500 ml d’eau. On

laisse décanter pendant 15 heures avant de procéder a la filtration
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sur papier filtre Whatman n°l et au séchage en enceinte close a
50°C (voir tableau 5 p.60).

- Préparation de chlorhydrates

Les acétates d’alcaloides totaux obten's ont été
décomposés dans du dichlorométhane en présence d‘’ammoniaque. La
phase chlorométhylénique, tirée a sec, a donné un résidu constitué
d’alcaloides bases. Ce résidu a été dissous dans un peu d’éthanol.
L’addition de chloroforme puis d’éther a permis la cristallisation
par barbotage de vapeurs d‘’acide chlorhydrique.

4. i j idigque en ¢ ssine

a)- Matériel et réactifs

- matiére premiére = totum alcaloidigque

- réfrigérant a reflux - évaporateur rotatif
- ballon de 250 ml a fond rond et col rode

- acide formique

- formaldeéhyde 40 %

- eau distillée

- soude en pastilles

- éther de petrole

- réactif dé Mayer ou de Dragendorff

- acetone

1,5 g de chlorhydrates d’alcaloides totaux ont eté mis en
chauffage & reflux pendant 4 heures dans 33,5 ml d‘acide formique
et 33,5 ml de formaldéhyde a 40 % . Apres refroidissement,
1’extrait a été dilué avec 50 ml d’eau puis alcalinisé avec 10 g de

soude dissous dans 5 ml d’eau.
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L’extraction des bases a étéd faite a 1l’éther de pet ole jusqu’a
Mayer negatif, suivi d‘un tirage a sec a l‘évaporateur rotatif. Le
résidu obtenu a été dissous et cristalliseé dans l’acétone par un
barbotage de vapeurs d’acide chlorhydrique. Le précipité obtenu a
ete filtré et séché, la teneur moyenne en conessine détermineée.
(Voir résultats p.60).

»

e S o tes
a)— Matériel et réactifs

- totum alcaloidique

- acétone

-~ acide oxalique

- chlorure de meéthyléne

- ammoniaque 25 %

- eau distillée

- sulfate de sodium anhydre
- papier filtre.

b}~ Méthodes

30 mg de totunm élcaloidique ont été dissocus dans de
l’acétone et transformeés en oxalates par addition goutte a goutte
d’acide oxalique. Le précipité obtenu est décomposé dans du
chlorure de méthyléne en présence d/ammoniaque 25 % . L‘’oxalate
ammonigue précipite. La phase chlorométhylenique renfermant les
alcaloides bases est récupérée et lavée abondamment a 1l‘eau
(l7acide oxalique étant trés toxique) puis secheée sur du sulfate de
sodium anhydre, filtrée et tirée & sec. Les chlorhydrates
d’alcaloides totaux purifiés sont alors soumis a une

chromatographie sur couche mince. (voir p.6l).
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6. Dosa alolde e t

a)- Matériel et réactifs
~ matiéres premieéres

. tota alcaloidiques obtenus a partir de 3 échantillons
provenant de chacune des stations expérimentales (Farako-B3,
Gampela, CNRST).

. echantillons de chlorhydrates d‘alcaloides totaux
méthylés (Station Farako-Ba).

. échantillons de 1lyophilisat de décocté (Station de
Gampela).

. échantillons de poudre d’écorces de tiges (Station de
Farako-Ba).

- dihydroxyde de calcium

- eau distillée

- méthancl

- conessine base de référence

- solvant de migration : acétate d’éthyle - hexane -
diethylamine dans les proportions 74 - 24 = 6

- acide aceétique

- réactif de Dragendorff pour immersion :

bismuth sous nitrate . 30 mg
iodure de potassium : 700 mg
acide acétique glacial : 7 ml

s

. eau distillee 3 ml
acétate d’ethyle : 50 ml
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- spectrophotodensitométre Shimadzu CS 930 high speed TLC
Scanner

- plaque silica gel 60 F 254 TLC

- micropipette de 1 mcg

- centrifugeuse

- évaporateur rotatif

- cuve a chromatographie

- étuve

- cuve a immersion

- sgectrophotometre U.V.

b)- Méthodes

La teneur des différents échantillons en alcaloides dont
notamment la conessine est déterminée a 1l‘’aide d’une courbe étalon
obtenue avec différentes concentrations de conessine base de
réeférence.

Cb solution mére = 0,5 mg de conessine base/ml de

méthanol
T4 = 4 ml de solution mére + 6 ml de méthanol
T6
T8

(voir tableau 6 p.61).

6 ml de solution mére + 4 ml de méthanol

8 ml de solution mére + 2 ml de méthanol

Les chlorhydrates d’alcaloides totaux et les lyophilisats
de décocté sont dissous dans de l’eau et leur teneur en conessine

déterminée (tableaux 7, 8, et 9 p.62 et 63).

Avec la poudre d’écorces de tiges, le procedé adopte est

différent. Dans un tube & centrifuger, on introduit respectivement:

100 mg de l’échantillon
10 mg de Ca (OH)2
0,2 ml d’eau distillée

+ + + +

5 ml de méthanol.
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Le tube est bouché, agité pendant S minutes et soumis a une
centrifugation. Le surnageant est récupéré dans un ballon. Cette
opération est reprise trois fois de suite avec 5 ml de méthanol. Le

surnageant, tiré a sec, laisse un résidu qui est dissous dans de
guantites variables de méthanol .

Sur la plaque Silica gel 60 F 254 TLC (20x10 c¢m) chagque
témoin est dépcsé 2 fois et chague extrait 3 fois. Le volume déposé
a chaque fois est de 1 mcl, avec une micropipette. La plague est
ensuite plongée dans la cuve & chromatographie ol on laisse le
solvant de migration migrer jusgu‘a une hauteur de 8,5 cm. Elle est
alors retiree et séchée a l’étuve pendant 2 heures a 105°C.

Aprés refroidissement, la plagque est plongée dans une cuve
a4 immersion renfermant du Dragendorff (pour immersion) pour une
dureée de 40 secondes environ. Séchee a la température ambiante du
laboratoire (envircn 25° C) elle laisse apparaitre des spots de

couleur orangeée (fig. 1 p.64).

La mesure des densités des spots est faite au

spectrophotodensitométre Shimadzu CS 930 high speed TLC Scanner.

La plaque est recouverte avec du verre transparent pendant

les mesures en vue de stabiliser le fond de la plaque.

Un tracé spectral permet de retenir la longueur d’onde
maximale pour le dosage. Pour cela,un spectre d’absorption est
tracé a partir du fond de la plaque avec des longeurs d’onde X
allant de 370 a 700 nm. La différence est lue par rapport a un spot
de référence aux mémes longueurs d’onde. Ce spectre de diffeérence
permet de déterminer la longueur d‘onde a laquelle 1’absorption du
faisceau lumineux est maximale. C’est a cette longueur d’onde que
se font tous les dosages spectrophotodensitométriques
(fig. 2 p.66).
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Afin de s’assurer que dans les différents extraits, les
spots de meéme Rf (facteur de rétention) que la conessine base de
référence correspondent effectivement a ceux de la conessine et
afin d’en évaluer le degré de pureté, nous avons deéterminé des

spectres d’absorption & partir de ces différents spots (fig. 2 p66)

La spectrophotométrie a également été mise a profit pour
identifier la conessine. Les spectres d’absorption dans 1’U.V.
visible ont éeté tracés avec la conessine base de référence, le
totum alcaloidique et 1le mélange totum + alcaloide base de
reférence (voir fig.3 p.67).

Un balayage vertical de la plaque a été effectué avec le
totum alcaloidique des écorces de tiges prélevées dans chacune des
stations expérimentales (voir fig. 4 , 5 et 6 p.68) afin de

déterminer les pronortions relatives de ces différents alcaloides
dans le totum.

7. Extraction et dosages des_ composeés
polyphénoliques d’écorces de tiges selon
la méthode de RIBEREAU et GAYON (1968 ),
BAILLEUL.(1980)

- Extraction
a)- Matériel et réactifs
- matiére premiére : poudre d’écorces de tiges

alcool a 80°

ballon a fond rond et col rodé

refrigérant a reflux

papier filtre

évaporateur rotatif

fiole jaugée.
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b)- Méthode

5 g d’écorces de tiges finement pulvérisées ont été mis
dans 100 ml d’alcool a 80° -et portées & ébullition pendant 45
minutes sous réfrigérant a reflux. Aprés filtration sur papier
filtre, le marc est a nouveau épuisé dans les mémes conditions.
L’épuisement est arrété quand le test de caractérisation est

négatif.

Les solutions alcooliques sont réunies et évaporées sous
pression réduite jusqu’a sicciteé. Le residu est repris avec 80 ml
d’alcool a 60°. La solution est filtrée puis ajustée a 100 ml dans

une fiole jaugée.

- Dosage complexiométrigue

Eriﬁéﬁpe : La teneur en flavcnoides totaux de la drogue est estimée
éﬂ&béiement par formation d‘un complexe flavonoide-zirconium selon
Hapsel. La coloration jaune obtenue, stable en milieu tamponne,
pé;met d’évaluer par spectrophotometrie U.V. la teneur en
fléyonoides de l’échantillon par rapport a une solution témoin de
futoside.

o a)- Matériel et réactifs

- solution flavonique

- oxychlorure de zirconium

- rutoside

- solution tampon: (acétate de sodium : 27 g
(acide acétique glacial : 24 ml
( eau distillée gsp : 200 ml

- alcool a 50°

- spectrophotomeéetre

- tubes & essai
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b)- Méthodes

A 0,1 ml de la solution flavonique, sont ajoutés 5 ml de
solution tampon et 1 ml de solution aqueuse d’oxychorure de
zirconium & 3 % (P/V). Aprés 15 minutes, la densité optique (D.O)
est mesurée a 400 nm par rapport & une solution témoin dans

laquelle l’oxychlorure de zirconium a €té remplacée par 1l‘eau.

La teneur en polyphénols est obtenue par reférence a une
courbe d’étalonnage établie pour des concentrations de rutoside
allant de 0 a 50 mcg/ml. Les résultats sont exprimés en grammes de
rutoside pour 100 g de matiere séche (voir tableau 10 p.71).

- Dosage par oxydation

+ par le réactif de Folin-Denis

Principe : Le réactif de Folin-Denis est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H,PW,.0,,) et dfacide
phosphomolybdique (H,PMo,;0,,) qul est réduit lors de l’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W.0,;) et de
molybdéne (Mo,0,,) ; la coloration produite (absorption maximale
comprise entre 725 et 750 nm) est proportionnelle aux taux de
composés phénoliques. Cette réaction sert de dosage des composes

phénoliques totaux .
a)- Matériel et réactifs

- extrait & doser
- aclide tanique
- tubes & essal

- spectrophotometre.
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b))~ Méthodes

Le réactif de Folin - Denis est préparé en mélangeant
750 cm’ d’eau, 100g de Na.WO,, 2H.0, 20g d’acide de phosphomolybdique
et 50 cm’d’acide:phosphorique. On chauffe sous reflux pendant 2h
et, aprées refroidissement on compléte a 1000 crm’.

On utilise également une solution de carbonate de sodium
prépareée en dissolvant a4 70 ou 80°C, 35 g de Na.CO, anhydre dans
100 ml d’eau ; aprés reefroldissement pendant 10h, on provogque la
cristallisation dans la solution sursaturée en ajoutant un cristal
de Na,CO,, 10h20. Aprés cristallisation, on filtre sur laine de
verre. !

Pour effectuer le dosage, on part d’une prise d’essai de
1,5 ml contenant approximativement 0,1 & 1 mg de composés
phénoliques que 1l’on place dans une fiole jaugé: de 50 ml,
contenant environ 37,5 cm’ d’eau. On rajoute 2,5 cm’ de réatif de
Folin - Denis et 5 cm’ de la solution de Na,C0,. On dilue ensuite
avec de l’eau jusqu’a 50 cm’. Aprés agitation, on détermine la
densité optique a 730-760 nm sous 1 cm d‘épaisseur. On peut
exprimer le reésultat en milligrammes par litre d’acide tanique, en
comparant avec une courbe étalon piéparee a partir d’une solution
de référence, obtenue en dissolvant 100 mg d‘acide tanique dans
1 1 d’ethanol 60 %

Une courbe d’étalonnage est réalisée a partir de
concentrations différentes d’acide tanigu -~ dunt la densité optique

{ D.C.) est lue au spectrophotometre.

Solution mére : 11 mg d’acide tanigue complété
a 100 ml avec de l’éthanol a 60°
soit une concentration
C = 0,11 mg/ml. .
Le dosage en composés polyphénoliques de l’extrait est
effectué a partir d‘une prise d’essal de 1,5 ml que l’on place dans
une fiole jaugée de 50 ml, contenant environ 37,5 cm’® d‘eau. On

rajoute 2,5 cm® de réactif de Folin Denis et 5 cm’ de la solution

de Na*Co®. On dilue ensuite avec de 1l‘eau jusqu’a 50 cm’® . Aprés
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agitation on détermine la D.O. & 730 - 760 nm sous 1 c¢m
d’épaisseur.

La determination de 1la concentration en flavonoides de
l’extrait est faite a partir de la courbe d’étalonnage
(voir tableau 11 p.72).

+ Par le permanganate de potassium (XMnO,)

Principe : Le KMnO,, en solution diluée (N/100) et a
froid, oxyde les composés phénoligues 2n milieu acide. Cette
réaction sert de base a une méthode volumétrique classique de
dosage des composés phénoliques totaux. Mais tous les composés
phénoliques présents, a concentration égale, ne réduisent pas la
méme quantité de KMnoO,. Le reésultat représente donc une
détermination globale qui fournit un indice,l’indice de KMnO,.

a)- Matériel et réactifs

- extrait a doser g

- solution de KMnO, C,01 N

~ eau distillée

- indicateur coloré : Carmin indigo

- burette graduce.

b)- Méthodes )

Oon utilise une solution de KMnoO, N/100 fraichement
préparée a partir d‘une solution N/10 de KMnO, de titre exact.

On prépare d’autre part a partir d‘une solution de carmin d’indigo
a 3g/ml filtre, la liqueur suilvante: 50cm® de 1la solution
précédente ,50 cm® de H,SO, au 1/3 et 100cm’ d‘eau.

Le dosage se fait par différence entre un témoin (ne
renfermant pas d‘extrait a doser) et un essal (constitué par
l’extrait & une concentration donnéef.

La solution de KMnoO, est renfermée dans la burette est
versée goutte a goutte jusqu’au virage de l’indicateur coloreé. La
différence entre les deux volumes de KMnO, versés pour l‘essal et

pour le témoin permet de déterminer 1’indice de KMnO, (voir p.71).



35

B - MICROBTOI.OGTF

L’essal physiclogigue d‘une drogue comprend essentiellement
deux volets : l’un ayant trait a l‘évaluation de la toxicite et
l7autre a la détermination de 1l’activité spécifique soit sur
microorganisme, soit sur animal entier ou sur organe isolé maintenu

en survie.

L’activité physiologique n’est pas toujours exprimable en
valeur absolue, mais seulement comparativement a celle d‘fune

substance type, choisie comme étalon de comparaison.

Dans le cadre de ce chapitre, nous avons choisi des
microorganismes souvent incriminés dans les pathologies qui nous
intéressent{gastroentérites). L’étude expérimentale est conduite de
fagon a déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et bactéricides (CMB). Des études cinétiques sont mises & profit
pour mieux comprendre le comportement des microorganismes vis-a-vis

des extraits alcaloidiques au cours du temps.

1. Test de cvitotoxicité sur amibe pathogéne :

Entamoeba histolytica

a)— Matériel et réactifs

- extrait : lyophilisat de décocté d’ecorces de tiges
- ceuf frais de poule ( de 24 h au plus)
- poudre de riz sterile
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- solution de Locke ( NacCl = 8 g
( (CaCl,. 2H,0) = 0,2 g
{ RC1 = 0,2 g
{ MgCl,.6H,0 = 0,01 g
{ Na, HPO, = 2 g
( NaH Co, = 0,4 g
( KH, PO, =0,3 g
(

Eau distillée = 1000 ml
- billes de verre

- étuve.

- autocclave

- gaz

- tubes a essail.

b)- Méthodes

Ces tests ont ete effectués sur de jeunes cultures
d’amibes (formes végétatives) isolées de selles dysentériques. Le
milieu de culture est un milieu biphasique ou milieu de Broeck. Il
est constitué d’une phase liquide ou solution de Locke et d’une
phase solide constituée d‘oceuf frais cassé et homogénéisé avec des
billes de verre. Apres homcgénéisation, 1l’oceuf est réparti dans des
tubes a essal (5 ml), solidifié et stérilisé a.lfautoclave en
formant un plan incliné. Additionneé de solution de Locke et de 2 a
3 mg de poudre de riz stérile, l’oeuf solidifié est stérilisé a
121° C pendant 15 minutes a l’autoclave et placé a 1l’étuve a 37" C

pour vérifier la stérilité.

Les tests de cytotoxicite ont éeté effectués avec
différentes concentrations de lyophilisat de décocté et de produits
de référence : flagyl, 2-Déhydroémétine. Ces solutions de
concentrations différentes ont été préparées avec de la solution de

Locke.
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Au bout de 24 H de temps a l’étuve a 37° C, des
prélévements sont effectueés et la lecture falite entre lame et

lamelle au microscope optigue.

2. ts toxicité su i t éne
Amoeba proteus

Amoeba proteus est un protozoalire largement etudie
pour les informations fondamentales gu’il donne sur le cytoplasme,
les fonctions des organites et du noyau. Il est indigué comme
organisme dans les tests de cytotoxicité. Ce microorganisme non
pathogéne est une cellule eucaryote parfaite. La culture est facile
Elle exige la présence dans le milleu d‘autres protozocaires comme
le Tetrahymena pyriformis qu’elle phagocyte (DUEZ et coll., 1991).
Le médicament administré per os, par voie intrapéritonéale ou par
intraveineuse est nécessairement en contact direct avec les
cellules humaines différentes de son site d’action. Le comportement
des extraits vis-a-vis des amibes non pathogénes donne une idée de

l7effet de ces extraits sur les cellules normales.

Un essal comparatif d’efficacité a été réalisé entre les
écorces de tiges et les feuilles en vue d‘une orientation de choix
entre extraits alcaloidigues plus ou moins enrichis en conessine et
la partie de la plante (feuilles ou écorces de tiges) quli serait
efficace et atoxigue aux doses d’utilisation thérapeutique apreés
les études pharmacocinétiques et les essais cliniques
(tableaux 13 - 14 ~ 15 -~ 16 - 17 - 18 , p.74 a 77).

Il a été effectué parallélement, une étude comparative de
cytotoxicite avec l’Emétine, un antiamibien de la thérapeutique
qui fut récemment abandonné en faveur de la 2-Dehydroémétine

(voir tableau 12 p.74).

a)- Matériel et réactifs
- Amibes non pathogénes (Amoeba proteus)

- Protozoaires : Tetrahymena pyriformis
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- Centrifugeuse

- Tubes a essal et & centrifuger stériles

- Bols rincés a l’eau bidistillée et stérilisés
- Microscope binoculaire

- Bleu trypan

- Tryptose ou proteose peptone - Agar

- Extrait de levure

- Mg S0,. 7H,0

- Ca HPO, . 2H,0

- KC1

- H,0 bidistillée

- Cannes en verre

- Quate

- Erlens - Entonnoirs - Plagque chauffante -

b)—- Méthode

Avant de proceder aux tests proprement dits, les amibes

et le Tétrahymena sont cultivés sur milieux spécifiques.

bl. Milieu de culture des amibes

Mg SO : 8,2 g

Ca H PO ,. 2H .0 : 10,2 mg
KC1l : 12 mg
H ;0 bidistillée : 2 1

Le mélange est aglté et chauffé légeérement sur plaque

chauffante (40°C) jusqu’a dissolution compléte.

b2. Milieu de culture pour Tetrahymena

Tryptose : 18 g
Extrait de levure : 2 g
H,0 bidistillée 11
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Le mélange est chauffé a ébull’tion jusqu’a dissolution
et réparti dans des tubes préalablement stérilisés. Ces tubes sont
alors bouchés avec de l’cuate et stériliseés a l’autoclave a 120° C

pendant 20 mn.

Le Tetrahymena est lavé avec une solution d’agar
(30 mg/100 ml de milieu de culture des amibes). Pour ce lavage, on
procéde a une centrifugation, au préléevement du surnageant. Le
culot est constitué de Tetrahymena!ACette opération est répetée

3 fois.

Les bols d’amibes sont rincés avant la mise en contact
avec le Tetrahymena. Pour cela, le surnageant (milieu de culture
pour amibes) est solgneusement préleve et remplacé par du milieu de
culture neuf. L’opération est répetée 3 fois.

b3. Tests

Répartition des amibes : environ 50 par cupule

- Aspiration au maximum du milieu de culture de

chague cupule
- Volume d’extrait introduit dans chague cupule : 2 ml
- Temps e contact : 2 H

- Aspiration de l’extrait et ringage deux fols de
suite avec du milieu de culture

- 2 gouttes de bleu trypan (2 % dans le milieu de
culture) sont ajoutés dans chaque cupule ; temps de

contact : 30 secondes
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- Addition de 2 ml de milieu de culture dans chaque

cupule - Ringage et aspiration deux fols de suite

- Comptage des amibes vivantes : ces amibes res-
tent incolores ; celles mortes se colorent en bleu.

Chaque expérience a été reprise 3 fois.

3. Criblage microbiologique sur bactéries a Gram (+)
et 3 Gram {-) par la détermination de CMT

(Concentration minimale inhibitrice)l et CMB

(Concentration minimale bactéricide) -

a)- Matériel et réactifs

- Souches bactériennes :

Streptococcus faecallis CNCM 5855
Escherichia coli ATCC 11 229,
Escherichia coli O 119 Bl4 et
Escherichia coli 0127 B8

Proteus mirabilis, Proteus rettgeri et
Proteus vulgaris NCTC 4635
Providencia alcalifaciens
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et
Staphylococcus aureus ATCC 13150

Yersinia enterocolitica

- Milieux de cylture :

Gélose trypticase soya (TSA)
Bouillon trypticase soya (TSB)
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Bouillon Mueller Hinton (MHB)
Bouillon Polytone

- Solution tamponée au chlorure de sodium avec
peptone (FIP)

KH, PO, : 3,56 g
Na, HPO, 7,23 g
Na Cl : 4,3 g
Peptone 1l g

Eau distillée : 1 1
- tubes & essail
- pilpettes stériles de 5 cc
- pipettes stériles de 1 cc
- Autoclave
- agitateur magneétique Vortex
- Etuve

Extraits : - alcaloides totaux - Station

Farako—-Ba
- alcalolides totaux méthylés -
Station Farako-Ba

b)- Meéthodes

bi. Détermination de la CMI {Concentration

Minimale Inhibitrice)

Du bouillon Mueller Hinton est réparti dans 16 tubes a
essal en raison de 5 ml par tube. Ces tubes sont incubés & 37° C a
l/étuve pendant 24 H en vue de veérifier la stérilité. On obtient
une gamme de concentrations par une série de dilutions au demi a
partir d’une solution mére de 10 mg d’extrait/ml de bouillon. Ainsi

on a
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tube T1I : 5 mg/ml
T2 : 2,5 mg/ml
T3 : 1,25 mg/ml
T4 : 0,625 mg/ml
TS : 0,312 mg/ml
T6 : 0,156 mg/ml
T7 : 0,078 mg/ml
T : 0,039 mg/ml

T9 : 0,020 mg/ml
Ti10 : 0,010 mg/ml
T11 : 0,005 mg/ml
T12 : 0,0025 mg/ml
T13 : 0,0013 mg/ml
Tl4 : 0,0007 mg/ml
Ti5 ¢ O mg/ml
Tié : O mg/ml.

Un inoculum de 50 mcl d‘une suspension bactérienne de 18
a 24 h est ajouté dans tous les tubes. Ces derniers sont placés a
1’étuve pendant 24 h a 37° C. La lecture des tubes se fait a 1l’oeil

nu au bout des 24 h (voir schéma 1 p.44).

En milieu liquide, la deéterminat.on de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) se fait a l’oeil nu. La CM se définit
comme la plus faiblé concentration d’un antibliotique capable
d’/interrompre dans un milieu et a des concentrations parfaltement

définies toute croissance visible d‘une souche bactérienne donnée.

c)- Denombrement

La détermination de 1la densité de la suspension
bactérienne inoculée se falt par des dilutions au dixiéme et

1’ensemencement en gélose profonde. Les boites de petri sont
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placées a l’étuve a 37°C pendant 24 h.
Le dénombrement des colonies formées se fait au bout des 24 h.

(Voir résultats : tableau 19 p.83)

d) Détermination de la CMB (Concent.ation

Minimale Bactéricide)

La CMB est déterminée a partir de la CMI. Les tubes ne
présentant pas de pousse visible sont ensemencés dans 14 ml de
gélose fondue et refroidie a 50° C, dans des boites de pétri qui

sont ensulite placées a l’étuve a 37i C pour 18 a 24 h.

La concentration minimale Dbactéricide (CMB) est
déterminée par la plus faible concentration d‘’antibiotique ne
laissant subsister gu‘un nombre de survivants infeérieur ou égal a
10™* bactéries de l’inoculum (soit un survivant sur 10.000) apreés
18 h d’incubation & 37°C. Autrement dit, c’est la concentration

minimale d’extrait qui tue au moins 99,99 % d’une population

microbienne donnée (voir schéma n°l p.44).

La CMI et la CMB ont été déterminées avec des
chlorydrates d‘’alcaloides totaux et des chlorhydrates d‘alcaloides
totaux méthylés des écorces de tiges, des chlorydrates d’alcaloides
totaux de feuilles (Voir tableau 19 p. 83).

La CMI a été également déterminée avec les lyophilisats de décocté

d’écorces de tiges et de feuilles.
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4. Etudes ¢ i net i,qgeg g’ .‘thi bi Qi on _de QL':Qi ssance de
diffé e ait e so ctéri :

Escherichia c¢oli 0119 Bl4

a)- Matériel et réactifs

- Extraits :
Chlorydrates d’alcaloides totaux de la station
de Farako-Bi, de teneurs différentes en conessine
- Protamine
- Milieux de culture
Boulillon Mueller Hinton
Trypticase soya agar (TSA) : culots de 14 ml

- Solution inactivante : + letheen broth : 25,7 g

+ lécithine : 2,3 g
+ tween 80 : 25 g
+ L. Histidine : 1l g

: + Thiosulfate de Na : 5 g

+ Eau distillee : 1 1
- Solution tamponnée de chlorure de sodium avec
peptone (FIP)
- Eau distillee steéerile
- tubes & essal steéerils
Pipettes
pipettes de 5 cc
pipettes de 10 cc
pirettes de 1 cc
- Agitateur vortex
- Etuve
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b)- Méthodes

b.1 - Détermination de la CMI et de la CMB
chlo e ‘alc ide 15} t

vis & vis de_ Escherichia coli 0119B14

ow

. Teneur en conessine de Al : 23,70
Teneur en conessine de A2 : 20,65 %.

La méthode adoptée est celle de Chabbert pour la
détermination de la CMI en phase liquide. A partir d’une solution
mére de 10 mg d’extrait par ml de bouillon (M.H) stérile, on
effectue des dilutions au demie dans du bouillon Mueller Hinton
stéril préalablement réparti en volume de 5 ml dans des tubes a
essai et incubé a 37° C pendant 18 & 24 h pour en vérifier la
stérilité.

La lecture se fait au bout de 24 heures, a l1‘ceil nu pour
la CMI. La CMB est determinée a partir de la CMI comnme
précédemnent.

Ces valeurs cbtenues permettent le. choix des

concentrations d‘extraits pour les études cinétiques.

b.2 - Cinétique de 1l’activité antibactérienn:
de l’extrait Al avec E. coli 0119 Bl4

Nous avons adopté la méme méthode que P. BOUSSARD (1991).
Avant d’entamer les tests, la souche est repiquée trois jours de
suite sur du TSA. Le 4& jour elle est cultivée dans du bouillon TSB
pour 18 & 24 h. Le 5& jour, elle est préte pour l’étude (voir

schéma n°2 p.49).
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Les ¢etudes cinetiques ont été effectuées avec les
alcaloldes totaux Al de teneur en conessine : 23,70 %
En vue d’augmenter la perméabilité membranaire pour une plus grande
efficacité de 1l’extrait alcaloidique, nous avons associé la

protamine sulfate & une concentration choisie arbitraitement.

Deux séries d’études ont eté effectuces avec Al.

lére série

- Solutions méres :
Alcaloides totaux Al : 5 mg/ml

Protamine sulfate : 2 mg/ml
Témoin : (- Alcaloides totaux Al : 2 ml
T (- Volume d’eau distillée sterile : 8 ml

(Volume final : 10 ml
( ( A1 ) = 1 mg/ml

Essai 1 (- Alcaloides totaux Al = 2 ml
(- Protamine sulfate : 0,5 ml
El (- EFau distillée sterile : 7,5 ml
(Volume final = 10 ml
( (Al) = 1 mg/ml
( (Protamine) : 100 mcg/ml

Essal 2 (- Protamine sulfate : 0,5 ml
(- Eau distillée stérile : 9,5 ml
(Volume final : 10 ml
( (Protamine) : 100 mcg/ml
Volume de suspension bactérienne inoculée dans les chacun des
tubes : 50 mcl.
Les prises ont été effectuées au bout de : 30 mn, 2 h,4 h, 6 h,
8 h puls 24 h.
(Voir résultats : tableaux 20 et 21 p. 85 et 86 ).
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Pour chagque prise, 1 ml est prélevée du tube réactionnel
puis ajouté a 9 ml de soclution inactivante. Des dilutions au
dixiéme sont effectuées .De ¢es dilutions on preéléve 1 ml gu’on
ensemence dans de la gélose TSA (14 cc) fondue et refroidie 50° C.
Les boites de pétri sont incubées a 37° C pendant 18 a 24 h au bout

desquelles se feront les denombrements.

2& série
Souche : E. coli 0119 Bl4
Extraits : - Alcaloides totaux Al
- Protamine sulfate
- Déterminati e la CM vec la ine su t t ave

alcaloides totaux Al: le protocole est le méme que préceédemment et
les études cinétiques se font en fonction de ces résultats.

- Solutions meéeres :
Alcaloides totaux : 10 mg/ml
Protamine sulfate : 0,2 mg/ml

Témoln (- Alcaloides totaux Al : 4 ml
(- Eau distillée sterile : 6 ml
(Volume final : 10 ml
concentration en Al = 4 mg/ml

Essal (- Alcaloides totaux Al i 4 ml

(- Protamine sulfate : 0,8 ml
(Eau distillée steéerile : 5,2 ml
(Volume final = 10 ml
concentration en Al = 4 mg/ml
concentration en Protamine = 16 mcg/ml

Les prises ont été effectuées a O h, 2h, 4 h, 6 h, 8h

et 24 h.
( Voir résultats tableaux 22 et 23 p. 88 et 89).
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5. Activité inhibitrice comparie des extraits
alcaloidiques des trois stations expérimen-—
tales sur E, coli 0., B,

Cette souche a ete isolée de selles diarrhéiques d‘un

enfant de 2 ans. Elle a &té repiguée a plusieurs reprises avant

d’étre soumise aux tests.

a)~ Matériel et réactifs

~ Extrait : chlorhydrates d‘alcaloides totaux -~
Station Farako-Ba - Teneur en conessine : 17,25 %
- Milieux de culture
. Trypticase soya agar (TSA)
Bouillon Biopolytone

Solution tamponnée de chlorure de sodium avec

peptone
- Eau di tillée stérile
- tubes a essai - pipettes de 1 cc
- Agitateur vortex - Etuve.
b}~ Méthodes

b.1 - Antibiogramme
Avant d’effectuer les tests d’inhibition de croissance,
un antibiogramme a été réalisé en vue d’avoir une idée sur le degré
de résistance de la souche. Cet antibiogramme a été réalisé avec
des disques chargés d‘antibiotiques couramment utilisés en
microbiologie : Teétracycline, Ampicilline, Bactrim, Pénicilline,

Bacitracine,Néomycine, Colistine, Gentamycine. (Voir résultats p.930)

b.2 - Détermination de la CMI et de la CMB

avec les extraits alcaloidiques des 3

stations expérimentales

Le protocole adopté est celul de Chabbert, utilisé

pour les tests précedents.(Voir résultats: tableau 24 p. 90)
b.3 - Activités inhibitrices avec d’autres extraits
Ces extraits testés sont: alcaloides totau de feullles,décocté de

feuilles et d’écorces de tiges.(Voir résultats :tableau 25 p.91)
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Au regard des résultats fort intéressants enregistrés en
microbiologie, nous entreprenons dans le cadre de ce chapitre, la
détermination in vivo de la dose léthale 50 % (DL50) et de l’effet
d’extraits sur des fragqments d’intestins isolés et maintenus en
survie. L’objectif visé est de situer les différents extraits de la
plante sur l‘échelle de toxiciteé, de les standardiser et d’analyser
les interactions de l7acétylcholine, neuromédiateur chimigue, avec

ces extraits.

1. Détermination de la dose léthale 50 % (DL 50)

Par defin_tion, la DL50 est la dose qui, administrée a une

Q,

population, en tue les 50 % . Elle est obtenue & partir de
mortalités cumulées.

a)~- Matériel

- Biologique : souris blanches de 3 mois environ, élevées

dans des conditions de laboratoire (température : 20°=-25" C,
humidité relative : 50-60 % -Alternance veille-sommeil (jour et
nuit).

- Végetal

Organes : écorces de tiges
Extraits : + lyophilisat de deécocteé de feuilles et
d’écorces de tiges
+ chlorhydrates d‘alcaloides totaux des
écorces de tiges (station Farako-Ba)
+ chlorhydrates d’alcaloldes totaux de
feuilles
- Balance
- Seringue de 1 cc munie d’aiguille

Q,

- Acide picrique 1 %
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b)- Méthodes

Apres 24 h de jeun, les souris sont marquées a l’acide
plcrique et soumises a différentes doses d’extrait administrées par
voie intrapéritoneale.

Des tests préliminaires sont effectués pour situer les
doses & administrer.

- Avec le lyophilisat de décocté d’écorces de tiges, les
doses administrées par lot de 4 souris sont:

lot 1 : 500 m/kg poids corporel

lot 2 : 750 mg/kg pcC

lot 3 : 1000 mg/kg pc
lot 4 : 1500 mg/kg pc
lot 5 : 2000 mg/kg pc

~ Avec le lyophilisat de décocté de feullles, ces doses
sont : 750 mg/kg pc - 1000 mg/Kg pc - 1250 mg/Kg pc -
1400 mg/kg pcC.

- Avec les chlorhydrates d’alcaloides totaux des ecorces
de tiges (station Farako-Ba), les ‘doses administrées sont : 25
mng/kg pc - 30 mg/kg pc - 40 mg/kg pc - 50 mg/kg pc - 75 mg/kg pcC
100 mg/kg pc.

~ Avec les chlorhydrates d’alcaloides totaux des feuilles
les doses administrées sont : 100 mg/kg - 75 mg/kg - 50 mg/Kg.

(Voir résultats : tableaux 26- 27- 28- 29- 30 p. 92-96).

2. Tests sur intestin isolé

a)—- Matériel et réactifs

- Biologique : rats Witsar albinos élevés dans des

conditions du laboratoire.
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- Végeétal
+ organes : . écorces de tiges
feuilles
+ extraits : lyophilisats de décocté des écorces

de tiges et des feuilles
-~ Kymographe muni d‘un cylindre enregistreur
- Solution mére de tyrode, liquide physiologique composé
comme suit :

Na C1 160 g
KCl 4 g
Ca Cl, 2 g
Mg C1, 2 g
Eau gsp 11

Solution préparée pour usage immédiat.
Tyrode concentreé 100 ml

(solution-mére)

Glucose 2 g
Na HCO, 2
Eau gsp 2 1.

b}~ Méthodes

La méthode adoptée est celle classique effectuée sur
organe isolé qui, ici, est le ducdénum de rat (Rat Wistar albinos).
Aprés 24 heures de Jeln, le rat est sacrifié, son abdomen,
immédiatement ouvert. Un fragment de 2 cm prélevé dans le ducdénum
est plongé dans du tyrode et soumis a l’oxygénation pendant 30
minutes. Il est monté entre capteur‘de force isotonique et potence,
dans une cellule thermostatée de 10 ml, la partie supérieure reliée
au stylet inscripteur gqul enreglstre les contractions pour les
transcrire sur le cylindre enregistreur. Aprés chaque essal, le
fragment est rincé en vidangeant 2 ou 3 fols la cellule et en vy

introduisant du tyrode.
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Le fragment est initialement soumis a des concentrations
de plus en plus croissantes d‘acétylcholine (ACH). L‘amplitude de
contraction augmente avec la concentration en acetylcholine.
Lorsque, pour deux concentrations différentes d/ACH, l‘’amplitude de
contracticon demeure la méme, cela signifie que les reécepteurs
muscariniques et nicotiniques sont saturés par le spasmogéne ; la
contraction est maximale. La dose immédiatement inférieure & celle
optimale est dite dose submaximale et c’est celle considérée pour
la suite de l’enregistrement. Icl elle correspond a 1 mcg/ml.

Le premier enregistrement effectué est celui du tonus de
base. Puis, dans la cellule ou plonge le fragment, on ajoute 0,1 ou
0,2 ml 4d’ACH 10™ mg/ml & la solution de tyrode, ce qui permet
d’obtenir un pic. Le fragment est immédiatement rincé. Apreés
obtention de 4 pics de méme amplitude, le fragment est soumis a 0,1
ml ou 0,2 ml d’une concentration de l‘extrait testeé, dont 1l’effet
est enregistré pendant 4 minutes. Puis, sans ringage, on ajoute 0,1
ou 0,2 ml d‘ACH 0,1 mg/ml, en vue d‘avoir une idée sur
l’intéraction ACH - extrait. L‘expérience est reprise aprés 6

minutes environ.(Voir résultats Fig. 8 et 9 p. 99 et 100)
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CEHEL L b =)

1. Extraction des principes actifs des écorces

de tiges et de¢s feuilles par décoction -

lyophilisation

- Avec les écorces de tiges

Tableau I

Prise essal

Poids du

Teneur en

en grammes lyophilisat en | pourcentage(%)
éch.différents | grammes
50 9,49 + 0,30 18,50
150 22,55 * 0,44 15,03
65 14,5 + 0,23 22,30

~  Avec les feuilles

Tableau I
Prise essai Poids du Teneur en
en grammes lyophilisat pourcentage
en grammes (%)
150 35,32 *+ 0,28 23,54
30 7,82 £ 0,16 26,07

Les extractions des principes chimiques par décoction
4 partir des écorces de tiges et des feuilles faites dans les
B conditions mentionnées dans le protocole donnent un rendement

en lyophylisat correspondant environ aux 20% du poids de la

matiere seéche.
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2. Screening chimique

- du décocté d’écorces de tiges

+ Sucres réducteurs +++

.

+ Tanins catéchiques: ++

+ Saponosides T
+ Alcaloides sels TR
NB :

+++ signifie trés abondant

++ signifie abondant

Ce screening montre que le deécocté est trés riche en alcaloides
sels et en sucres reéducteurs, riche en tanins et en saponosides .
Ces résultats montrent également la thermostabilité des fonctions
caractéristiques de ces principes chimiques extraits par décoction.

- complet des écorces de tiges

Le fractionnement des groupes de principes chimiques a été
effectué par des solvants de polarité croissante (chloroforme,
éthanol, eau) et 1l’identification des différents principes
chimiques ou groupes de principes chimiques par des tests de

caractérisation.
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Tableau du screening chimique
(identification des principes chimiques)

des écorces de tiges de Holarrhena floribunda

Tableau IIT

Extraits Groupes de principes chimiques Résultats
- Matieres grasses:
(stérols et triterpénes +++
Chloroformique { caroténoides ++
( Acides gras +++
- Alcaloides bases +4+4
- Aglycones flavoniques -
- Emodols ++
- Coumarines +(a 375 nm
- Tanins catéchiques +++
- Composés reducteurs 4
Ethanoligue - Alcaloides sels +++
- Anthraceénosides +++
- Dérivés coumariniques ++(a 375 nm
- Stérols glycosidiques +4++
- Flavonosides ++
- Anthocyanes ; (£)
- Composés reéducteurs ++
- Glucides (oses et polyoses) +++
Agueux - Saponosides +++
- Tanins (-catéchiques +++
(=-galliques (+)
-~ Alcalolides sels +++
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Ce screening chimique montre la trés grande richesse des
ecorces de tiges en principes chimiques divers: alcaloides, stérols
et triterpénes, composés polyphénoliques (tanins, anthracénosides),
composés réducteurs,dérivés coumariniques...Les alcaloides ont éte
extraits par ces différents solvants,ce qui signifie qu‘ils
existent dans .a matiére aussi Dbien sous forme de Dbases
(extractibles par des solvants organiques) que socus forme de sels
hydrosolubles extractibles par 1l’éthanol et par l’eau.

3. Extraction des alcaloides totaux des
écorces de tiges et des feuilles

- Avec les écorces de tiges

Tableau IV
Station Prise Diamétre des Poids Teneu
expérimentale essal en g | rameaux (x) en | d’alcaloide | en %
cm totaux en g
250 5 < x < 7 1,28 0,50
Gampéla 80 7 < x < 9 0,8362 1,04
200 5 < x < 7 5,2153 2,60
Farako~Ba 100 7 < X < 9 2,8665 2,86
250 5 <« x < 7 2,4 0,96
CNRST 230 7 < x < 4,2919 1,86
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Ces resultats montrent que la teneur en alcaloides varie en
fonction du diamétre des rameaux sur lesquels sont prélevées les
écorces. Mals le plus important est que pour des échantillons
prélevés dans les mémes conditions (diamétre des rameaux, ménme
periode de l’année) la station Farako-~Ba réunit les conditions les
plus favorables a la synthése des alcaloides: 2,86% contre 1,86%

pour la station du CNRST et 1,04% pour la station de Gampéla.

- Avec les fouilles

Tableau V
Prise essai Poids d’alcaloides Teneur en %
en g totaux en g

520 4,42 + 0,38 0,85

100 1,2 + 0,06 1,2

Chaque expérience a été répétée au moins trois fois et le
poids d‘alcaloides totaux obtenu est une moyenne.

Ces teneurs ont été determineées a partir du méme
échantillon (prélevé a Farako-Ba) mais les techniques adopteées sont
différentes. Ainsi la deuxiéme technique est celle permettant une
meillleure extraction des alcaloides et sera de ce fait retenue pour

les extractions dfalcaloides a partir des feuilles.

4. Enrichissement du totum alcaloidique en conessine

Apfés méthylation par l‘acide formigque et le forraildéhyde,le
totum alcaloidique donne en CCM (chromatographie sur couche mince)
un seul spot correspondant a celui de la conessine dont la densite
est nettement supérieure a celle avant méthylation. En effet la

O,

teneur en conessine passe aprés méthylation de 20,65 a 70 %
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5. Purification des alcaloides totaux

par le biais des oxalates

La transformation du totum alcaloidique basique en
oxalates d’alcaloides totaux puis en alcaloides bases donne en CCM
des spots bien nets, supprimant ainsi toutes les trainées observées
avant ces opérations. Cette opération permettra l’isolement des
différents types d‘alcaloides renfermés dans le totum alcaloidique.

6. Dosage des alcaloides en CCM par spectrophoto-

densitometrie

+ Avec les chlorhydrates d‘alcaloides totaux

des écorces de tiges

- Etalonnage avec différentes concentrations de
conessine base
tableau VI

Concentration en Signal

conessine en mg/ml n =3
0,40 9972,65 + 787,15
0,60 15496,29 + 1581,08
0,80 17072,10 + 971,66

r = 0,9795 (r = coefficient de correlation)

n = nombre de spots lus
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Ce tableau VI permet de tracer une courbe d’étalonnage a partir
de laquelle seront extrapolées les différentes teneurs en conessine
renfermées dans les échantillons. La valeur du signal est
proportionnelle & la teneur en conessine.

- Dosage de la conessine dans les différents échantillons

Tableau VII

Station (alc.tot.) Signal (Coness.) | Teneur en
expérim. en mg/ml ‘en mg/ml | conessine
en %
Farako-Ba 2 15732,05%£1518 0,34 17,25 %0,2
. C.N.R.S.T 2 27360,81%+753 0,66 33,5 *0,3
. Gampela 5 9138,27+219 0,16 3,28+0,35
(alc. tot.) = coucentration en alcaloides totaux

concentration en conessine

{coness.)

Ce tableau présente les différentes teneurs en conessine a partir
des échantillons provenant des trois stations expérimentales.
L‘échantillon du CNRST est de loin le plus riche en conessine:
33,5% contre 17,25% pour celui de Farako-Ba et 3,28% pour celui de
Gampéla. Les dosages ont été effectués & partir de solutions de

chlorhydrates d‘alcaloides totaux de concentrations différentes.



+ Avec la poudre et le lyophilisat de décocté

d’écorces de tiges

Tableau VIII

63.

Standards | Concentration en Signal
conessine en mg/ml

T, 0,4 73980

Te ' 89028

T, 0,8 112831
r = 0,892

Tableau IX
(alc.tot.) Teneur en
Echantillons en mg/ml Signal conessine en
%

Poudre (station
Farako-Ba) 0,210 53612 0,21
Lyophilisat de décoc~ 0,281 44466 0,05
té (station Gampela)

Les teneurs en conessine des différents échantillons du

=

tableau IX ont eété obtenues a partir de la droite d’étalonnage

du tableau VIII.

Le lyophylisat de décocté de l’échantillon de Gampeéla est

trés pauvre en conessine.

La poudre d’écorces de tiges de la

station de Farako-BA est relativement riche en conessine.
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T, = Témoin = 0,2 mg de conessine/ml
Ty = o = 0,3 mg/ml i
T, = " = 0,4 mg/ml "
Ch = = 0,5 mg/ml "
C = alcaloides totaux = station du CNRST
F = " " " Farako~Ba
G = " " 1" Gampéla
AM = n " meéthylés- station de Farako-Ba

Les spots de méme Rf que ceux de la conessine témoin
(T4, T6, T8, Cb) correspondent & 1la conessine. Les spots
immédiatement inférieurs sont ceux de l’iscconessimine
(SCHMIT, 1950). Toujours selon Schmit, les troisieme spots

correspondraient . ceux de la conessimine.

Avec l’échantillon de Gampéla, les spots de la conessine
sont presque inexistants. Avec les alcaloides totaux méthylés,il
n’‘existe gu’un seul spot correspondant a la conessine, les autres
correspondant a ceux de l’isoconessimine et de la conessimine ont
disparu. La méthylation a donc transformé les autres alcaloides du
totum en conessine. Avec l’échantillon de Gampéla on observe des

trainées de spots.

Des spectres d’absorption de la conessine, obtenus par
spectrophotodensitométrie et par spectrophotométrie U.V.,ont permis
de situer la zone d’absorption de la conessine de méme gue son

degre de purete.

Un balayage vertical des différents spots 1issus des
échantillons a permis de doser les différents alcaloides preésents

dans le totum par spectrophotodensitométrie.
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Spectre d'absorption de la conessine dans les
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Fig.2

1- Spot conessine~ station de Gampéla

2= n " Farako-Ba
3- " " CNRST
4 W conessine base de référence

Avec la conessine base de référence comme avec le
totum alcaloidique des trois stations expérimentales,on observe
deux types d’absorption dont le premier se situe & environ 450 nm
et le second, plus important, a 525 nm. C’est a cette longueur

d’onde que se feront tous les dosages de la conessine.

£fig.3 :

Avec la conessine base de reférence, le pic d’absorption
en spectrophotométrie U.V. visible se situe & 217 nmn. Avec le totum
alcaloidigque de chacune des stations on observe egalement un pic
d’absorption & 217 nm. Avec le meélange conessine base de référence
et totum alcaloidique,on observe un seul pic également & 217 nm.
La superposition de ces deux pics montre que l’absorption & 217 nm
au niveau du tottum est due a la conessine.

Fig. 4- S5- 6:

Ces trois figures présentent les spectres
d’absorption des tota alcaloidigues obtenus a partir d’échantillons
provenant des trois stations de culture expérimentale. Elles sont
obtenues & partir d‘un balayage vertical des différents spots et
permettent le dosage relatif des différents alcaloides preésents

dans le totunm.
Les valeurs consignées a droite de ces spectres

correspondent respectivement :
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- aux numéros des pics

- a leur position sur la plaque

- a la valeur des signaux déterminée par une surface:area
- a leur proportion relative dans le totum alcaloidique

Dans 1l’echantillon de Gampéla, le pic d’absorption de
l’isoconessimine est nettement plus important que celui de 1la
conessine et des autres alcaloides.

Avec l’echantillon du CNRST, le signal donné par la
conessine est de loin le plus important, puis vient celui de
l/isoconessimine.

Avec l’echantillon de Farako-Ba, le signal donné par
l’/isoconessimine est plus important que celui de la conessine
qui est 1lui aussi plus important que les autres signaux.

Ces diffférents signaux sont évalués par rapport a ceux

obtenus avec la conessine base de référence.

7. Extraction et dosage des composés polyphénoligues
d’écorces de tiges

- raction
S5 g d¢ matiére seche donnent 1,5 g de résidu brut
renfermant les composés polyphélonigques dont la teneur est évaluée

ci=-dessous.

- Dosage _complexiométrigue

Tableau X
(Rut.)
en 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,80
mcg/ml

D.O. 0,466 | 0,287 0,121 | 0,048 | 0,041 | 0,024 | 0,012




{Rut.) = concentration en rutoside
D.0. = densité optigque Coefficient de correlation
A 400 nm, l’extrait E donne une D.O. = 0,016 * 0,001
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r= 0,993

Concentration de la solution en composés polyphénoliques:

c = 1,5 mcg/ml

Cette solution a éte obtenue a partir de 1,5 g de résidu dissous
dans 100 ml d’alcool. La guantité totale de composés polyphénoli-

ques dans les 100 ml de solution est Q

Q= 1,5 x 100 = 1500 mcg = 1,5 myg
D’ou la teneur T de l’échantillon en

polyphénoliques est :

T=1,5x 100 = 13
1500
- Dosage des vonoides O tio
+ auy KMn 04

. Volume de KMn 04 (n) versé pour l‘oxydation du tube
témoin : 3,26 * 0,04 ml

. Volume de KMn 04 (n’) versé pour l‘oxydation du tube
Essai : 5,966 0,04 ml
n= 3,26 * 0,04 ml
n’ = 5,96 + 0,04 ml

i+

Indice de permaganate Ik
Ik 5 (n’- n)
Ik = 13,5 ml

i

i

composeées



+ Par le réactif de Folin—-Denis )
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Tableau XI
C.10
mg/ml 0 5,5 11 16,5 22 27,5 E
D.O. 0 0,154 0,374 0,512 0,650 0,767 0,270

Coefficient de corrélation r = 0,98

Lecture a 304 nn

D.0 = 0,270 correspond a 9.10™" mg/ml

Pour D.0 = 2,80, on aura 9,107 mg/ml

Quantité Q de flavonoldes dans 5 g de matieére
Q = 9.107% g

Teneur de l’échantillon en composés poly-

phénoliques T
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1. Tests de cytotoxicité sur amibe pathogéene
Entamoeba histolytica

~ Une observation de la croissance des amibes sur le
milieu de Broeck a montré une croissance maximale au bout de
72h. Au dela, si le milieu n‘’est pas renouvelé, les amibes
meurent. En effet, au bout de 72 h, le pH du milieu,

initialement basique (environ 8) évolue vers un pH acide
(environ 6).

- Les r¢sultats des tests avec les amibes pathogénes
dans ce milieu biphasique sont difficilement quantifiables. Les
amibes ont un comportement semblable & celul observe in situ. En
effet, elles ont tendance a se loger dans la phase solide
constituée d’oeuf et il est impossible d’avoir une idée sur leur
répartition dans ce milieu.

D’autre part, tous les milieux de culture pour amibes
pathogénes que nous connaissons sont des milieux biphasiques.

Différentes concentrations du lyophilisat de décocté
et des produits de réference : flagyl et 2 -deéhydroémetine ont

été testées et se sont avérées actives.
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2. Tests de cytotoxicité sur amibes non
pathogénes Amoeba proteus
a)~ Avec l’émétine
Tableau XII
T T D

(Emetine) Nombre d’amibes | Nombre d’amibes | $ d‘amibes
en mg/ml au deépart survivantes vivantes

0,1 49 49 100

0,5 50 47 94

1 51 22 43,1

2 50 20 40

2,5 51 14 27,5

5 52 4 7,7

Ces reésultats montrent qu‘au bout de 3h de contact,

l’efficacite de l’émétine augmente avec la concentration.

A 0,1lmg/ml, on n‘cobserve aucuns amibe morte. A 5 mg/ml, il

ne reste que 7,7% de survivants. A partir de 1la courbe
d’étalonnage, la dose efficace 50% ou DE 50 est de 1,42 mg/ml.
b)- Effets comparés des extraits lyophilisés
d’écorces de tiges et de feuilles exprimés
en pourcentade de mortalité
Tableau XIII
Concentration 5 7,5 10 12,5
d’extrait en mg/ml
Ecorces de tiges 22% 54% 59% 50%
Feuilles 16% 29% 34% -
Avec ‘ns extraits t taux ( lyophy isats de déc. "té de
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feuilles et d’écorces de tiges), les concentrations inhibitrices
sont relativement élevées. Avec les écorces de tiges, 5 mg de
lyophylisat /ml tue 22% d’amibes tandis gu’avec les feuilles, la
méme concentration ne tue que 16% de la population. Avec les
feuilles comme avec les écorces de tiges, l‘efficacité des
extraits augmente avec la concentration. A une concentration de

12,5 %, aucune lecture n‘est possible avec les feuilles.

c)— Avec les chlorhydrates d’alcaloides totaux

cl. Teneur en conessine = 23,70 %
Tableau XIV

( Alc.tot.) Nb d’amibes Nb d’amibes % d’amibes
en mg/ml au depart survivantes vivantes
0,5 51 51 100
1 51 38 74,5
1 58 48 82,7
2 50 24 48
3 46 15 32,5
3,5 49 11 22,5
4 47 12 25,5
5 50 11 20
5 52 10 19,2
10 43 4 8,3
15 52 1 1,9
20 50 0 0

Ce tableau montre qu’avec les chleorhydrates
d’alcaloides totaux d‘une teneur en conessine de 23,70 %,
l’efficacité est, comme avec l’émétine et les extraits totaux,
fonction de la concentration. A 0,5 mg/ml, on n’observe aucune
mortalité. A 20 mg/ml, on observe 100 % de mortalité.

La droite de reégression obtenue & partir de ces
valeurs donne une DE 50 de 2,05 mg/ml ( voir tracé n"l p.73).
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Tableau XV
(Alc. tot.) Nb. d‘’amibes Nb. d’amibes % d’amibes
en mg/ml au depart survivantes vivantes
0,5 48 48 100
1 50 39 78
2 49 25 51
3 53 19 35,8
3,5 47 14 29,8
4 51 15 29,4
5 51 12 23,5
10 | 52 5 9,6
15 49 0 0
20 50 0 0

Obtenus exactement dans les mémes conditions gque
précédemment (tableau XIV), les resultats du tableau XV
permettent d’obtenir une DE 50 de 2,15 my/ml. A partir de ces
valeurs, la DE moyenne est de 2,1 * 0,07 mg/ml.

(Voir trace nO2 p.80)

c2. Teneur en conessine = 20,65 %

Tableau XVI

(Alc. tot.) Nb. d’amibes Nb. d’amibes % d’amibes
en mg/ml au depart survivantes vivantes

1 43 36 83,7

2 50 20 60

3 49 20 40,8

4 50 15 30

5 50 10 20

Se
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La DE 50 obtenue avec totaux a une teneur en conessine
de 20,65 % est de 2,44 mg/ml. Par rapport auy cas preéceédent ou la

teneur en conessine était de 23,70

<3

% la DE 50 est plus elevée.

Ce qui signifie que la teneur en conessine est déterminante dans

ltactivité antiamibienne.

d)- Avec les chlorhydrates d’alcaloides totaux

- nessi = 70 %
Tableau XVII
(Alc.tot.) Nb. d’amibes Nb. d’amibes | % d’amibes
en mg/ml au depart vivantes vivantes
48 40 83,3
2,5 53 23 43,3
5 41 12 29,3
Tableau XVIIZI
(Alc.tot.) Nb. d’amibes Nb. d’amibes % d’amibes
en mg/ml au depart survivantes vivantes
1 46 43 93,5
2 53 30 56,6
2,5 50 21 42
5 49 S 18,4

A partir des résultats des tableaux XVII et XVIII la

DE 50 est de 2,5 £ 0,05 mg/ml.

La DE 50 est donc plus élevée
qu’avec des teneurs plus faibles en conessine (20,65 %

et

23,70 % .Ce qui signifie que l’activité antiamibienne est plus

faible a 70 %

de conessine. (Voir tracé n’3 p.81l).
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SYNTHESE : voir tracés n’'4 p.82

Ces deux tracés tenant en compte lifferentes
concentrations d’alcaloides totaux non méthylés et d’alcaloides
totaux meéthylés, de teneurs différentes en conessine, sont
superposables. Ce gqui signifie que la différence d’activite
entre alcalolides totaux methylés et non methylés n’est pas

significative.
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3 - Criblage microbiologique sur bactéries a Gram+ et bactéries
a Gram-: détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales

bactéricides (CMB)
- Teneur en alcaloides totaux 1 = 20,65% %
- Teneur en alcaloldes totaux 2 = 70 %

Tableau XIX

Souches CMI en mg/ml | CMB mg/ml Inoc.
1 2 1 2

Strept. faecalis CNCM 5855 2,5 2,5 2,5 5 5.10°
Esch. coll ATCC 11229 0,625 | 5 1,2 5 1.10°
Esch. coli 0,,,B14 1,25 > 5 1,2 >5 4.10°
Proteus mirabilis 5 > 5 5 >5 5.107
Proteus rettgeri > 5 > 5 >5 >5 2.10°
Proteus vulgaris NCTC 4635 2,5 2,5 5 5 3.10°
Provid. alcalifaciens.. 5 > 5 >5 >5 2.10°
Ps. aeruginosa ATCC 15442 5 > 5 >5 >5 2.10%
Ps. aeruginosa ATCC 27853 5 > 5 >5 >5 3.10°
Staph. aureus ATCC 6538 0,625 |5 1,2 >5 5.107
Staph. aureus ATCC 13150 11,25 5 1,2 >5 7.10°
Yers. enterocolitca..... 5 > 5 5 >5 2.10°
Salm.typhimurium......... > 5 > 5 >5 >5 2.10°

Les alcaloides totaux 1 d’une tenedr en conessine de
20,65 % et les alcaloides totaux 2 de teneur en conessine 70 %
ont été testés sur différentes souches de bactéries

entéropathogénes (1° colonne).

La 2* colonne donne les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des deux extraits (1 et 2) pour chaque

souche.

Ia 3* colonne donne 1les concentrations minimales
bactéricides (CMB) en mg/ml €galement pour les deux extraits et

pour “hague souche.
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La derniére colonne donne la densité de 1’inoculum
utilisé pour ces tests , déterminante dans la distribution des

principes actifs.

Pour un certain nombre de souches, notamment
Escherichia coli et Staphylococcus aureus, les CMI observées
avec les alcaloldes totaux sont plus faibles gque celles
obtenues avec les alcaloides totaux methylés. Autrement dit, sur
ces deux souches, le totum alcaloildique est plus efficace que
les alcaloldes totaux méthylés.

Dans la plupart des cas, CMI = CMB, ce qui signifie
que l’extrait alcaloidique peut étre considéré comme
bactéricide.

4. Etudes cinétiques

A -~ Avec ’scherichia coli 0119 Bl4

- Détermination de la CMI et de la CMB avec les
chlorhydrates d’alcaloides totaux Al (teneur en
conessine 23,70 %) et _A2 (teneur en conessine

20,65 %)

+ avec Al, CMI = 0,625 mg/ml
CMB = 2,5 mg/ml
+ avec A2, CMI = 1,25 mg/ml
CMB = 2,5 mg/ml

avec I (inoculum) = 3,15.10° germes/ml

- Cinétique de l’activité antibactérienne de
l’extrait Al

Deux séries d’études cinétiques ont eéteé effectuces.
Les colonies formées ont eté denombreées au bout de 24 H.

Les résultats de la 1°°® série sont consignés dans le
tableau XX et ceux de la 2°* série dans !> tableau XXII.



Tableau XX
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Temps en Temoin "E1 Nombre E2 Nombre
heures nb. de surv./ml de surv./ml de surv./ml
m m ml ml m2 m2
20 .10° 43 10°
1 19.10% | 20,62.10%] 46.10% | 43,92.10%] 170.10° | 182.5.10°
2 215.10° | +1,38 123.10° | +1,63 195.10° +16,67
220.10° Wt 10°
49.10° 17- 108 192.10°
) 50.10% | 41,95.10%) 19.10% | 18,5.10% | 171.10% | 170.75.105
39‘3.105 +h,70 198.105 +1,19 16.106 +13,06
393. 107 182.10° 16.10°
9.10° 102.10°
4 h 8.10% | 88,10° 180.10° | 19,1.106% | 14.10% | 137,33.10°
94.10° | +7,21 202.10° | +1,55 17-10% | +31,08
7.10° 18.10° 37.10°
6.10° | 62,107 21.10% | 19.77.10%] 28.10° 29.1.107
}
b ‘59-10‘3 +5,35 198.‘10‘3 +1,28 231.10’ +5,78
!
59. 102 203.10° 284.10"
8.10°
]
8 h 20-106 30,105 10-106 91.75-105 17-10" 1,85»105
4. 10° + 14 90-10° | +8,88 20.10" | 0,21
97-10°
13- 10° 17-10°
}
14-10° | 12,95-103] 503-10%| 52,15-10"] 18-10% | 15,05.10°
24 h 142.10°% | +1,65 540.107| +2,61 w10t | +1,39
106.10° 151- 10"
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Ce tableau présente dans la 1° colonne le temps de contact entre
le germe et la substance testeée.

Dans la 2* colonne, le témoin correspond & l’extrait
alcaloidique & une ccncentration de 1 mg/ml pour une teneur en
conessine de 23,70 % .

Dans la 3®* colonne, El représente le mélange

Alcaloides totaux (1 mg/ml) + Protamine sulfate (100mcqg/ml)

Dans la 4® colonne, E2 représente la protamine sulfate
a 100 mcg/ml.

Pour chaque prélevement, des dilutions ont été
effectuées. Celles ayant permis des lectures fiables de colonies
sont celles qui ont été retenues ici. L.s trop fortes ou trop
faibles dilutions ont été écartées.

m represente le nombre de colonies formées & partir
de ces diluticns au bout de 24h.

m représente la moyenne obtenue a partir de ces
colonies.

Il en est de méme pour m, et m, , m, et m,.
La densité de l’inoculum est de 8.10° germes /ml.
Pour faciliter son exploitaticon ce tableau a été résumé a

travers un autre faisant appel au logarithme deécimal.

Tableau XXI

Temps en T(aAlc. tot.) E2 El(Protamine)
heures 1 mg/ml Alc. + Prot. 100 mcg/ml

logm ylog | logml  \Vlog logm2 \log

1/2 7,31 0,19 | 7,64 -0,14 | 7,26 0,24

7,62 -0,12 | 7,23 0,23 | 7,20 0,27

6,94 0,56 7,13 0,37 7,14 0,36

6 6,93 0,57 | 7,30 0,2 6,46 1,04

6,48 1,02 7,56 -0,06 5,27 2,23

Vlog = dim nution logarithmiqgue.
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Pour tous les trois tubes renfermant respectivement
Alcaloides totaux(alc. tot.), Protamine + alcaloides totaux
Protamine,la densité de 1l‘inoculum au temps t, est de
3,2.10"germes/ml.

log 3,2.10’= 7,50

Les études cinétigques ont consisté a étudier
l/évolution de la densité de cette population bactérienne au
cours du temps et gn fonction des différentes substances testées
a des concentrations bien définies.

Avec les alcaloides totaux, 1le 1logarithme de 1la
densité bactérienne passe de 7,50 au temps t,a 7,31 au bout de
1/2h. Au bout de 2h, cette densité augmente pour décroitre a
partir de la 4® heure jusgu’a la 8° heure.

Avec le mélange Protamine + Alcaloides totaux, la
densité de la population bactérienne augmente au bout de 1/2h.
Elle décroit ensuite jusgu’au bout de 4h de contact. Puis vers
la 6* heure on note une croissance jusqu’a la 8* heure.

Avec la protamine, la diminuticn de la densité
bactériennne est nette du début jusqu‘au bout de 8h de contact.

Ainsi, il apparait gu’au bout de 8h de contact, la
diminution logarithmique avec le témoin (alc. tot.) est plus
faible (1,02) gu‘avec la protamine sulfate (2,23). Par contre,
avec le mélange {(alc.tot. + protamine) on observe une diminution
logarithmigque négative, donc une augmentation de la densite

bactérienne.
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Tableau XXII

Temps en Témoin Essai
heures nb. survivants/ml nb. de surv./ml
n n ni nl
36.10° 6.10°
0 37.10° 3,42.107 5.10°
315.10° * 0,27 74.10° 6,4.10°
322.10° 72.10° + 1,01
10.10°
1/2 7.10¢ 8,2.10° 25,10° 2,7.10¢
78.10° £ 1,27 30.10° +0,35
80.10°
16.10* 1,77.10° 6.10° 6,5.10"
2 18.10* * 0,14 70.10* +* 0,70
35.10° 3,33.10° 11.10° 1,43.10°
4 38.10° + 0,56 15.10* + 0,30
270.10° 170.10°
50.102 4,61.10° 25.10° 2,85.10°
6 45.10° +0,34 32.10° + 0,5
435.10%
9.10° 8,2.10° 53.10° 5,9.10°
8 73.10% 1,2 65.10°% + 0,84

cinétiques a été obtenu dans

précedent.
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Ce deuxiéme tableau présentant des résultats d’etudes

les mémes conditions que

le

La 1*° colonne correspond au temps de contact entre le

germe et la substance testée.

Dans la 2 colonne,

le témoin correspond a des

chlorhydrates d’alcaloides totaux de concentration 4 rg/ml pour

une teneur en conessine de 23,70%

Alcaloides

©staux (4 mg/r ! )+ Protamine wsulfate (16 rg/ml).

Dans la 3*** colonne,

l’essal correspond au mélange
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La différence essentielle avec les études cinétiques précédentes
est que la protamine sulfate a été utilisée a une concentration
subinhibitrice dans la deuxiéeme série.

La densité de l’inoculum utlisé est de 1.10° germes/ml

Ce tableau, pour faciliter son exploitation a été résumé a
travers le tableau n XXIII.

Tableau XXIIT

Tenps Témoin Essai

en heures log n Yog n log nl Ylog nl1
0 6,81 0,79 7,53 0,07
1/2 6,74 0,86 6,91 0,69
2 5,85 1,75 5,23 2,37
4 5,16 2,44 4,52 3,08
6 44,45 3,15 3,66 3,94
8 3,77 3,83 2,91 4,69

Ylog = diminution logarithmigue

Pour tous les deux tubes réactionnels a savoir celui
renfermant les alcalecides totaux (Témoin: 4mg/ml) et celuil
renfermant le mélange (alcaloldes totaux + protamine) la densite
de la population bactérienne au temps t, est de 4.107

log 4.107= 7,60

Ce nombre a evolué au cours du temps dans les deux
tubes. Dans le tube témoin renfermant les alcaloldes totaux,la
diiminution logarithmique de cette densité est de 3,83 au bout
de 8h de contact. Avec le tube essal (alc. tot. + prot.), cette
diminution est plus considérable. Elle est de 4,69 au bout du
méme temps. La différence entre les deux diminutions
logarithmiques est inférieure a 1 unité et peut étre considérée

comme négligeable.



5. ités in itrices comparées des extraits
cal es_ecorc e tijges des trois
stations expérimentales et d’autres extraits

sur FEscherichia coli 0127 B8

bl -

Antibiogramme

90.

Effectué sur du Mueller Hinton, l’antibiogramme donne
les résultats suivants en ce qui concerne la scuche :

1)

2)

Résistant a
Teétracycline
Ampicilline
Lactrim
Pénicilline
Bacitracine

Sensible a :

Néomycine :
Colistine
Gentalline

"

"

Diamétre d7inhibition
16,66 *
noo. 22 %

20 £ 1 mm
0,57 mm

1 mm

Détermination de la CMI et de la CMB avec

les extraits alcaloidiques des 3 stations

expérimentales

Tableau XXIV

Station
Expérimentale

Teneur en
(%)

conessine

CMI
en mg/ml

en

CMB
mg/ml

Farakoc~ba
CNRST

Gampéla

17,25
33,5
3,28

1,25
1,25
0,625

1,25
1,25
0,625
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Avec les extraits alcaloidiques des stations
expérimentales de Farako-Ba et du CNRST, la concentration
minimale inhibitrice est la méme : 1,25 mg/ml. Avec ceux de
Gampéla, la CMI est de 0,625mg/ml.

Dans tous les trois cas, CMI = CMB. Ces extraits peuvent donc

étre considérés comme bactericides.
La différence d’activité entre ces extraits

alcaloidigues et négligeable malgreée des teneurs treés

différentes en conessine.

b3 - Activités inhibitrices avec d’autres extraits

Tableau XXV

Extraits CMI en mg/ml CMB en mg/ml

alcaloides totaux
de feuilles 0,625 0,625

decocte de
feuilles 15 15

décocté d’ecorces
de tiges 25 25

Ce tableau présente des résultats de tests
d’inhibition effectués avec différents organes de la plante
(feuilles et écorces de tiges) et différents extraits
(chlorhydrates d’alcaloides totaux et decoctes).

Ainsi, au niveau des feuilles, les chlorhydrates
d’alcaloides totaux sont nettement plus efficaces que le décocte
(CMI = 0,625 mg/ml contre 15 mg/ml avec le décocté).

Au niveau des écorces de tiges, il est de méme;

1,25 mg/ml contre 25 mg/ml pour le decocté (voir tableau XXIV).

De ces expériences, 1l ressort gque les extraits
alcaloidiques des feullles et d’écofces de tiges sont nettement
plus efficaces gue les décoctés correspondants. Les

chlorhydrates d’alcaleoides totaux des feuilles sont plus

efficaces que ceux des ecorces de tiges.
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c - TOXITICO—PHARMACOLOGIE

1. Détermination de la dose léthale 50 % (DL 50)

- Avec le lvophilisat de décocté d’écorces

de tiges (Station de Farako-Ba)

Tableau XXVI

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts

trée en mg/kg
< 24h > 24h

lot 1 36,6 * 3,43 500 ) 0
lot 2 37,5 £ 1,06 750 20 20
lot 3 40,2 + 1,15 1000 60 60
lot 4 36,2 + 2,65 1500 80 80

Ce tableau XXVI présente les résultats de tests de
cytotoxiciteé effectués sur 4 lots de souris. Chague 1lot est
constitué de 5 souris dont le poids moyen est déterminé de méme
gue l’ecart-type.

Ainsi, pour chagque lot de souris, il est précisé le
poids moyen, l’écart-type et la dose administrée en mg par kg de
poids corporel. Des tests préliminaires ciblent la zone de
toxicité. Les doses administrées vont de 500 mg/kg pour le
lot 1 a 1500 mg/kg pour le lot 4. Le taux de mortalitée est
déterminé au bout de 24h et de 24h a 72h. Il s’agit .a d’une
étude de la cytotoxicité aigle.

Le taux de mortalité va de 0% a une dose de 500mg/kg
a un taux de 80% a la dose de 1500mg/kg.

La DL 50 (ou dose léthale 50%) obtenue a partir du trace
est de 950 mg/kg.

Pour la détermination de 1’index thérapeutique ou
marge d’ut lisation, nou i avons déter .ine la DLLO la DL 90.
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I

DL 10 = 675 mg/kg

DL 90 = 1300 mg/kg

Soit un différentiel correspondant & l‘index thérapeutique de
625 mg/kg

- Avec le lyophilisat de décocté de feujlles

Tableau XXVII

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts
trée en mg/kg
< 24h > 24h
lot 1 33,8 + 1,08 750 25 25
lot 2 36,25 £ 5,31 1000 50 50
lot 3 34,25 * 1,25 1250 75 75
lot 4 34,25 + 1,04 1400 75 75

Pour ces tests, chaque lot est constitué de 4 souris.
Les doses administreées vont de 750 mg/kg a 1400 mg/kg. Le
pourcentage de morts va de 25% pour le lot 1 & 75% pour le
lot 4.

La DL 50 obtenue a partir du tracé est de 1000 mg/kg
DL 10 = 600 mg/kg
DL 90 = 1700 mg/kg

L‘’index thérapeutique est de 1100 mg/kKg.

- Avec les chlorhydrates d’alcaloides totaux
de ce e tiges (Station Farako-Ba)

Tableau XXVIIIL

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts
trée en mg/kg
< 24h > 24h
lot 1 27,50 * 2,51 20 0 ¢]
lot 2 29,5 £ 1,91 50 50 50
L" lot 3 31 LA L,96 A “no 100
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Les tests ont eété effectués sur 3 lots de souris.

Chaque lot est constitué de 4 souris. Les doses administrees

vont de 20 a 75 mg/kg et les taux de mortalité de 0 a 100%
DL 50 = 48,33 mg/kg

i

DL 10 30 ng/kg
DL 90 = 57,5 mg/kg
L’index thérapeutique est de 37,5 mg/kg

- AV s falc id tota

Tableau XXIX

Souris Poids en g Dose adminis- % Morts

trée en mg/kg
< 24h > 24h

lot 1 31,7% £ 2,21 50 0 0
lot 2 30,25 * 0,64 75 75 75
lot 3 35,25 * 2,06 100 100 100

La également, les tests ont été effectués sur 3 lots
de souris, avec chaque lot constitué de 4 souris. Les doses
administrées vont de 50 a 100 mg/kg et le- taux de mortalite de
0 & 100%

La DL 50 = 65,55 mg/kg
DL 10 55,5 mg/kg

DL 90 = 80 ng/kg
L’index thérapeutique est de 24,5 mg/kg
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TABLEAU DE SYNTHESE

Tableau XXX

Extraits DL 50 en mg/kg Index Thérapeu-
tique
- décocté de feulilles 1000 1100
- décocté d’écorces de 950 625
tiges
- chlorh. d’alc. tot. 48,33 37,5

d’écorces de tiges
- chlorh. d’alc. tot. 65,55 24,5
de feuilles

Ce tableau donne les DL 50 de tous les extraits et
organes testés de méme que leur index thfrapeutique (ou marge
d’utilisation). Les décoctés de feuilles et d’écorces de tiges
donnent des DL 50 nettement plus elevées que celles obtenues
avec les chlorhydrates d‘alcaloides totaux correspondants. Seul

le décocté de feuilles présente un index theérapeutique
relativement élevé.

L’échelle de toxicité classe les décoctés de
feuilles et d’écorces de tiges parmi;les substances moyennement
toxiques et les chlorhydrates d’alcaloides totaux des ecorces de
tiges et des feuilles parmi les substances tres toxiques. De
plus, ces alcaloides présentent une marge d’utilisation treés

étroite.

Notons en outre que l’administration de ces extraits
alcaloidiques aux souris entraine des difficultés de motricite,
de respiration. La mort survient de fagon brutale ; dans les 5
a4 10 minutes suivant l‘administration.



2 - Tests gur intestin isolé

- Avec

le lyophilisat de feuilles
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\15,71;5.344

8

Amplitude de
contraction Tonus de Acétylcho~| Ext ait % inhibi-
. \ . [+ ACH .
Enregis base line (ACH) () tion
trements
1 1,2 + 0,44 22 + 5,03 1+0 20,8+1,64 | 5 + 0,67
2 2,5 + 1 30,1+1,66 2 + 0 23,5+0,70 21+ 0,57
3 1,66+0,28 | 12,25+1,5 2+ 0 9 +0 |26+ 1
Voir enregistrements.
~ Avec le lyophilisat d'écorces de tiges
Amplitude de
contraction Tonus de Acétylcho-| Extrait % inhibi-
gn ma i + ACH
) base line (ACH}| ( E ) ’ tion
Enregis
trements
1 2 + 0 16,23+1,021 1,25+0,5 13,+ 1,7 19
2 1,16+0,28 | 22,3+5,03 | 1 + 0 13 + 0 41
3 1,65+0,7 16+0,70 3,33+0,57 o+ 1,81 12,5
i 2,63+0,85 | 4,63+1,68 | 4,12+1,18 | 2,5 + 1 6
5 1,16:0,28 | 21,1+2,37 | 1,5 » 0 12,66+0,57 bo
O 1,6340.55 2R OB 12100 06 42
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Ces tableaux présentent les résultats de tests
effectués sur des fragments d’intestins de rats, fragments de

2 cm environ prélevés dans le duodénum.

Avec les feuilles, des séries d’enregistrements ont
été effectuees de méme qu’avec les éecorces de tiges (Voir fig.7
p.99 et fig.8 p.100).

Pour chaque expérience, on enregistre d’abord le tonus
de base que présente tout fragment d‘intestin maintenu en survie
dans une solution physiologique.

- l’amplitude de contraction sous l‘’effet de

l’acétylcholine (ACH) neuromeédiateur

- 1’amplitude de contraction sous l’effet de l‘extrait

- l’amplitude de contraction résultant de

l’interaction Extrait - Acétylcholine (E + ACH)

De ces différents résultats, on deétermine le
pourcentage d’inhibition selon la formule :
% inhibition = E x 100/(E + ACH).

Le tonus de Dbase correspond a une amplitude
relativement faible. Sous 1l‘’effet de 1‘ACH, cette amplitude
augmente considérablement. Avec l’extrait, 1l‘’amplitude de
contraction est faible. L‘interaction extrait - acétylcholine

donne une amplitude plus faible que celle obtenue avec 1’ACH.

Ainsi, aussi bien avec les écorces de tiges qu’avec
les feuilles, le pourcentage d‘’inhibition n’est pas negligeable.
Les plus forts pourcentages d’inhibition ont ete obtenus avec

les ecorces de tiges.
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d4e P2ARTTE = DISCUSSTIONS
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B = CHTITMT E

1. Extraction des principes chimiques (actifs)

et dosage_ des composés polyphénoliqgues

- Extraction et identification

Des reéeactions appropriées ont permis de mettre en
évidence la richesse de la drogue en principes chimiques divers :
alcaloides, derivés steroliques, flavonoides, anthracenosides,
tanins, etc. a partir de solvants de polarité croissante

(chloroforme, ethanol, eau).

La plupart de ces principes actifs sont preésents dans le
décocté : alcalcides, tanins, dérivés osidiques (anthracénosides,
saponosides, etc). Ce qui Justifie utilisation de la plante dans
le traitement d’un ensemble de pathologies gastro-intestinales,

sous la forme de ~écocte.

La forme de conservation du deécocté, veritable bouillon,
est le lyophilisat qui, avec les écorces de tiges, comme avec les

G,

feullles, correspond environ aux 20 % de la matiére premiere.

- Dosages quantitatifs

Dans le cadre de la standarddisation chimique ultérieure
pour la formulation galénique a base d’extraits de Holarrhena
floribunda il a eté mis a profit la spectrophotocomplexiométrie de

dosage des dérivés polyphénoliques présents dans la plante.

L’oxydation des composés polyphénoliques par KMnO, et par
le réactif de Folin-Denis, intéressant du point de vue analytique
a été effectuée. L’indice KMnO, constitue un paramétre chimique qui
peut donner des signes alarmants d’altération d’une préparation

pharmaceutique au cours de sa conservation.
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La présence de sucres réducteurs et d’hétérosides divers
(stéroligques, saponosiques...) implique 1l‘’évaluation de ces
composés, notamment les sucres reéducteurs libres, susceptibles
d’entrainer une fermentation en milleu ligquide si l'on utilise

l’eau comme solvant d’extraction des principes chimiques.

2. Extraction des alcaloides totaux des écorces
de tiges et des feuilles et leur dosage

Les ¢études <chimiques antérieures entreprises par
différentes équipes de chercheurs, notamment par Goutarel et coll.
ont surtout porté sur les alcaloides (nature, isolement,

identification).

Ces études antérieures qui en fait n’‘ont porté
essentiellement gue sur 1le Séoulou (Holarrhena floribunda en
provenance du Sénégal) concluaient que la conessine constitue
l’alcaloide majeur des écorces de racines de H. floribunda (environ

50 % du totum alcaloidique).

De nos travaux, il resssort gue si la conessine constitue
effectivement 1l’alcalcocide majeur dans certains cas, comme Cc’est le
cas avec l’échantillon du CNRST, dans d’autres cela est loin d’étre
vérifié. En effet, avec les échantillons issus de la station de
Gampéla, la teneur en conessine est trés faible, nettement plus
faible que celle en isoconessimine et en conessimine dans les mémes
échantillons. De méme dans l’échantillon de Farako-Ba, la teneur en

isoconessimine est plus importante que celle en conesssine.

De plus, le dosage global de ces alcalolides montre que
selon la provenance (station expérimentale) 1les échantillons
présentent des teneurs différentes en alcaloides. Avec

l’échantillon de Farako-Ba, cette teneur est de 2,86 % contre

1,86 % avec l’échantillon du CNRST et 1,04 % pour l’echantillon de
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Gampéla. De ses analyses chimiques effectuées en 1950, Melle Schmit
établissait que les écorces de racines de cette plante renferment
2,50 a 3,08 % d’alcaloldes totaux tandis que les écorces de tiges
en renferment 1,20 a 2,44 % . Elle concluait également que la
difference essentielle entre Holarrhena floribunda et Holarrhena
antidysenterica se situe au niveau de la teneur en conessine. La

Q

conessine représente suivant les échantillons 30 a 67 % des
alcalolides totaux, le taux etant généralement supérieur a 50 %
alors que dans H. antidysenterica, la teneur en conessine est
seulement de 20 a 30 % (SCHMIT,1950). Trés visiblement, ces
résultats ne tenaient compte ni du diamétre des rameaux sur
lesquels les écorces ont été prélevées ni des facteurs ecologiques
(climatique et édaphique), ces facteurs qui sont d’une importance
capitale dans 1les syntheses veéegétales. En effet, les sols
renferment des précurseurs qui varient d‘un point a l‘autre. La
synthése des principes chimiques actifs par les plantes est
tributaire de ces précurseurs. Un sol riche en éléments azotés
favorisera la synthése de substances azotées aussi Dbien
qualitativement que quantitativement. Ces résultats des travaux
antérieurs ne se justifient que dans un contexte bien précis. De
plus, il aménent & pencher du cdoté de Chevalier qui, apreés analyse
concluait que le genre Holarrhena na regroupe qu’une seule espéce,
Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et Schinz, qul subirait des
variations selon les microclimats. Cela, d’autant plus que dans
notre cas nous sommes partis de pieds de Holarrhena floribunda

de méme origine (site naturel de Dindéresso) placés dans des
conditions écologiques différentes (Stations de Campéla, de Farako-

Ba et du CNRST).

Par méthylation, 11 a éeté possible d’enrichir les
extralts totaux alcaloidiques en conessine conformément a la
technique préconisée par Schmit en 1950. La difference essentielle
entre la conessine et les autres alcaloides se situe effectivement
au niveau des radicaux méthyles (-CH,) rattachés au noyau
stéroidique. L’isoconessimine et la conessimine différent de la

conessine par un radical méthyle (-CH3) de moins que la conessine.
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Aprés meéthylation, les spots de ces deux alcaloides
disparaissent en CCM (chromatographie sur couche mince) entrainant
ainsi une auémentation de la densite du spot de la conessine.
L’activité antimicrobienne des extraits méthylés et non méthylés a

éte testée sur diffeérentes souches entéropathogénes.

Les spectres de différence enregistrés en spectrophoto-
densitométrie et les spectres U.V. ont montré que la conessine base
présente deux pics d’absorption dont le premier se situe a 450 nm
et le second & 520 nm. La chromatographie bidimensionnelle n’arrive
pas a dédoubler ces spots. Avec la conessine base de référence
vendue au commerce, d’un degré de pureté de 97 % on observe
également le méme phénoméne. Les spectres U.V visibles obtenus par
spectrophotométrie avec les alcaloides totaux, la conessine base
puis le mélange alcaloides totaux + conessine base donnent un seul
pic d’absorption se situant a 217 nm. Il s’agit donc d’un seul
composé (la conessine) absorbant & deux 1longeurs d’onde

différentes.

B — MICROBITOI.OGIE

Les tests de cytotoxicité effectués sur amibes pathogénes
montrent que les lyophilisats de décocté d’ecorces de tigges de
méme que les produits de synteése : Flagyl, 2-Dehydroémétine sont
efficaces sur Entamoeba histolytica (amibe pathogéne). Mais, ces
germes étant anaérobiques, leur comportement en milieu biphasique
ne facilite pas la quantification de l’efficacité des extraits. Les
dénombrements sont plus aisés en milieu liquide, mode de culture

utilisé dans les laboratoires spécialises.

Des tests de cytotoxicité ont été effectués sur amibes
non pathogénes, Amoeba proteus, avec l’émétine et des chlorhydrates
d’alcalcocides totaux de teneurs en conessine différentes,
différentes du fait des diamétres des rameaux sur lesquels ont été
effectués les prélévements des échantillons et différentes du fait

de la provenance (site de culture).
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Avec l’émetine, la DE 50 est plus faible (1,42 mg/ml)
qu’avec les chlorhydrates dfalcaloides totaux (2,1 mg/ml et
2,44 mg/ml respectivement pour 23,70 % et 20,65 % de conessine) de
méme gqu'avec les alcaloides totaux meéthyleés (2,5 mg/ml).

L’éméetine, prodult de synthese, est donc plus efficace
que les tota alcaloidiques testes.

Il n‘y a pas de différence significative au niveau de
l7activité antiamibienne entre les alcaloides totaux bruts extraits
des écorces de tiges et ceux méthylés.

Sans pouvolr préciser le mode dfaction ni le mécanisnme
d’action, au vu des résultats obtenus avec l’extrait enrichi en
conessine nous pouvons supposer qu‘a partir d’une certaine teneur
en conessine, il y aurait saturation des sites récepteurs par la
molécule active de sorte qu’un apport supplémentaire en conessine
n’a aucun effet et pire, entrainerait une certaine inhibition ;
mais cette différence d’activité peut étre considérée comme non

significative sur ces amibes non pathogénes.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
bactéricides (CMB) des chlorhydrates d’alcaloides totaux et
d’alcalcides totaux méthylés (enrichis en conessine) ont été
déterminées sur des bactéries entéropathogénes a Gram+ et a Gram-.
Les CMI et les CMB obtenues avec les alcaloides totaux et les
alcaloides totaux méthylés différent pour la méme souche et pour
toutes les souches. Les expériences ayant été effectuées dans les
mémes conditions, les variations sont essentiellement dues aux
souches elle-mémes et a la densité de 1l’inoculum mis en contact

avec les extraits.

La variabilité des CMI est plus importante entre
laboratoires qu‘au sein du méme laboratoire. L’ordre de grandeur
des limites de confiance des CMI se situe en général entre 1 et 4
et souvent entre 1 et 8 (COURVALIN, 1985). Ce gui nous permet de
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dire que la différence d’efficacité entre alcaloides totaux et
alcaloides totaux méthylés n’est pas significative avec les
bactéries également. Donc 1l’enrichissement en conessine par

mé&thylation n’est pas nécessaire.

Les chlorhydrates d’alcaloldes totaux des feuilles
semblent presqu’aussi actifs que les alcaloides totaux d’écorces de
tiges tandis qufavec les décoctés (de feuilles et d’écorces de
tiges) les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont

relativement élevées.

Avec les Proteus et Providencia qui font partie de la
flore commensale du tube digestif de l’homme, ces valeurs sont
relativement élevées ; ce qui signifie qu’une entérobactérie
pathogéne plus sensible a l’extrait (cfest-a-dire présentant une
CMI plus faible) peut étre combattue sans nuire a cette autre
partie de la flore intestinale bénéfique.

La sensibilité des staphylocoques (St. aureus ATCC 6538
et St. aureus ATCC 13150) laisse supposer que ces extraits,
utilisés en dermatologie, pourralent remeédier aux maladies

dermiques dont Staphylococcus aureus seralt a l’origine.

Les tests de cytotoxiciteée effectués sur E. colli 0,;,B,,
montrent que la teneur en conessine est déterminante dans

l7activité antimicrobienne.

Des études cineétiques ont été effectufas avec des
chlorhydrates d’alcaloides totaux de teneur en conessine

différentes.

Les résultats de la premiére série d’études cinétiques
nous permettent de dire que les alcaloides totaux, & une
concentration de 1lmg/ml s’avérent efficaces sur E. coli 0O,,B,,. La
protamine, a elle seule, dont la concentration fut arbitrairement

choisie au départ a un effet largement inhibiteur. L’‘’association
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protamine-alcaloides totaux donne un mélange moins efficace. Dans
cette situation, nous pouvons emettre de hypothéses : soit il
exlste une interaction entre la protamince et les alcaloides totaux
rendant 1l’un et l‘autre moins actif ; soit 1l eyisterait une
competition au niveau des sites récepteurs de ces molécules actives
de sorte qu’un désequilibre entrainerait une diminution de l‘’action

rechercheée.

Les résultats obtenus a partir de la deuxiéme étude
cinétique montrent gqu‘a une concentration sub-inhibitrice, 1la
protamine associée aux alcaloides totaux présente une activiteé
inhibitrice un peu plus importante que les alcaloides totaux seuls.
Donc, a cette concentration de la protamine, méme s‘il y a eu
augmentation de la permeéabilité menbranaire (ce qui n‘’a pas été
prouve) cela n’augmente pas de fagon significative l‘’efficacité de
l’extrait. Cette association n‘est donc pas utile surtout que la
protamine sulfate, a une dose relativement é€levée, est nocive pour

le coeur.

L’antibiogramme effectué sur la souche Fscherichia coli
0,,,», montre que cette souche est reéesistante a certains
antibiotiques tels que la Tétracycline, l’Ampicilline, le Bactrim,
la Pénicilline, la Bacitracine. Par contre elle est sensible a la
Néomycine, la Colistine et la Gentalline. C’est donc une souche
normale qui n‘’a pas été au prealable soumise a des antibiotiques,
ce qui justifie son utilisation ici pour nos tests microbiolo-

giques.

La CMI et la CMB sur cette souche ont été deétermineées
avec les extraits alcaloidiques des trois stations expérimentales
(Farako-Ba, Gampéla, CNRST). Bien que de teneurs differentes en
conessine les extraits de Farako-Ba (17,25 % de conessine), du
CNRST (33,5 % de conessine) présentent les mémes CMI et CMB
(1,25 mg/ml). Lorsque la concentration minimale inhibitrice et la
concentration minimale bactéricide ont la méme valeur, l‘’extrait

peut étre consideéré comme bactéricide ; ce qui est le cas ici avec
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les extraits alcaloidiques.

L’échantillon de la station expérimentale de Gampeéla,
bien que trés pauvre en conessine (3,28 %) présente la plus faible

CMI, donc s’avére comme la plus bactéricide des trois échantillons.

Ces résultats nous permettent de déduire gue la conessine
n’est pas la seule molécule du totum alcaloidique a présenter une
activité antibactérienne importante. L’efficacité du totum
alcaloidigque en provenance des différentes stations expérimentales
peut étre considérée comme identique ; de 0,625 mg/ml a

1,25 mg/ml, la différence n‘est pas significative.

c - UTC)}(]:C:C)—~I?IIZ\IQI&Z\(:()I;C)C;]:IE

Maintenu dans des conditions idéales (solution de tyrode,
oxygénation), un fragment d’intestin gréle,isolé de l’organisme,
maintient son tonus de base. Sous l’effet de 1l’acétylcholine,
neuromeédiateur, l’amplitude de contraction augmente considéra-

blement.

- Le lyophylisat de décocté de feuilles diminue le tonus
de base de méme que l‘’amplitude de contraction enregistrée sous
l’effet de 1l’acetylcholine (effet curatif). Cette inhibition,
réversible, est plus forte avec le lyophylisat de décocté d’écorces

de tiges.

Administré avant 1‘acétylcholine (effet préventif),
l’extrait diminue 1l‘’amplitude de contraction due a 1l’effet
cholinergique. Cette inhibition de la contaction aurait pour réle
de remédier a une évacuation rapide du chyle, donc de prévenir des
cas de diarrhées ou l‘’émission frequente des selles liquides est
accélérée sous l’effet des contractions intestinales dues a
l’acétylcholine. Les tests sur intestin isolé ont été effectués
avec des lyophilisats de décoctés (de feuilles et d’écorces de

tiges) trés riches en principes chimiques d’effets divers. Malgré
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la richesse de ces extraits en anthracéncsides (véritables
laxatifs), le degré d’inhibition des contractions observées avec
ces extraits n’est pas négligeable. Il existerait parmi ces
principes chimiques certains dont l‘effet s’opposerait a celul des

anthracénosides ou d’éléments susceptibles de les inactiver.

La DL 50 (dose letale 50 %) a eté deéterminée aussi
bien avec les décoctés de feuilles et d’écorces de tiges qu’avec
les chlorhydrates d‘falcaloldes totaux (tous les échantillons

provenant de la station expérimentale de Farako-Ba).

Avec le décocte de feuilles , la DL 50 est de 1000 mg/kg,
avec les écorces de tiges, elle est de 950 mg/kg et avec les
chlorhydrates d’alcaloldes totaux des écorces de tiges, elle est de
48,33 mg/kg ; avec ceux des feuilles, elle est de 65,5 mg/kg. Avec
la conessine isolée et purifieée, elle est de 28,7 mg/kg
{ STEPHENSON,1948) .

Ces reésultats montrent gu‘un extrait enrichi en un
groupe de principes actifs (alcaloides) ou un principe isolé et
purifié, s’il est plus specifigue donc plus actif, reste cependant
bien plus toxique que l’extralt total qu’est le décocté. De plus,
ces extraits enrichis presentent une marge de manipulation tres

étroite, rendant leur utilisation tres difficile.
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CONCLUSTON

Préconisee dans la tradithérapeutique des diarrhées
dysentériformes, Holarrhena floribunda (G. Don) Dur et schinz est
une plante qul présente un polymorphisme lié notamment au
microclimat environnemental et & la nature du sol. En effet, des
rameaux de méme taille et de méme diaméetre prélevés du site
naturel de Dindéresso en Juin 1983 et transférés sur les sites
expérimentaux de PFarako-Ba, CNRST et Gampéla connaissent a
l’heure actuelle un polymorphisme qui risquerait de les faire
considérer comme des especes diffeérentes. Des  études
pédologiques, menées au BUNASOLS (Bureau National des Sols) nous
aident a comprendre ces reésultats . En effet :

-~ La station du CNRST est constituée de sols a

sexquioxydes de fer et de manganese. Ils appartiennent au groupe
des sols fe.rugineux tropicaux lessivés.

- La station de Gampéla est constituée par les ménes
types de sols que ceux rencaontreés au CNRST malis ils différent par

les matériaux originels.

- La station de Farako-Ba est constituee de sols
ferralitiques. Ils sont tres profonrds et moins argileux gue dans

les deux autres cas.

Les études chimiques, entreprises a partir des
échantillons provenant de chacune de ces stations montrent que
méme s$‘il n‘y a pas de variations essentielles au niveau des
constituants chimiques, notamment alcaloidiques, leur teneur dans
les échantillons varient pratiquement du simple au double et méme
plus.

Les études microbiologiques entreprises sur
microorganismes (amibes non pathogénes, bactéries a Cram+ et
hactéries a Gram-) montrent gue ces extraits alcaloidiques
présentent pratiguement la méme toxicité pour une méme souche,
qu’ils soient enrichis en conessine ou non. Par ailleurs, les

souches étudiées ne présentent pas la méme sensibilité vis a
visdos extralts testés.
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Membrane plasmique et paroi ne semblent pas constituer une
barriére essentielle & l’efficacité des extraits ; l’association
de la protamine gui, au niveau de certaines bactéries comme
Pseudomonas aeruglinosa ATCC 27854, accroit la permeéabilite
membranaire (BOUSSARD, 1991), n’augmente pas la sensibilité de
E. coli 0,, B,, vis a vis des extraits alcaloidiques. Les études
cinétiques montrent qu’au bout de 4 heures, l’efficacite de

l’extrait est sensible et augmente en fonction du temps.

Les études toxico-pharmacologiques montrert que les
extraits alcalcidiques sont toxigques et leur index therapeutique
étroit. Les deécoctes de feuilles et d’écorces de tiges sont peu
toxigques et spasmolytiques.

En conclusion nous pouvons dire ague les extraits
alcaloidiques (des feullles et des écorces de tiges) sont
nettement plus efficaces Qque les deécoctés correspondants.
Malheureusement ces extraits alcaloidiques sont trés toxiques
et présentent un index thérapeutique €troit, rendant leur
utilisation treées délicate.

Les feuilles comme les écorces de tiges sont efficaces
contre les microorganismes mails les eécorces de tiges sont plus

toxiqgues.

Au vu des résultats, nous orienterons nos recherches
vers une forme plus enrichie en alcaloides gue le décocté et
moins toxique que le totum alcaloidique ; l’extrait hydro-
alcoolique serait plus indiqueé. Les extraits steroliques et
triterpéniques de méme que des extraits enrichis en composés
polyphénoligques feront 1l‘objet d’investigations. Dans le méme
ordre d’idée, nous envisageons poursulivre l‘/étude plus appro-
fondie des feuilles qui présentent au regard des études preli-

minaires, une toxicité molins accrue.
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RESUME

Holarrhena floribunda (G. Don) Dur. et Schinz est une Apocynacée rencontrée typiquement dans
la région Ouest Africaine.

La plante est appelée en langues nationales:

Moore = Yabraogo
Jula = Fufu, Kuna
Fulfulde = Kenkeledi, Indama, Tarki

Ce travail présente un schéma de production d'extraits de la plante, adaptable & I'échelle semi-
industrielle ; H. floribunda étant recommandée dans la tradithérapeutique des diarrhée - dysentén-
formes au sens général du terme. L'activité antibactérienne des extraits, quasi-négligée jusqu'ici, est
évaluée vis-a-vis de microorganismes incriminés dans des pathologies gastro-entérites.

La standardisation chimique a été effectuée par évaluation de la teneur en principaux consti-
tuantg actifs, notamment les dérivés alcaloidiques et polyphénoliques. :

Au regard des résultats chimiques et microbiologiques il a été entrepris I'évaluation toxico-
pharmacologique des extraits.

Mots clés

Holarrhena floribunda: - plante - tradithérapeutique - gastro-entérites - microorganismes - chimie
microbiologie - toxicopharmacologie - échelle semi-industrielle.



