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LEXIQUE DE BOTANIQUE

Apex : sommet.

Carpelles : définissent les organes reproducteurs femelles formant le pistil ou gynécée.
Glabre : dépourvu de poils.

Monoaperturé : se dit d’un pollen présentant un seul pore (ou fente de sortie).

disparait lors de la croissance de I’embryon. S’il persiste dans la graine, il est alors appelé
périsperme.

Oppositifolié : inséré du coté opposé d'ou nait la feuille.

Ovaire supére : I’ovaire est insére dans la fleur au-dessus des pétales et sépales.

Pennée (nervation) : une nervure principale et des nervures secondaires régulierement
disposées de chaque coté.

Périanthe : I’ensemble des pétales (corolle) et des sépales (calice).

Péricarpe : enveloppe du fruit, provenant du développement des parois du carpelle.
Périsperme : tissu de réserve, diploide, d’origine maternelle qui est le nucelle.
Placentation : désigne la disposition des ovules a I’intérieur de I’ovaire. Une placentation
basilaire indique que les ovules sont fixés a la base des carpelles.

Stipules: petites pieces foliacées, a la base du pétiole, au niveau de son insertion sur la tige.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

Xi


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

LISTE DES FIGURES

Figure 1: Evolution de la pluviométrie, de I’ETP et de la température au Sud-Bénin

Figure 2: Schéma du tube digestif des ruminants

Figure 3 : Femelle adulte de H. contortus

Figure 4: Schéma général d'une larve L

Figure 5 : Cycle évolutif des strongles digestifs

Figure 6 : Cycle évolutif de S. stercoralis

Figure 7: Euf de S. stercoralis

Figure 8 : Larve rhabditoide de S. stercoralis

Figure 9 : Larve strongyloide de S. stercoralis

Figure 10 : Répartition géographique de I’anguillulose

Figure 11 : Origine biosynthétique des flavonoides

Figure 12. Modeéle de structure branchée des tannins condenses

Figure 13 : Structure de quelques composés rencontres dans les huiles essentielles

Figure 14 : Répartition géographique de I’espéce N. laevis en Afrique

Figure 15 : Répartition géographique de I’espéce N. laevis en Afrique

Figure 16 : Structure de quelques flavonoides rencontrés dans N. laevis

Figure 17: N. laevis dont les branches ont été coupées jusqu’au tronc dans une cours pour la
purification

Figure 18 : Répartition géographique de Z. zanthoxyloides en Afrique

Figure 19: Rameau de Z. zanthoxyloides

Figure 20 : Structure de quelques exemples d’alcaloides isolés de Z. zanthoxyloides

Figure 21 : Structure de quelques exemples flavonoides isolés de I’espéce Z. zanthoxyloides
Figure 22 : Structure de quelques exemples de composés volatiles isolés Z. zanthoxyloides
Figure 23 : N. laevis (P. Beauv.) Seeman ex Bureau
Figure 24 : N. laevis : Foliole en section transversale, Schéma général
Figure 25 : N. laevis : Foliole en section transversale-Détail au niveau de la nervure
Figure 27 : N. laevis : Foliole en section transversale
Figure 27 : N. laevis : Foliole en section transversale

Figure 28 :

N
N
N
Figure 26 : N. laevis : Foliole en section transversale , Détail au niveau du limbe
N
N
N. laevis : Foliole pulvérisée
Z

Figure 29 : Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler

Figure 30 : Détail de la face inférieure de la foliole

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

Xii


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Figure 31 : Zanthoxylum zanthoxyloides Foliole en section transversale

Figure 31 : Z. zanthoxyloides : Foliole en section transversale

Figure 32 : Z. zanthoxyloides : Limbe en section transversale

Figure 33 : Z. zanthoxyloides (G x 400) C-Poche secrétrice schizolysigéne D-Détail du
systéme conducteur E-en lumiére polarisée

Figure 34 : Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler

Figure 35 : Clevenger-type apparatus

Figure 36 : Cinétique d'hydrodistillation : A : de la poudre de feuilles de N. laevis et B : de la
poudre des graines de Z. zanthoxyloides en fonction du temps

Figure 37: Structures chimiques des composés majoritaires de I'huile essentielle de N. laevis
Figure 38 : Structures chimiques des composés majoritaires de I'huile essentielle de graines
de Z. zanthoxyloides

Figure 39 : Chromatogrammes : A. Huile essentielle de feuilles de N. laevis (DB5-ms) B.
Huile essentielle des graines de Z. zanthoxyloides (DB5-ms)

Figure 40 : Schéma général de I’extraction des plantes

Figure 41 : Schéma général de I’obtention des alcaloides

Figure 42 : Schéma général de I’obtention des tanins

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

Xiii


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Principales espéces de Trichostrongles gastro-intestinaux des petits ruminants au
Bénin et leur localisation dans le tube digestif

Tableau 2 : Classification des Trichostrongylidae

Tableau 3: Classification des Strongyloidae

Tableau 4: Prévalence des infestations dues au S. stercoralis dans certains pays de I’ Afrique
Tableau 5 : Principaux anthelminthiques actifs chez les petits ruminants

Tableau 6: Différents noms locaux de la plante de N. laevis

Tableau 7: Noms vernaculaires de I’espéce Z. zanthoxyloides

Tableau 8 : Extraits prépares a partir des feuilles de N. laevis et Z. zanthoxyloides

Tableau 9 : Fractions préparées a partir des feuilles de N. laevis et Z. zanthoxyloides

Tableau 10 : Effet des alcaloides, des extraits bruts des feuilles des plantes étudiées sur S.
ratti

Tableau 11: Variation de I’inhibition de la migration larvaire en fonction du solvant
d’extraction

Tableau 12: Variation de I’inhibition du dégainement larvaire de H.contortus en fonction du
solvant d’extraction

Tableau 13 : Effet des alcaloides, des tanins et des flavonoides extraits des feuilles des
plantes étudiées sur H. contortus

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

Xiv


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

ABREVIATIONS

AcOEt : Acétate d’éthyle

AH : Anthelminthique

AICl; : Chlorure d’aluminium

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CH3CN (ACN) : Acétonitrile

Da(s) : Daltons

DMSO : Diméthylsulfoxyde

El : Impact électronique

EtOH : Ethanol

eV : électron volte

HCI Acide chlorhydrique

I1Cs0 : Concentration Inhibitrice 50

Lss : Larves de stade 3

LDI : Inhibition du dégainement larvaire
LMI : Inhibition de la migration larvaire
MS : Matiere séche

NH,OH: Hydroxyde d’ammonium

OMS : Organisation Mondiale de le Santé
OPG: Eufs par gramme

PVPP: Polyvinyl polypyrrolidone

Rf : Rapport Frontal

RI : Indice de rétention

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium
TCs : Tanins condenses

THs : Tanins hydrolysables

TR : Temps de rétention

TT :Tanins totaux

WHO: World Health Organization

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

XV


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

RESUME

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

XVi


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Les strongyloses gastro-intestinales sont des nématodoses fréquentes chez les animaux de
rente. L'anguillulose est une nématodose observée apres I’infestation par des anguillules qui
s'implantent dans le duodénum. Ces parasitoses sont parmi les premiéres causes de mortalité
animale et humaine dans le monde. L’importance, en santé publique des nématodoses est en
grande partie expliquée par I’émergence perpétuelle de chimiorésistances aux principaux
anthelminthiques. La recherche de nouveaux traitements accessibles et efficaces contre les
strongles gastro-intestinaux, constitue une urgence. Le travail exposé dans cette thése porte
sur un des axes porteurs de cette recherche : I’exploration phytochimique de deux plantes
tropicales (N. laevis et Z. zanthoxyloides) utilisées dans la médecine traditionnelle au Bénin.
Le contr6le de la matiére premiere permet de s'assurer de I'identité de la plante. Le criblage
phytochimique des feuilles de Z. zanthoxyloides et de N. laevis a révélé la présence de
grandes familles de composés tels que des flavonoides, des tannins, des alcaloides, des huiles
essentielles, des composés réducteurs, des coumarines et des mucilages. Les huiles
essentielles obtenues par hydrodistillation des plantes sélectionnées sont caractérisées par GC-
MS. Cette analyse chimique a permis de décrire la composition des extraits. Ensuite une étude
phytochimique bio-guidée est menée afin de faire la purification de molécules responsables de
I’activité anthelminthique de ces deux plantes. L'huile essentielle des graines de Z.
zanthoxyloides présente 27 molécules dont les principales sont I’g-terpinéne (18 %), un
décane (14,8 %), le valencéne (8,3 %), le décanal (8,3%) et le 3-carene (6,7%). L'huile
essentielle des feuilles de N. laevis présente 42 molécules dont les principales sont le a-
caryophyllene (36,1%) et I'eugenol (5,7%). La teneur en acide tannique pour 100 de plante est
équivalente & 1,24 + 0,24 g pour Z. zanthoxyloides et 1,70 £ 0,46 g pour N. laevis. L activité
anthelminthique des extraits totaux, des tanins condensés, des flavonoides, des alcaloides et
des huiles essentielles est évaluée par les trois méthodes suivantes : In vitro un test
d’inhibition de la migration larvaire (LMI) ; un test d’inhibition de I’éclosion des ceufs ;
I’inhibition du dégainement larvaire. Enfin I’activité anthelminthique des extraits des plantes
est évaluée in vivo sur les ovins Djallonké. Les résultats de ces travaux ont montré une
activité anthelminthique significative et une absence de toxicité pour I’ensemble des deux
plantes. Des travaux sont en cours pour parachever I’isolement des molécules responsables de
I’activité anthelminthique observée. Le mode d’action des extraits des deux plantes sur les

parasites d’importance vétérinaire fait aussi I’objet des premiers résultats.
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Abstract

Gastrointestinal strongyloses are nematode infections common in animals. Strongyloidiasis is
an infection observed after infestation by nematodes that locate in the duodenum. These
parasites are among the leading causes of animal and human death in the world. The
importance, in public health of nematode infections is largely explained by the perpetual
emergence of drug resistance to major anthelmintics. The search for new treatments available
and effective against gastro-intestinal strongyloses constitutes an emergency. The work
outlined in this thesis focuses on one of the main pivots of this research: the phytochemical
exploration of two tropical plants (Zanthoxylum zanthoxyloides and Newbouldia laevis) used
in traditional medicine in Benin. International standards require the control of the raw
material. The phytochemical screening of the leaves of Z. zanthoxyloides and N. laevis
revealed the presence of large families of compounds such as flavonoids, tannins, alkaloids,
essential oils, reducing compounds, coumarins, mucilages. The essential oils obtained by
steam distillation of selected plants were characterized by GC-MS. The chemical analysis has
allowed describing the composition of the extracts. We then conducted a bio-guided
phytochemical study for the purification of molecules responsible for the anthelmintic activity
of these two Beninese plants. The essential oil of Z. zanthoxyloides seeds present 27
molecules the main ones being g-terpinene (18 %), a decane (14.8 %), valencene (8.3 %),
decanal (8.3 %) and 3-carene (6.7%). The essential oil of N. laevis leaves has 42 molecules
which the main are a-caryophyllene (36.1 %) and eugenol (5.7 %). The concentration of
tannic acid per 100 grams of plant is equivalent to 1.24 + 0.24 g for Z. zanthoxyloides and
1.70 = 0.46 g for N. laevis. The anthelmintic activity of total extracts, condensed tannins,
flavonoids, alkaloids and essential oils was evaluated by three different methods: in vitro, a
larval migration inhibition test (LMI), an egg hatch inhibition test and the inhibition of the
larval unsheathing process. Finally, the anthelmintic activity of plant extracts was evaluated in
vivo on Djallonké sheep. The results of these studies show a significant anthelmintic activity
and lack of cytotoxicity for all the two plants. Work is underway to complete the isolation of
molecules responsible for anthelmintic activity observed. The mode of action of extracts of
the two plants on parasites of veterinary importance is also the subject of preliminary results.
Key words: Zanthoxylum zanthoxyloides, Newbouldia laevis, botany, Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides stercoralis, anthelmintic activity, Toxicity.
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Introduction

Depuis des millénaires, I’Homme tire dans son environnement les connaissances
nécessaires a sa survie et a son mieux étre. Avant méme de posséder I’usage du langage, il
pouvait transmettre I’expérience de la médecine et de tout type de remedes naturels pour
finalement élaborer ce que nous appelons aujourd’hui « la médecine traditionnelle ». L’étude
de ces connaissances ancestrales par les sciences modernes révéle progressivement quelques
secrets de la nature qui permettent a ’Homme de poursuivre son évolution. C’est dans ce
cadre que des disciplines hétérogénes telles que la botanique, la phytochimie, la biologie et
bien d’autres sont mises en ceuvre afin de décrire et d’interpréter les « pharmacopées

traditionnelles » (Roumy, 2007).

Prés de 80% des substances naturelles utilisées dans le domaine biomédical proviennent
de plantes tropicales (Campa, 2005). Les strongyloses gastro-intestinales sont des parasitoses
fréquentes chez les animaux de rente. Elles sont dues a une quinzaine de nématodes présents a
divers niveaux du tube digestif de leur héte occasionnant ainsi des dommages d'intensité
variable telle une baisse des performances zootechniques comme la fertilité et la croissance
réduite, diminution de la production en lait et en viande et parfois de la mortalité des animaux
les plus infestés (Berrag, 2008). L'anguillulose est le fait de parasites qui s'implantent dans
I'intestin gréle et plus particuliérement dans le duodénum. Elle prend diverses formes, selon
I'espéce en cause (Strongyloides stercoralis ou Strongyloides fuelleborni), son origine
géographique et I'age de I'n6te. Cette affection se caractérise par une diarrhée survenant par
intermittence, accompagnée de douleurs abdominales d’une hyper éosinophilies ainsi que
d’'une légere anémie peu nette. Souvent bénigne, elle peut dans certaines circonstances se
transformer en une infection généralisée au pronostic sévere. C’est une helminthiase
intestinale qui sévit en zone tropicale et subtropicale (Bethony et al., 2006). Depuis la
découverte des premiéres molécules anthelminthiques de synthese (AHs) apparues a la fin
des années 1950 (la phénothiazine) (Waller 2006), la maitrise des strongyloses gastro-
intestinales (Gls) a reposé traditionnellement sur I’emploi répété de ces anthelminthiques
(AHs) administrés soit dans un but curatif (traitement prophylactique) ou préventif (traitement
stratégique) (Manolaraki, 2011). Ces substances offrent de multiples avantages : efficacité sur
un large spectre d’espéces de nématodes parasites, simplicité d'emploi. L’AH idéal peut étre
défini comme un traitement multivalent, non-toxique et rapidement éliminé par I’héte, facile

d’administration, d’un co(t modéré et ne laissant de résidus dans aucune production. Pendant
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de nombreuses années, les AHs de synthése se sont averés efficaces. Cependant, I’utilisation
de ces molécules est confrontée désormais a diverses limites. Depuis quelques années,
plusieurs éléments ont conduit & s'interroger sur la pérennité de cette technique de maitrise du
parasitisme reposant de maniére trop exclusive sur la chimiothérapie. Certaines substances
sont suspectées de présenter des conséquences non négligeables pour I’environnement par
leur rémanence dans les féces. Par ailleurs, les consommateurs s’inquiétent de plus en plus
d’une trop large utilisation d’intrants chimiques en élevages et des risques de résidus dans les
produits (viande, lait, laine...). Enfin, I’apparition inquiétante et la diffusion de résistances
aux molécules modernes chez des populations de nématodes sont désormais établies a
I’échelle mondiale en médecine vétérinaire et humaine. Les nématodes les plus cités dans le
phénomene de résistance a divers anthelminthiques sont Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcincta Trichostrongylus spp et Strongyloides spp (Gopal et al., 1999; Kaplan, 2004;
Wolstenholme et al., 2004; Besier, 2007). La recherche de solutions alternatives visant a
limiter, voire a éviter, l'usage des anthelminthiques chimiques est désormais une

préoccupation majeure partagée par de nombreux pays.

Dans les pays en voie de développement, I'usage des molécules anthelminthiques de
synthése s’est heurté a d’autres limites :i) le colt élevé des médicaments, ii) I’état de fragilité
financiére des producteurs, iii) la non disponibilité des substances chimiques tant en quantité
qu’en qualité, iv) la malfagon et la contrefacon des molécules anthelminthiques de synthése et
en fin, v) le manque d’encadrement en santé de la population. Aussi, la prévalence de la
résistance des nématodes aux anthelminthiques y est particulierement élevée (Jackson &
Coop, 2000 ; Kaplan, 2004) et la demande de réduction d’emploi de produits chimiques en
élevage dans le contexte de I’agriculture durable est de plus en plus forte. Ces éléments ont
conduit & envisager de nouvelles méthodes de lutte antiparasitaire. Parmi les solutions
alternatives de lutte contre les strongyloses et les anguilluloses, une approche prometteuse
repose sur I’exploitation de plantes dotées de propriétés anthelminthiques. Il existe une
gamme variée de plantes utilisées comme anthelminthiques dans la pharmacopée(Hammond
et al., 1997 ; Niezen et al., 1996 ; Enwerem et al., 2001 ; Alawa et al., 2003).

Dans la pharmacopée traditionnelle locale, nombreuses sont les recettes qui ont fait et
continuent de faire leurs preuves d’efficacité. L'exemple d'Artemisia annua, plante utilisée en
Chine depuis plus de 2 millénaires, est eloquent: son principal principe actif, lI'artémisinine,

est devenu l'un des traitements de premiére ligne du paludisme et désormais inscrit sur la liste
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de ’OMS des médicaments essentiels, aprés plus de 20 ans de recherches et de travaux
(Willcox, 2004). Si, la plupart des études disponibles au Bénin traitent de la médecine et de la
pharmacopée humaine, des travaux sont aussi réalisés sur I’utilisation de plantes en médecine
vétérinaire (Koudandé, 1991 ; Deka, 1998 ; Hounzangbé-Adoté, 2001-2005a,b et c; Ali,
2002 ; Gbaguidi, 2005 ; Martinez-Ortiz-De-Montellano, 2010 , Manolaraki, 2011).

A I’heure actuelle, les traitements a base de plantes médicinales sont peu valorisés car
les études pour confirmer leur efficacité suivant une démarche scientifique et analyser les
mécanismes d’action des substances responsables restent trop peu nombreux (Abadome et
Geerts, 1993).

Le laboratoire d’Ethnopharmacologie et de Santé Animale, sous le label LESA-DPA-
FSA-UAC, en collaboration avec I'UMR 1225 Interactions Hote Agents Pathogene de
I’INRA (Toulouse) et PUMR 152 de la Faculté de Pharmacie (Toulouse), concentre une
partie de leurs recherches sur la découverte de substances naturelles bioactives.

Une enquéte réalisée par Hounzangbé-Adoté (2004) au sud du Bénin a permis de
recenser de nombreux traitements traditionnels. Z. zanthoxyloides, Carica papaya, N. laevis et
Morinda lucida quatre plantes sont retenues pour évaluer de maniére plus scientifique leurs
propriétés antiparasitaires. Parmi ces espéces d’intérét, nous en avons choisi les deux
suivantes pour faire I’objet de notre étude : Z. zanthoxyloides et N. laevis.

Notre travail s’inscrit dans une perspective de valorisation et de développement de la
recherche sur les plantes médicinales afin de pouvoir satisfaire au besoin de santé des
animaux; ceci reste une volonté des autorités sanitaires du Bénin suite a I’engagement de
I’OMS a ceuvrer dans ce domaine. Notre travail motivé par :

v la volonté de valoriser et de promouvoir les plantes médicinales au Bénin ;

v la nécessité de développer et de faciliter I’accés aux médicaments traditionnels
améliorés a moindre co(t surtout accessibles a la population locale compte tenu du
colt élevé des médicaments conventionnels ;

v I’intérét que suscite I’étude des molécules naturelles a activité anthelminthique ;

v la nécessité de standardiser les extraits aqueux de Z. zanthoxyloides et N. laevis.

Notre projet de recherche permet de donner une base scientifique & I’'usage de ces
plantes et de contribuer a I’amélioration des extraits botaniques a travers la mise en évidence
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de leur activité anthelminthique ainsi que de celle des produits de leurs fractionnements
chimiques. Les travaux présentés ici concernent plusieurs disciplines et ont pu étre réalisés
grace a de trés nombreux collaborateurs. L’ étude concerne les plantes issues de différentes
médecines traditionnelles du Bénin et utilisées contre les maladies négligées que sont : la
strongylose et la strongyloidose. L’objectif de notre travail de these a contribué a
I’amélioration de la santé animale et a la caractérisation et la purification par bioguidage des
substances naturelles anthelminthiques dans les feuilles ou dans les graines d’une Rutaceae, Z.
zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler et d’une Bignoniaceae, N. laevis (P. Beauv.)
Seeman ex Bureau.
Dans la premiere partie de cette these, nous présentons une analyse bibliographique sur la
strongylose gastro-intestinale chez les petits ruminants et I’anguillulose humaine. Une
actualisation sur la botanique et la phytochimique des especes végétales étudiées terminent
cette synthese bibliographique.
La deuxiéme partie de la thése correspondant a nos travaux personnels est consacrée a ce qui
suit :
- la caractérisation botanique des plantes étudiées ;
- la variabilité liée a des facteurs environnementaux sur la composition chimique de N.
laevis et Z. zanthoxyloides,
- la caractérisation des composés organiques volatils et a I’évaluation in vitro de
I’activité biologique des huiles essentielles de N. laevis et Z. zanthoxyloides ;
- le fractionnement bio guidé des extraits actifs de N. laevis et Z. zanthoxyloides ;
- I’identification des fractions, le dosage et la concentration des molécules responsables
de I’activité anthelminthique de N. laevis et Z. zanthoxyloides ;

I’évaluation in vivo de I’effet anthelminthique d’extrait de N. laevis sur les nématodes
parasites gastro-intestinaux des ovins Djallonké.
La troisieme partie de la thése est réservée a la discussion de nos résultats, suivie des

perspectives envisagées pour terminer ce travail.
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1. Caractéristiques des zones de collecte des plantes et des
tests in vivo

1.1. Caractéristiques des zones de collecte des plantes

1.1.1. Commune de Bohicon

La commune de Bohicon est située dans la partie méridionale du plateau de Bohicon. Elle est
comprise entre 6°55” et 7°08’ de latitude Nord, 1°58” et 2°24° de longitude Est et se trouve
dans le Département du Zou.

Dans son ensemble la commune de Bohicon présente un relief constitué de dépressions et
surtout de plateaux.

La commune de Bohicon jouit d’un climat subéquatorial de transition, caractérisé par deux
saisons de pluie (avril a juin et septembre a novembre) et deux saisons séches (juillet a ao(t et
décembre & mars).

Le réseau hydrographique dépend largement du fleuve zou et d’autres fleuves tels que le
Couffo, I’Ouémé qui sert par endroit de frontiere naturelle entre la commune de Bohicon et
les départements du Couffo et de I’Ouémé.

Les formations végétales constituent également une variable trés importante de
I’environnement. De type équato-soudanien, la végétation est formée d’arbres a feuilles
coriaces, vernissantes qui résistent a la chaleur. L’alternance saison seche et saison humide
induit un rythme phénologique chez les plantes.

Le sol est formé de terre de barre et apparait comme le résultat d’une altération intense et
profonde. 1l est constitué d’un vaste plateau argilo-sableux homogéne.

1.1.2. Commune d’Aplahoué

La Commune d’Aplahoué fait partie du nouveau département du Couffo, au sud-ouest du
Bénin. La commune d’Aplahoué compte sept (07) arrondissements : Aplahoué, Atomey,
Azove, Dékpo, Godohou, Kissamey et Lonkly. La récolte des plantes médicinales utilisées
dans cette étude a été faite dans I’arrondissement d’ Azove.
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La Commune est située sur le plateau Adja ou le plateau Aplahoué. Ce plateau est limité au
Nord par le plateau de Lonkly et a I’ouest par le lac Ahémé.

La commune d’Aplahoué est caractérisée par un climat subéquatorial comprenant deux (02)
saisons seches (de juillet a septembre et de novembre a février voire mars) et deux (02)
saisons pluvieuses, I’une courte (septembre & novembre) et I’autre plus longue (avril & juillet).
Hydrographie

La commune d’Aplahoué ne dispose que de 27 hectares environ de forét a Badjamé dans
I’arrondissement de Lonkly, et de quelques Tlots forestiers sous forme de foréts fétiches ou
sacrées et foréts saxicoles mais de trés petites dimensions. Le couvert végétal de la commune
se réduit de plus en plus a la végétation artificielle. Au sud, dans I’arrondissement d’Azove, la
végétation a fait pratiguement place aux champs.

La commune d’Aplahoué dispose d’une variété de sols. Le substrat est essentiellement
composé de sediments du Continental Terminal. Ces sédiments sont généralement argilo-
sableux. Sur le substrat géomorphologique se sont développés des sols sur terre de barre, de
nature ferralitique faiblement dénaturés. Ces sols ferralitiques ou terre de barre se rencontrent
au Sud de la Commune dans les arrondissements d’Azove, de Kissamey et d’Aplahoué.

1.1.3. Commune d’Adjarra

La commune d’Adjarra est située dans le Département de I’Ouémé. Elle est subdivisée en six
(06) Arrondissements : Adjarra |, Adjarra Il, Honvié, Malanhoui, Aglogbe et Médédjonou.

La commune d’Adjarra a un relief presque monotone et trés peu accidenté.

Cette commune jouit d’un climat tropical humide appelé climat subéquatorial. Ce climat est
caracterisé par une forte humidité (75% en moyenne par an) et des températures variant entre
21,9 °C et 32,8 °C.

Le réseau hydrographique de la commune d’Adjarra est composé de la lagune de Porto-Novo
au Sud et de la riviere Aguidi du Nord-Est.

La Commune d’Adjarra dispose de trois (03) types de sols : sols ferralitiques, sols de

coloration brune claire, et sols hydromorphes argileux.

1.1.4. Commune d’Abomey-Calavi

La commune d’Abomey Calavi, située dans la partie sud de la République du Bénin et du
département de I’Atlantique, est limitée au Nord par la commune de Ze, au Sud par I’Océan
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Atlantique, a I’Est par les communes de S6-Ava et de Cotonou, et & I’Ouest par les communes
de Tori-Bossito et de Ouidah. La commune d’Abomey-Calavi a un relief peu accidenté.

Le climat est de type sub-équatorial marqué par deux saisons pluvieuses et deux saisons
séches. Le réseau hydrographique est constitué essentiellement de deux plans d’eau que
sont le lac Nokoué et la lagune cotiere.

Le couvert végétal de la commune varie selon les facies traversés. Ainsi, on y rencontre
la mangrove a palétuviers et des cocoteraies dans la zone cétiére, une savane dégradée sur le
plateau avec une domination de la jachére a palmier a huile, et un groupement herbeux dans
les marécages et le long des berges du lac Nokoué.

La plus grande partie du territoire de la commune d’Abomey Calavi est occupée par des sols

ferrugineux tropicaux et des sols sablonneux peu propices a I’agriculture.

1.2. Caractéristiques de la zone de réalisation des tests in vivo sur les

petits ruminants

Les expeériences in vivo ont été réalisees sur la ferme de la Faculté des Sciences
Agronomiques de I’Université d’ Abomey- Calavi (FSA) située dans la commune d’ Abomey-
Calavi. Cette commune est caractérisée par un climat de type guinéen avec deux saisons de
pluie (mi-mars & mi-juillet et mi-septembre & mi-novembre) et deux saisons séches (mi-
novembre a mi-mars et mi-juillet & mi-septembre). La pluviométrie moyenne annuelle est
voisine de 1200 mm. On note une diminution du niveau des précipitations du Nord vers le
Sud et de I’Est vers I’Ouest de la commune.

La température est 1I’'un des facteurs importants pour I’élevage. La température moyenne
mensuelle varie entre 27 °C et 31 °C avec un écart de 3,2 °C entre le mois le plus chaud
(mars) et celui le moins chaud (ao(t).

L’humidité relative de I’air est I’'un des facteurs du pouvoir évaporant de I’atmosphere en
relation avec la transpiration des plantes. Elle joue par conséquent un réle important dans les
écosystemes. Les moyennes mensuelles de I’humidité relative varient de 76,84% (janvier) a
84,55% (juillet). La figurel présente I’évolution de la pluviométrie, de I'ETP et de la

température au Sud-Bénin en 2009.
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Figure 1: Evolution de la pluviométrie, de I’'ETP et de la température au Sud-Bénin en
2009 (ASECNA, 2009)
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2. Parasitoses gastro-intestinales

2.1. Strongyloses gastro-intestinales des petits ruminants

Les strongyloses gastro-intestinales sont des pathologies provoquées par des strongles vivant
dans I’appareil digestif (figure 2) localisé essentiellement dans I’abomasum et I’intestin gréle.
Plusieurs genres de strongles gastro-intestinaux infestent les ovins (tableau 1), mais certains
d’entre eux sont plus pathogenes que d’autres avec des fréquences trés différentes. Un des
points communs des principaux strongles digestifs chez les ovins est leur multiplication sur
les paturages, source d’infestation des moutons.

Les strongyloses gastro-intestinales sont un des problémes majeurs au sein des élevages de
petits ruminants. Elles peuvent entrainer des pertes de production importantes (Paolini et al.,
2002). L’importance économique du parasitisme du tube digestif des ovins au Bénin réside
surtout dans les déficits de production provoqués, bien qu’il puisse entrainer la mort chez les
animaux les plus sensibles lors de fortes infestations parasitaires. Pour cette raison, I’impact
de ce parasitisme est souvent sous-estimé. Charray et al. (1980) estiment que 97% des petits
ruminants d’Afrique sont porteurs d’helminthes au niveau de I’appareil digestif. Au sud du
Bénin, ce taux est de 84,64% (Salifou, 1996). En zones tropicales et sub-tropicales,
H.contortus est trés largement réparti et tres pathogéne (Urquhart et al., 1996; Chartier et al.,
2000; O’connor et al., 2006). T. colubriformis est également retrouvé dans les élevages des
régions tropicales (Chartier et al., 2000). La faune parasitaire des ruminants au Bénin est
semblable a celle observée dans la plupart des pays ouest africains. D’autres études recensent
les principaux strongles gastro-intestinaux affectant les ovins au paturage au Bénin. Toutes
s’accordent a démontrer que quelque soit la région considérée, les deux principales espéces
rencontrées par leur fréquence et leur intensité sont H. contortus, strongle parasite de
I’abomasum des petits ruminants, et T. colubriformis, appartenant au genre Trichostrongylus,
qui parasite I’intestin gréle (Salifou, 1996 ; Hounzangbé et al., 2000). La prévalence chez les
petits ruminants de chacune de ces especes est supérieure a 86%, loin devant
Oesophagostomum columbianum (55,1%) (Salifou, 1996). Selon Salifou (1996), comparés
aux caprins, les ovins ont les plus fortes prévalences. Cet auteur montre que le sexe des
animaux n’a aucune influence sur I’infestation du tube digestif. Notre étude expérimentale
concernera essentiellement H. contortus, et T. colubriformis de loin les plus fréquents sur le

site ou a lieu I’expérimentation in vivo.
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Abomasum
(Caillette)

Omasum
(Feuillet)

Figure 2: Schéma du tube digestif des ruminants (Robert, 2006)

Tableau 1: Principales espéces de Trichostrongles gastro-intestinaux des petits
ruminants au Bénin et leur localisation dans le tube digestif (Salifou, 1996)

) . Localisation A Prevalence (%0)
Sous-familles Especes . Hotes i i
chez I’héte Ovins Caprins
] Abomasum  Ovins, Caprins 92,6 78,7
Haemonchinae H. contortus
Intestin 87,0 55,8
Trichostrongylinae  T. colubriformis  gréle Ovins, Caprins
Oesophagostominae O. columbianum 55,1 31,8
Colon Ovins, Caprins
Teladorsagia Abomasum  Ovins, Caprins

Ostertagiinae ) )
circumcincta
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2.1.1. Classification et taxonomie des nématodes, parasites gastro-intestinaux des

petits ruminants

Les strongles gastro-intestinaux, parasites de la caillette ou de I’intestin des ruminants, sont
des nématodes qui appartiennent a I’ordre des Strongylidae et a la super famille des
Trichostrongyloidae (tableau 2). Les nématodes constituent une classe de I’embranchement
des Némathelminthes : ce sont des vers ronds, pseudo-coelomates, a corps non segmenté et a
tube digestif complet. Les sexes, male et femelle, sont séparés. Leur mode de vie est soit libre,
soit parasite de végétaux ou d’animaux (Taylor et al., 2007).

Tableau 2 : Classification des Trichostrongylidae (Urquhart et al., 1996 ; Hoste et al., 1999)

Ordre Superfamille Famille Genre

Trichostrongylus

) ) Teladorsagia
Trichostrongylidae )
) ) Ostertagia
Trichostrongyloidae
) Hyostrongylus
Strongylidae

Haemonchidae Haemonchus
Cooperiidae Cooperia
Molineoidea Molineidae Nématodirus
Strongyloidae Strongylidae Oesophagostomum
2.1.2. Morphologie des nématodes gastro-intestinaux des petits ruminants

2.1.2.1.  Structure générale

Les nématodes ont une forme cylindrique. L’ensemble est recouvert par une cuticule
translucide. L’hypoderme sécréte la cuticule et se projette vers I’intérieur pour former deux
cordes latérales qui portent les tubes excréteurs et deux cordes dorsales qui portent les nerfs.
Les muscles sont constitués de fibres musculaires qui courent longitudinalement sous
I’lhypoderme. La locomotion est due & des contractions alternées des muscles dorsaux et
ventraux. La cavité ceelomique contient les autres organes et un liquide sous pression qui

donne sa rigidité au ver. Les autres organes baignent dans ce liquide.
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2.1.2.2.  Systéme digestif des strongles

La bouche est souvent une simple ouverture éventuellement entourée de 2 a 3 levres et qui
meéne directement dans I’cesophage. Parfois, la bouche est large et donne dans une grande
capsule buccale qui peut contenir des denticules. Chez ces espéces, le ver aspire un morceau
de muqueuse et le digére ; dans certains cas, des enzymes anticoagulantes sont produites, ce
qui explique les saignements qui persistent apres le détachement du ver de la paroi interne des
organes. Chez les vers munis d’une petite capsule buccale, les débris cellulaires et les fluides
digestifs servent d’aliments (Robert, 2006).

L’cesophage est souvent musculaire et pompe la nourriture. Il est de forme variable et est
utilisé pour identifier le groupe de vers. Chez les vers munis d’une capsule buccale, la
gouttiére cesophagienne améne le suc digestif de I’cesophage dans la capsule buccale pour
digérer les tissus.

L’intestin est un simple tube muni d’une couche de cellules porteuses de microvillosités. Chez
la femelle, il se termine a I’anus ; chez le male, il débouche dans un cloaque ou débouchent

également les canaux déférents et qui peut abriter les spicules.

2.1.2.3.  Systéme excréteur des strongles

Il est tres primitif et constitué de deux canaux excréteurs dans les deux cordes latérales ; ils

fusionnent au pore excréteur en avant de I’cesophage.

2.1.2.4.  Systeme reproducteur des strongles

Le systeme reproducteur est constitué de différentes structures filamenteuses.

2.1.2.4.1. Systeme femelle des strongles
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Il comprend un ovaire, un oviducte et un utérus qui s’ouvre au vagin. L’ensemble peut étre
dupliqué. Le vagin peut étre précédé d’une portion musculaire, I’ovojecteur, qui sert a la

ponte. Un clapet vulvaire peut étre présent.

2.1.2.4.2. Systeme male des strongles

Il comprend un testicule et un canal déférent qui se termine dans le cloaque par un canal
éjaculateur. Les organes accessoires du male sont souvent utilisés pour I’identification :

* les spicules qui sont des organes chitineux souvent doubles insérés dans le vagin, au
moment de I’accouplement, pour le maintenir ouvert. Leur forme est souvent
caractéristique ;

* le gubernaculum aussi chitineux, sert de guide aux spicules ;

* la cuticule, peut étre modifiée pour donner différentes structures comme :

- la coronule, structure en palissade est constituée d’une rangée de papilles juste a
I’extérieur de I’ouverture de la capsule buccale (coronule externe) ou juste en
dedans (coronule interne) ;

- les papilles cervicales ou caudales, structures souvent diamétralement opposées
sont des expansions sensorielles ;

- les ailes cervicales ou caudales sont des expansions aplaties en région
oesophagienne ou caudale ;

- les vésicules céphaliques et cervicales : dilatations de la cuticule dans ces deux
régions

- la bourse caudale ou copulatoire sert a maintenir la femelle lors de I’accouplement
; elle est constituée d’expansions caudales supportées par des papilles caudales tres
développées appelées les cotes de la bourse ; la bourse est constituée de deux lobes
latéraux bien développés et d’un lobe médian plus réduit.

H. contortus et T. colubriformis sont les especes de nématodes parasites gastro-intestinaux
dominantes, elles ont été retenues comme modeles expérimentaux dans nos études sur les
ovins. Quelques éléments de morphologie et de la physiopathologie des deux parasites seront
donc indiqueés.
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2.1.3. Haemonchus contortus

H. contortus appartient a la famille des Trichostrongylideae qui sont des nématodes de petite
taille, possédant peu d’appendices cuticulaires, une capsule buccale réduite et une bourse
caudale bien développée chez le male avec un gubernaculum et deux spicules qui sont utilisés
pour I’identification. C’est un parasite de I’abomasum que I’on trouve surtout en régions
chaudes. 1l est strictement hématophage (Hoste et al., 1997).

Les adultes sont faciles a reconnaitre gréace a leur localisation et leur grande taille (2 a 4 cm) ;
chez la femelle (figure 3), I’ovaire blanc s’enroule autour du tube digestif rempli de sang et
cela donne un aspect caractéristique. Au microscope, la bourse caudale parait asymétrique
avec un lobe dorsal muni d’une cote en Y ; les spicules sont munis de petites dents a leur
extrémité ; la femelle porte un clapet vulvaire. Les deux sexes ont des papilles cervicales et

une petite lancette a I’intérieur de la capsule buccale (Bussieras et Chermette, 1988)

Figure 3 : Femelle adulte de H. contortus (www. nematodes.org)

Les ceufs de H. Contortus sont de taille moyenne, d’une longueur allant de 65 a 95 um et
d’une largeur de 36 a 50 um. lls sont de forme elliptique, réguliére et large, avec des pbles
larges et arrondis, pratiquement égaux, et des parois latérales égales, fortement bombées. La
coque chitineuse est mince, de couleur jaune clair et a surface lisse, tapissée a I’intérieur
d’une fine membrane vitelline. Les ceufs contiennent un grand nombre de blastoméres peu
distincts, emplissant la presque totalité de I’ceuf.

La larve infestante (L3) de taille variant entre 657 um et 733 um est entourée d’une gaine .
L’extrémité caudale est légérement tordue a la base. La larve porte 16 cellules intestinales et 2

cellules terminales.
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2.1.4. Trichostrongylus colubriformis

T. colubriformis appartient a la famille des trichostrongylideae. Il est rarement pathogene
primaire mais il participe au syndrome de la gastro-entérite vermineuse.

Il posséde une petite capsule buccale et sa forme rappelle celle d’un cheveu, d’ou son nom.
Les adultes mesurent en général moins de 7 mm et sont trées difficiles a voir. Les vers n’ont
pas de capsule buccale visible, une dépression cuticulaire dans la région cesophagienne, des
spicules épais non divisés et inégaux ; chez la femelle, la queue est mousse et il n’y a pas de
clapet vulvaire ; les ceufs sont arrangeés a la suite I’un de I’autre dans I’utérus.

Les ceufs de T. colubriformis sont de taille moyenne, d’une longueur allant de 78 & 101 um et
d’une largeur allant de 38 a 50 um. lls ont une forme elliptique irréguliere avec des pbles
inégaux, pas tres larges, dont un est plus arrondi que I'autre et des parois latérales inégales,
avec souvent une paroi aplatie. La coque chitineuse est mince a surface lisse et tapissée a
I’intérieur d’une fine membrane vitelline. Les ceufs contiennent de 16 & 32 blastomeres.

La larve de T. colubriformis comporte 16 a 32 cellules intestinales et a une queue courte avec

une téte arrondie.

2.1.5. Cycle évolutif des strongles digestifs

Les strongles digestifs des ruminants présentent un cycle évolutif monoxéne (figure 5) c'est-a-
dire qui n’implique qu’un seul héte définitif (HD). Ce cycle est caractérisé par la succession
de deux phases évolutives : une phase exogéne, qui concerne le développement des ceufs
jusqu’au stade larvaire Ls, et une phase endogene, intéressant le développement des stades
proprement parasitaires, larves L, juvéniles (stade 5) et adultes dans le tube digestif de I’h6te
(Crapelet et Thibier, 1984 ; Urquhart, 1996 ; Jacquiet, 1997 ; Cabaret, 2000 ; Chartier et al.,
2000).

2.1.5.1. Phase exogéne

Suite a leur émission au stade morula, mélangés aux féces de I’héte, les ceufs doivent trouver
dans le milieu extérieur des conditions favorables a leur embryonnement et a la formation de
la larve L; (Euzéby, 1963 ; Smith et Sherman, 1994 ; Urquhart et al., 1996). Celle-ci éclot
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ensuite, se nourrit activement de microparticules et de microorganismes en suspension dans
I’eau, grace a un appareil valvulaire de type «Rhabditoide» situé sur son cesophage, puis mue
en larve L, qui se nourrit & son tour de la méme fagon, et mue en larve L (figure 4) ou stade
infestant. Apres I’éclosion de I’ceuf, la période d’évolution des larves L; et L, est de 2 jours et
leur survie n’est possible que dans un milieu saturé d’humidité, a une température favorable et
avec une quantité suffisante d’oxygene. La larve Ls, en revanche, présente un aspect et un
comportement trés différents : son cesophage est de type strongyloide, dépourvu d’appareil
valvulaire, et elle est entourée d’une gaine protectrice, qui correspond a I’exuvie du stade
larvaire précédent et lui confére une résistance plus ou moins élevée vis-a-vis des facteurs de
dessiccation. Elle ne se nourrit pas mais peut survivre plus ou moins longtemps grace a ses
réserves glycogéniques et lipidiques stockées dans ses cellules intestinales (O’connor et al.,
2006).

orludes inlesinaies celise injest . ;
msophage pentagonaes rectanguiares tianguaves  lermind® | quevedelagame |
1 ]
—l / — —-—-%‘E;‘::_‘:—:_ :'_!?‘Sﬂ-lr—_-q.?—_'::.__‘_ 1
P — = I I
v | queue |
aani . caluie génitale anus 1+ delabinel
G Porg Gxcrédeur primocdiale

Figure 4: Schéma général d'une larve L3 (Gevrey, 1971)

2.1.5.2.  Phase endogene

Apres leur ingestion, les larves Lj infestantes se liberent activement de leur gaine sous I’effet
du pH et de la composition chimique de la caillette des ruminants (Jacquiet, 1997 ; Hertzberg
et al., 2002). Cette libération s’accompagne de I’imprégnation du milieu par le fluide de
dégainement dont le pouvoir antigénique est élevé, et qui stimule a son tour le dégainement
des autres larves Lz (Robert, 2006).

En général la larve L3 mue rapidement en L. Celle-ci s’enfonce plus ou moins profondément
dans les glandes de la paroi digestive ou dans les espaces entre les villosités intestinales. Les
larves L4 qui retournent dans la lumiere digestive muent a leur tour pour donner les juvéniles
(stade 5). Apres acquisition de la maturité sexuelle, les méles et femelles s’accouplent et ces
derniéres pondent des ceufs rejetés avec les excréments de I’héte (Euzéby, 1963).

Dans le cas le plus simple (primo-infestation d’un jeune animal au début de la saison de mise

en pature), le développement successif des stades parasites est continu, si bien que la durée
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totale de la période prépatente est minimale et se situe aux alentours de 2 & 3 semaines chez la
plupart des trichostrongylides ou de 6 a 8 semaines chez les strongylideae (Etter et al., 2000 ;
Jacquiet, 2000). Le mode de nutrition des vers adultes est variable. Les plus pathogénes sont
le plus souvent hématophages ou histophages et provoquent de ce fait des hémorragies et une
lyse des tissus de la paroi digestive, grace a leur armature buccale et a I’action des enzymes
sécrétées par leurs glandes oesophagiennes (Dorchies, 2000 ; Enderlein, 2002 ; Penicaud,
2007). Les autres strongles sont chymophages, prélevant leurs aliments dans la lumiere
digestive. Le mode de nutrition des larves peut étre similaire ou différent de celui des adultes
(Dorchies, 2000). Les larves inhibées ne se nourrissent pas et leur métabolisme est tres reduit.
Elles sont tres faiblement pathogenes et sont beaucoup moins sensibles & I’action des
médicaments anthelminthiques que les larves actives et les vers adultes.

En général, ces deux processus interagissent sur les parasites et leurs résultats se confondent
(figure 5).

Phase endogéne (parasitaire)
E ._.‘f‘:"_.

2 & 3 semaines

Vers Adultes
INGESTION

Larves infestantes

@ L, d'Heemoncus contortus
@ L, de Trchastrongyius colubrformis
@ L, d'Esophagostarmun columblanum

7 - 10 jours ~
! Phase exogene

Figure 5 : Cycle évolutif des strongles digestifs (Hounzangbé-Adoté, 2004)
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2.1.6. Epidémiologie

La majorité des especes de strongles sont peu spécifiques et infestent les ruminants
domestiques et sauvages, voire les porcins.

Plusieurs observations montrent qu’il existe une variabilité interraciale a I’infestation par les
strongles digestifs. Ainsi chez des ovins de race Mérinos d’Australie, il a été démontré qu’il
existe une corrélation entre le groupe sanguin et la moindre réceptivité des individus a
I’infestation par H. contortus, bien gu’il ne s’agisse que d’un simple marquage et que la
composante génétique spécifique a cette résistance n’ait pas encore été identifiée (Robert,
2006).

Les jeunes animaux et les femelles gestantes ou en état de lactation hébergent le plus souvent
un nombre plus élevé de parasites, di soit a une plus grande facilité d’installation des larves
infestantes, soit a la reprise de I’activité des larves inhibées dans la paroi digestive. De méme,
les états de malnutrition et les maladies d’élevage associées, en diminuant la résistance de

I’organisme, favorisent I’action pathogéne des helminthes.

Agents pathogénes

Le terme « strongle » correspond a I’ordre des Strongylida auquel appartiennent tous les
agents des strongyloses digestives, répartis au sein de deux super-familles : celle des
Trichostrongyloideae et celle des Strongyloideae.
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2.2.  Anguillulose

L'anguillulose est une parasitose due a I’infestation par des anguillules qui s'implantent dans
I'intestin gréle et plus particuliérement dans le duodénum. Elle prend diverses formes, selon
I'espéce en cause (Strongyloides stercoralis ou Strongyloides fulleborni), l'origine et I'age de
I'note. Cette affection se caractérise par une diarrhée survenant par intermittence,
accompagnée de douleurs abdominales et une hyperésinophilie fluctuante ainsi qu'une légere
anémie peu nette. Souvent bénigne, elle peut dans certaines circonstances

(immunodépression) se transformer en une infection généralisée au pronostic sévére.
2.2.1. Biologie des anguillules

2.2.1.1. Classification et taxonomie des anguillules

Le genre Strongyloides contient 53 especes (Spear, 1989). Parmi ces espéces on distingue des
Strongyloides naturellement parasitaires chez les humains qui sont Strongyloides stercoralis,
Strongyloides fulleborni et Strongyloides kellyi. S. fuelleborni et S. kellyi provoquent des
infections limitées chez I’homme (Viney 1990 ; Doris, 2002). Notre étude porte sur des S.
stercoralis, parasites internes des humains. S. stercoralis appartient a I’ordre des Rhabditidae

et a la famille de Strongyloididae (Tableau 3).
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Tableau 3: Classification des Strongyloidae (Bavay, 1876)

Régne: Animale
Embranchement : Némathelminthes
Classe: Nématodes
Ordre: Rhabditidae
Super famille Rhabditoidae
Famille: Strongyloididae
Genre: Strongyloides
Espéce: S. stercoralis

2.2.1.2.  Cycle évolutif de S. stercoralis

Le cycle évolutif (figure 6) est particulierement complexe. Les femelles parthénogénétiques
vivent profondément enchéssées dans la muqueuse duodénale de I’Homme, se nourrissent des
tissus et ne sont pas hématophages. Elles pondent des ceufs qui éclosent dans l'intestin. Des
larves rhabditoides s'en échappent, elles ont trois destinées possibles.

Le cycle externe, asexué, direct se produit lorsque les conditions extérieures sont défavorables
(température inférieure & 20 °C ; humidité insuffisante) : les larves rhabditoides émises dans
les selles se transforment directement dans la nature en larves strongyloides infestantes.
L'homme se contamine par voie cutanée en marchant pieds nus dans la boue, sur la terre, ou
en se baignant dans un cours d'eau douce ou une piscine sans filtration; la contamination par
voie buccale est exceptionnelle. Les personnes a risque sont celles qui travaillent dans les
mines et les tunnels et chez celles qui pratiquent le jardinage a mains nues. Apres avoir
franchi les téguments, les larves migrent par voie sanguine au niveau du cceur droit, puis des
poumons ou elles changent de direction et remontent les bronchioles, les bronches, la trachée,
jusqu'au carrefour aéro-digestif (Chevalier et al., 2002). Elles sont alors dégluties ; aprés avoir
franchi le pylore, elles deviennent des femelles parthénogénétiques. C’est a cette occasion que
se manifeste le syndrome de Loéffler (toux, prurit, réaction allergique, éosinophilie) chez le
sujet atteint.

Le cycle externe, sexué, indirect, ou hétérogonique apparait lorsque les conditions extérieures
sont favorables (plus de 20°C, humidité). Les larves rhabditoides muent en adultes stercoraux
libres méles et femelles. Les femelles fécondées pondent des ceufs donnant naissance a des
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larves rhabditoides. Les larves se transforment & leur tour en larves strongyloides infestant
I'homme par voie transcutanée . Il se produit ainsi une multiplication parasitaire dans le milieu
extérieur ; les stades ultérieurs du cycle sont identiques a ceux du précédent.

Le cycle interne, ou cycle d'autoréinfestation (endogéne), est un cycle court, avec
transformation directe des larves rhabditoides en larves strongyloides dans l'intestin du
malade, sans passage extérieur, sinon peut-étre au niveau de la région anopérinéale ou dans le
derme de la paroi abdominale, il explique la longévité de I'affection pouvant dépasser 30 ans,

alors que la survie des femelles parthenogenetiques est relativement bréve.

0 Les larves strongyloides sont
transportées par la circulation
jusqu'aux alvéoles pulmonaires
puis la trachée, le pharynx
et aprés déglutition I'intestin
ou elles deviennent adultes

Les larves strongyloides infestante:
traversent la peau

Les larves rhabditoides
deviennent des larves
atranmulaidac l i

strongyloides
infestantc/

0 Vers adultes
femelles
dans l'intestin

Les oeufs embryonnés

deviennent des larves

rhabditoides @ Autoinfection :
les larves rhabditoides
dans l'intestin deviennent
des larves strongyloides
infestantes, traversent la
mugqueuse et suivent le
cycle normal

Les oeufs déposés dans
/ S la muqueuse intestinale
A Q éclosent et migrent

dans la lumiére

Oeufs pondus parles\ !

femelles fécondées

Les larves rabditoides

de l'intestin sont

excrétées dans

les selles A = Etape infectieuse

vers adultes libres A - Etape diagnostique

Figure 6 : Cycle évolutif de S. stercoralis (http://fr.wikipedia.org)

2.2.1.3. Morphologie de S. stercoralis

Dans I’intestin de I’lhomme on ne connait que la femelle parthénogénétique qui est blanchatre et
mesure 2 a 3 mm de long sur 50 um de diameétre. L’ cesophage est cylindrique. Dans le
milieu sont rencontrés des males et des femelles stercoraires libres. Le méale adulte mesure
0,7 mm de long avec une extrémité postérieure recourbée en crochets munies de deux spicules.
La femelle adulte mesure 1,2 mm de long et est modérément effilée (Nicolas, 2005).
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L’ceuf (figure 7) n’est habituellement pas retrouvé dans les selles, I’éclosion de I’ceuf ayant lieu

trés rapidement dans I’intestin pour donner naissance a des larves rhabditoides qui passent

dans la lumiere intestinale. Il mesure de 50 a 55 um de diameétre.

Figure 7: GEuf de S. stercoralis (http://www?2.vet-lyon.fr)

Les larves sont de deux types : les larves rhabditoides (figure 8) et les larves strongyloides

-les larves rhabditoides de S. stercoralis provenant soit des ceufs pondus par la femelle
parasite dans le duodénum: ce sont des larves de la premiére génération ; soit des ceufs
pondus par la femelle libre et fécondée par le male: ce sont les larves de la deuxiéme
génération. Elles mesurent 250 a 300 um de long et sont caractérisées par: un double
renflement cesophagien, un stylet buccal court, une extrémité postérieure peu effilée.

L'ébauche génitale est en principe bien visible.

Figure 8 : Larve rhabditoide de S. stercoralis (http://coursdeparasitologie.ifrance.com)

- la larve strongyloide (figure 9) de S. stercoralis infectante, présentant un seul renflement
esophagien et une queue tronquée bifide, n’a pas de gaine. Elles mesurent 500 a 600 um de
long.

Les larves sont incapables de survivre en dessous de 8°C et au-dela de 40°C.
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Figure 9 : Larve strongyloide de S. stercoralis (http://coursdeparasitologie.ifrance.com)

2.2.2. Répartition géographique

On estime que 30 a 100 millions de sujets sont parasités dans le monde. S. stercoralis a une
distribution cosmopolite dans les régions tropicales et subtropicales (figure 10) partout ou
I'assainissement est défectueux (Bethony et al., 2006). L anguillulose se voit donc dans tous les
pays tropicaux et subtropicaux. Dans les pays tropicaux I’infestation est possible toute I’année
sur un mode endémique : Antilles, Afrique tropicale, Maghreb, vallée du Nil, Madagascar.
Dans les pays tempérés, la contamination est possible pendant I’été : sud des Etats-Unis,
Europe du Sud. L'anguillulose figure parmi les dix infestations les plus fréquentes au monde.
Elle est importante en santé publique, sur le plan local ou régional.
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Figure 10 : Répartition géographique de I’anguillulose (Gentilini et Dufflo, 2000)

2.2.3. Epidémiologie

L’agent de I’anguillulose a été découvert par Louis Normand (1876) dans les matieres fécales
de soldats francais atteints de diarrhées au retour de Cochinchine. Bavay nomma les formes
découvertes dans les selles Anguillula stercoralis (du latin anguilla : anguille, et stercoris :
excréments) et celle des parois de I’iléon A. intestinalis. Grassi (1879) montra qu’il s’agissait
d’une méme espéce sous deux formes parasitaires différentes. Kreis (1932) décrivit le cycle
complet. Au terme de A. stercoralis, I'usage préfére celui de Strongyloides stercoralis (du
grec strogulos : rond) (Aubry et al., 1987 ; Mahmoud, 1996).

Il existe des interactions, d’une part, entre le parasite et I’environnement et, d’autre part, entre
le parasite et son héte : le parasitisme varie en fonction des zones géographiques, mais aussi
des modes de vie humaine. La compréhension du parasitisme fait donc appel aux

connaissances sur I’héte et le parasite.

2.2.3.1. Prévalence des infestations par S. stercoralis

On peut estimer que la prévalence totale de I'ensemble des nématodoses est de 2400 millions
(Bethony et al., 2006). Des études ont été publiées au cours de la derniere décennie et estiment
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la prévalence mondiale en croissance de 1984 a 2006, a 32 % en moyenne, avec une valeur
plus élevée pour les enfants (17 ans) que pour les adultes (> 18 ans) (Bethony et al., 2006).
Ces chiffres ne tiennent pas compte de facteurs tels que le climat et la densité démographique
[OMS, 1988]. Dans certains pays, la prévalence moyenne globale va de 16 a 48% et, pour un
pays déterming, peut aller de 0 a plus de 70%. Dans ces cas de nématodoses, on rencontre
I’anguillulose qui trouve de bonnes conditions de développement favorisant le cycle externe
du parasite dans toutes les régions chaudes et humides du globe ou elle touche essentiellement
les habitants des zones rurales travaillant dans les zones inondées ou les boues protegent les
larves. Dans ces conditions, I’ensemble de I’Afrique Noire, mises a part quelques zones
arides, est une zone de prévalence obligatoire supérieure a 5%.

Au Beénin, une enquéte menée dans la région méridionale, montre que 8,7 % chez 256
consultants du Centre National Hospitalier et Universitaire Hubert Maga de Cotonou et 15,5
% chez 116 patients d’un Centre de Santé en milieu rural (Mazzougbodiji et al., 1988) de cas
d’anguillulose (Tableau 4).

Tableau 4: Prévalence des infestations dues au S. stercoralis dans certains pays de

I’Afrique
Espéce parasite Togo  Nigeria Cote Gabon Cameroun Sénégal Congo Républigue  Moyennes
d’ivoire de des
Centrafrique  prévalences
Strongyloides 53% 33% 16,2 % 13 % 19 % 36 % 26 % 48 % 24,56 %
stercoralis

(Coulaud, 1990 ; Udonsi et al., 1996 ; Mahmoud, 1996 ; Nozais ,1998)

2.2.3.2. Modalités de contamination

La strongyloidose a S. stercoralis est une maladie commune a I’Homme, au chien et chat.
Mais I’Homme est le réservoir principal, le rdle du chat et du chien qui interviennent dans
I’épidémiologie de la maladie étant mal défini. On pense que, dans certains foyers,
I’infestation peut se transmettre d’une espece a l'autre par le sol contaminé. Une
contamination muqueuse et sexuelle est aussi possible (Nicolas et al., 2005).

La larve strongyloide contamine I’Homme par voie transcutanée. Elle gagne le poumon par voie
lymphatique ou sanguine. Aprés avoir traverse la paroi de I’alvéole pulmonaire, elle gagne les
bronches puis la trachée. Elle est déglutie, gagne I’intestin gréle, devient une femelle

adulte parthénogénétique qui s’enfonce dans la muqueuse et y pond ses ceufs. Les ceufs
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éclosent dans la muqueuse intestinale, les premiéres larves rhabditoides apparaissent dans les
selles 27 jours apres la contamination.

Une température du sol supérieure a 20°C, favorise la transformation des larves rhabditoides
émises dans les selles en adultes libres stercoraux capables de fécondation. Elle aboutit a
I’émission d’ceufs puis de larves rhabditoides capables de devenir des larves strongyloides
infestantes.

Dans I’intestin de I’homme, les larves rhabditoides peuvent se transformer en larves
strongyloides capables de réinfestation a travers la muqueuse du tube digestif ou de la marge

anale sans passage par le milieu extérieur.

2.2.4. Physiopathologie

Dans les infections chroniques humaines, S. stercoralis est capable d’élaborer une stratégie de
survie en n’entrainant qu’un minimum de réaction inflammatoire dans la muqueuse
intestinale, ce qui tend & expliquer avec I’autocontamination la longue tolérance de I’infection
(Heyworth, 1996 ; Trajman et al., 1997). Chez la souris, les lymphocytes B n’interviennent
pas dans la réponse immune primaire (Herbert et al.,, 2002). Les mécanismes
étiopathogéniques rompant cet état d’équilibre et déterminant une réaction maligne en cas

d’immunodépression demeurent inconnus a ce jour.

2.3.  Lutte contre les parasitoses gastro-intestinales

2.3.1.  Lutte contre les strongyloses gastro-intestinales des petits

ruminants

La lutte contre le parasitisme gastro-intestinal des ovins est I’une des premieres priorités pour
tous les types d’élevage ; elle mobilise des moyens financiers considérables tant a I’échelle
individuelle de I’éleveur qu’a I’échelle collective dans tous les pays. Des tentatives de
vaccination contre les helminthes les plus pathogenes et des recherches génétiques de
sélection d’animaux naturellement résistants ont bien été entreprises, mais n’ont pas encore
abouti a des solutions réalisables en pratique. Actuellement, la lutte est fondée en partie sur

des mesures sanitaires et zootechniques visant & diminuer le risque d’infestation par les
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éléments parasitaires exogenes. Cependant, elle demeure tres largement tributaire de
I’utilisation des produits anthelminthiques pour la chimiothérapie et la chimioprévention.
L’intérét des produits anthelminthiques utilisés a I’heure actuelle, et qui explique leur large
diffusion, réside dans leur grande efficacité, leur innocuité et leur colt modéré. Mais
actuellement, I’utilisation de ces médicaments se heurte dans beaucoup de pays a deux
problemes qui suscitent des inquiétudes quant a leur avenir et menace d’affaiblir les moyens
de lutte contre les helminthiases : le probléeme des résidus et le phénoméne de
chimiorésistance.

Le probléme des résidus dans les denrées d’origine animale, surtout la viande et le lait des
animaux traités, est aggrave par I’extension de I’'usage des nouveaux produits macrolides a
large spectre et dont la rémanence dans I’organisme est trés longue. Des réglementations sont
mises en place concernant les autorisations de mise sur le marché, et les limites maximales
annexées de résidus doivent étre respectées.

La chimiorésistance s’étend progressivement a tous les continents et concerne toutes les
familles d’anthelminthiques. L’amoindrissement de [I’efficacité de la plupart des
anthelminthiques contre certains helminthes des petits ruminants est un phénoméne qui
menace gravement certains pays de I’hémisphére sud de pertes catastrophiques dans les
élevages. Les régions de I’hémisphére nord, jusqu’a présent moins exposées, commencent a
voir surgir et se multiplier les cas de chimiorésistance. D’ou I'importance essentielle, a
I’heure actuelle, de tenir compte de ce risque dans tout programme de lutte mis en place
contre les helminthoses.

Dans ce contexte, le retour a des moyens de lutte plus naturels tels que I’emploi de plantes ou
de champignons aux propriétés vermifuges démontrées, est une piste qui mérite d’étre

explorée.

2.3.2. Lutte contre I’anguillulose

Les interventions thérapeutiques individuelles, curatives, symptomatiques ou prophylactiques
classiques sont accompagnées en zone tropicale de programmes internationaux ou nationaux
de contr6le des grandes endémies parasitaires. Ces programmes de lutte ont pour objectif
principal soit I’arrét de la transmission de I’affection soit le contrdle direct de la morbidité-
mortalité de la maladie. La prophylaxie de I’anguillulose repose sur la lutte contre le péril
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fécal. Un traitement systématique est obligatoire chez tout patient susceptible d’avoir été

infecté avant d’entreprendre ou de renouveler une corticothérapie.

2.3.3. Molécules anthelminthiques disponibles et leurs modes d’action

Le marché des anthelminthiques pour les Ruminants est considérable et les investissements
engagés dans les différentes mesures de contrble du parasitisme témoignent de I’impact
économique majeur de ce probléme en élevage. Bien que les anthelminthiques soient utilisés
chez les espéces (y compris I’Homme), le marché concernant les Ruminants est de loin le plus
important en termes de codt. Lanusse et Prichard (1993) ont rapporté que déja prés de 1,7
milliards de dollars étaient dépensés annuellement a travers le monde dans le cadre de la lutte
antiparasitaire chez les Ruminants !

Etant donnée I’ampleur du probléme, d’importants moyens ont été déployés afin de mettre au
point des molécules douées d’une activité anthelminthique suffisamment puissante. Ainsi, un
large panel de substances strongylicides les plus couramment utilisées en Afrique tropical, en
particulier au Bénin (tableau 5) est disponible, avec ou sans autorisation de mise sur le marché
(AMM) pour les ovins.

Le traitement de la strongyloidose a été révolutionné par I’arrivée de I’ivermectine
(Stromectol®), anthelminthique polyvalent qui a une efficacité d’environ 85-90% (Datry,
1994). Chez I’adulte, la posologie est de 200 pg/kg en prise unique, le matin, a jeun. Le
patient doit rester a jeun pendant 2 h apres la prise. L’efficacité s’évalue environ 2 a 3 mois
aprés ce traitement. L’éosinophilie doit alors s’étre normalisée : la constatation d’un chiffre
supérieur & la normale (500 cellules/mm?®) doit permettre d’ effectuer un nouveau traitement.
La cinétique de décroissance des titres sérologiques obtenus par ELISA est beaucoup plus
lente, et le test peut mettre plus d’un an a se négativer (Zaha, 2000).

L’albendazole (Eskazole®, Zentel®), dérivé benzimidazolé, a une efficacité mediocre (38%)
a la posologie recommandée dans le RCP, soit 400 mg/j pendant 3 jours (Datry, 1994 ; Zaha,
2000).

Le thiabendazole (Mintézol®), dérivé benzimidazolé, moyennement efficace et générateur
d’effets secondaires marqués, ne doit plus étre utilisé (Zaha, 2000). L’utilisation de cette

molécule est d’ailleurs de moins en moins fréquente au Beénin.
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Tableau 5 : Principaux anthelminthiques actifs chez les petits ruminants (liste non
exhaustive) (Hoste, 2002 ; Hounzangbé-Adoté, 2004 ; Penicaud, 2007 ; Berrag, 2008)

Temps d’attente

Familles Molécules Noms déposés Mode d’action Doses et mode | Lait Viande et
d’administrati abats
on (Jours)

Albendazole : N- | Actifuge®, Action sur le| 38 a 7,5/ Interdit | 10
propylthio-2- Bilutac®, métabolisme mg/kg  selon
benzilidazolyl Valbazen®, énergétique par | les produits
carbamate de | Mediamix V | inhibition de la | Voie orale
méthyle Disthelm®, fumarate réductase:
o, & | Rumifuge®, Mort des parasites

[thjllw Proftril® cibles par inanition

e
Fenbendazole : Panacur®, 5 mg/kg selon | Nul 8
ester méthylique | Mediamix V les produits

Benzimidazoles de I’acide 5- | Fenben® Voie orale

phenylthio-2-
benzimidazolyl
carbamique
N u_- ]

; “z H
Oxfendazole: 2- | Oxfenil® 5 mg/kg selon | Nul 14
méthoxycarbonyl | Synanthic® les produits
amino-56 Voie orale
phénylsulfinylben
zimidazol
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Lévamisole :  1- | Anthelminticide | Cholinomimétiques | 5 a 10 mg/kg | Interdit | 3
chlorhydrate de di | ® . Paralysie des vers | selon les
(tétra) hydro- | Lévamisole® cibles produits
2,3,5,6-phenyl-6- | Polystrongle® Voie orale ou
imidazo  [2,1-b] injectable
thiazole
Imidazothiazole _H, _“ar 5\
1 \\K i
B
Ivernectine : Ivomec® Ils perturbent la | 0,2 mg/kg | Interdit | 42
alpha-L- Ivermectine fonction selon les
oleandrosyl- Eco® membranaire  des | produits
oleandroside Qualimec® synapses par leur | Sous-cutané
lactone activitt' « GABA
macrocyclique like » ; ils se fixent
Avermectine fi sur les récepteurs «
o o glutamates »,
Hp 0 3 provoquant
’[1 I’ouverture des
} 1
; canaux chlore et la
o paralysie des
parasites
cibles
2.3.4. Apparition de chimiorésistances

2.3.4.1. Définition et importance de la chimiorésistance

Une population chimiorésistante est une population de parasites ayant génétiqguement acquis
la capacité de résister a des concentrations d’antiparasitaires habituellement mortelles pour
des individus de la méme espéce. C’est une situation ot un dosage normal d’une molécule ne
permet plus une réduction conséquente des vers ou des ceufs éliminés. Elle résulte d’une pré-
adaptation par mutation dont le déterminisme est génetique et la transmission héréditaire.
L’ anthelminthique ne fait donc que sélectionner les individus sensibles tout en préservant les
résistants.

A I’heure actuelle, la chimiorésistance aux molécules anthelminthiques représente un
probléme trés grave pour les grands pays d’élevage intensif, surtout dans I’hémisphére sud :
Afrique du sud, Amérique latine, Australie, Nouvelle-Zélande. Le risque d’apparition de
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nématodoses mortelles a large échelle a déja poussé de nombreux éleveurs de ces pays a
abandonner cette filiere de production. Le phénoméne, présent sur tous les autres continents
avec une incidence plus faible, a cependant tendance a se généraliser rapidement et surtout a
se manifester sous forme de multi résistances a plusieurs substances anthelminthiques. Les
parasites qui présentent une chimiorésistance aux anthelminthiques sont en général les plus
pathogénes : H. contortus, T. colubriformis, O. columbianum, Strongyloides spp (Besier,
2007).

2.3.4.2.  Mécanismes de développement des résistances

L’apparition de la résistance aux anthelminthiques chez les parasites est un phénomene
génétique évolutif, consistant en la sélection d’alleles de résistance, initialement présents dans
la population mais & une fréquence extrémement faible (de I’ordre de 10°). Sur le plan

moléculaire, la résistance aux benzimidazoles de T. colubriformis ou H. contortus est due a

une mutation ponctuelle affectant le géne de la R-tubuline et substituant un acide-aminé (la

tyrosine: TYR) a un autre (la phénylalanine : PHE) (Silvestre et Cabaret, 2002). Les
mécanismes biochimiques de la chimiorésistance sont, ici en relation avec le mode d’action
principal (a I’échelle moléculaire) de I’anthelminthique sur une cible donnée de I’helminthe.
Le médicament remplace, par mimétisme structurel, une molécule organique sur le site ou le
récepteur de son action, ce qui empéche le déroulement de la réaction normale et aboutit a des
perturbations des métabolismes. Lors de chimiorésistance, le site (ou le récepteur) est
modifié. 1l n’est probable que des processus de détoxification du médicament entrent
également en jeu et deviennent plus actifs chez les helminthes résistants a I’anthelminthique.

2.3.5. Solutions alternatives : lutte intégrée non chimique contre les strongles gastro-
intestinaux

En raison de I’apparition et de la pérennité des problemes de chimiorésistances, mais
également du fait des préoccupations croissantes des consommateurs quant a I’emploi de
substances médicamenteuses en élevage, la nécessité impérieuse de trouver de nouveaux
moyens de lutte contre les strongles gastro-intestinaux s’est faite ressentir. En effet, depuis
quelques années, les consommateurs ont considérablement changé de point de vue sur
I’élevage en général et sur la notion de tracabilité en particulier. Force est de constater qu’ils

se sentent plus directement concernés par les problemes médico-sanitaires de I’élevage,
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surtout depuis des "crises" particulierement médiatisées tel I’épisode de la maladie de la
"vache folle"(Guillard, 2004).

C’est en outre sous I’effet de la "pression™ des consommateurs que se sont développés des
courants tels que I’agriculture biologique. Le public est en effet de plus en plus soucieux du
bien-étre des animaux, de leurs conditions d’élevage et de la pollution environnementale. Les
solutions alternatives pour la maitrise des infestations parasitaires se doivent donc d’étre non
seulement efficaces mais également en accord avec les attentes du public.

Nous choisirons de ne pas traiter ici de moyen alternatif qu’est I’homéopathie. Nous nous
intéressons plus précisément aux méthodes visant a limiter la contamination du milieu

extérieur ou & améliorer la résistance de I’hote.

2.3.5.1. Diminution de la contamination du milieu extérieur

2.3.5.1.1. Gestion du paturage

Elle a pour but de diminuer I’infestation des parcelles afin de réduire au maximum des
possibilités de contact entre I’animal hote et les larves L; (Hoste et Chartier , 1997). Pour
cela, plusieurs techniques existent (Jackson, 2000 ; Cabaret, 2002):

-les méthodes dites "préventives” : elles consistent & introduire des animaux non parasités
(comme des animaux jeunes n’ayant jamais paturé) sur des surfaces propres.

-Les méthodes "évasives" : les animaux parasités sont traités puis placés sur des parcelles non
contaminées. Cette technique est toutefois a proscrire en cas de résistance des parasites car la
contamination du milieu extérieur ne se ferait alors qu’avec des espéces résistantes.

On distingue ainsi deux grandes techniques d’assainissement des patures qui sont
I’assainissement par mise au repos court ou prolongé de la parcelle et I’assainissement par
pratiques culturales (Hoste et Chartier , 1997, Hoste et Chartier , 2002).

2.3.5.1.2. Lutte biologique : utilisation de champignons nématophages

Le principe est d’utiliser des prédateurs naturels des larves infectantes de Nématodes a savoir
des champignons microscopiques naturellement présents dans la microflore, du sol qui
parasitent les larves Ls et utilisent leur contenu comme substance nutritive. L’objectif est de
réduire au maximum la contamination du paturage. Il existe deux groupes de champignons

utilisés dans cette optique (Hoste et Chartier , 1997, Hoste et Dorchies , 2000)
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-les champions prédateurs qui piegent les larves L; dans les feces gréce a des structures
spécialisées de leur mycélium, comme des boutons collants auxquels adherent les larves des
réseaux a I’intérieur desquels les larves sont prises au piége.

-les champions endoparasites qui infestent avec leurs spores les larves de parasites
directement dans le tube digestif de I’hote.

2.3.5.2. Augmentation de la résistance de I’héte

2.3.5.2.1. Production de vaccins

La vaccination semble, de prime abord tres attractive dans le cadre de la lutte contre les
strongles gastro-intestinaux des Ruminants. Si des résultats plus qu’encourageants ont été
obtenus a I’étranger vis-a-vis d’un strongle respiratoire, Dictycaulus viviparus, chez les
Bovins, il n’en est pas de méme avec les nématodes du tube digestif.

Les principaux travaux concernant la vaccination contre les strongles gastro-intestinaux ont
porté sur H. contortus, car I’espéce est tres pathogene et qu’il existe de multiples souches
résistances aux anthelminthiques.

Les étapes de la mise au point d’un vaccin sont dans un premier temps d’élire les fractions
antigéniques les plus appropriées, c’est-a-dire celles permettant d’obtenir la meilleure réponse
vaccinale, puis de les purifier, d’isoler les genes qui les codent afin de produire des protéines
recombinantes (Smith, 1995) .

Dans le cas des nématodes parasites, et plus particulierement des trichostrongles du tractus
digestif, les résultats les plus encourageants ont été obtenus dans la mise au point d’un

vaccin contre H. contortus a partir du concept novateur d’« antigene caché » (Munn, 1997).
Dans le cas d’H. contortus, I’antigéne le plus étudié est une protéine membranaire de
I’intestin du ver (protéine Hi;) (Munn,1993). Par sa localisation interne, celle-ci correspond
exactement & la définition d’un « antigene caché » car n’entraine pas dans les conditions
naturelles de stimulation de la réponse immune de I’hote.

Les résultats positifs obtenus vis-a-vis d’H. contortus s’expliquent probablement en partie par
le mode de nutrition particulier de cette espéce, hématophage, qui favorise un contact étroit,
apres vaccination, entre I’antigéne et les effecteurs sanguins de la réponse de I’h6te. Pour
d’autres genres de nématodes, tels Trichostrongylus qui ont un mode de nutrition différent
(histophage), I’efficacité de tels vaccins risque et reste a explorer (Hounzangbé-Adote,
2004 ; Robert , 2006).

Une des caractéristiques essentielles des infestations par les trichostrongles est le
polyparasitisme. Les ruminants sont en genéral infestés simultanément par plusieurs espéces
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dans les divers organes digestifs. Le vaccin idéal doit donc étre polyvalent, mais un antigene
caché, commun aux principaux genres pathogénes, n’a pas encore été identifié. Toutefois, a
I’heure actuelle, aucun vaccin contre les strongyloses des Ruminant domestiques n’est
disponible sur le marché et il est certain qu’il s’agit d’une solution a long terme (Guillard,
2004).

Quoi qu’il en soit, il est important de considérer la vaccination en parasitologie (ainsi que
I’ensemble des solutions alternatives) plutét comme un outil épidémiologique permettant de
maintenir un degré minimale de contamination des patures que comme une arme visant a

I’éradication totale des parasites chez I’animal (Smith, 1995).

2.3.5.2.2. Sélection génétique

Comme nous I’avons vu, a coté des facteurs liés a I’age ou de I’état physiologique des
animaux, des différences de réponse sont notées selon les races ou les individus (Baker et al.,
1992). A partir de cette constatation, de nombreux programmes ont été développés
notamment chez le mouton, afin d’identifier ou de sélectionner des races ou des lignées
intraraciales dotées de qualités particuliéres de résistance ou de résilience face a diverses
espéces de trichostrongles. La sélection génétiqgue afin d’améliorer la résistance au
parasitisme gastro-intestinal est une méthode ayant un impact a moyen et a long terme. Toute
fois le développement de tels programmes nécessite un investissement colteux et important
(Hounzangbé-Adoté, 2004 ; Robert , 2006).

2.3.5.2.3. Amélioration de la nutrition

Comme cela a déja été dit, I’alimentation a un réle prépondérant lors d’infestation parasitaire.
Lorsque les aspects qualitatifs et/ou quantitatifs de la ration alimentaire ne sont pas
satisfaisants, des priorités sont fixées au sein de I’organisme de I’animal favorisant ainsi
certaines fonctions. Ainsi, plus une fonction est favorisée (croissance, reproduction,
production de lait, de laine ...), donc prioritaire en terme de fourniture de nutriments moins
elle sera affectée par les variables de nutrition (Etter, 2000). Les études ont plus
particulierement porté sur la part protéique de I’alimentation puisque I’on sait que le

parasitisme affecte en priorité le métabolisme protéique.
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De facon générale, on constate qu’une augmentation de I’apport protéique permet une
meilleure résilience des animaux infestés se traduisant entre autres par une moindre chute des
productions (Coop et Kyriazakis, 1999 ; Hoste et al., 2001).

L’efficacité d’une supplémentation protéique sur la résistance des animaux au parasitisme a
également été observée mais de fagcon moins systématique (Coop et Kyriazakis, 1999).
Certaines études (Etter, 2000) ont révélé qu’un apport accru de protéines ne permettait pas de
diminuer I’excrétion fécale ou la charge parasitaire tandis que d’autres ont montré que
I’apport de farine de graine de coton a des Caprins infestés par T. colubriformis entrainait une
diminution de ces mémes parametres.

Il est donc indispensable d’assurer une alimentation équilibrée et suffisante tant en quantité
qu’en qualité a I’ensemble du troupeau et de veiller plus particulierement a adapter la ration
pour certaines catégories d’animaux, plus fragiles en matiére de parasitisme.

Bien que I’alimentation ne représente pas encore une alternative plausible a I’emploi
d’anthelminthiques en Agriculture Biologique. Elle contribue de fagon primordiale a la lutte
antiparasitaire (Guillard, 2004).

Une nouvelle voie dans les pratiques alimentaires est par ailleurs explorée depuis quelques
temps, il s’agit de la distribution des plantes naturelles a vermifuge . Leur intérét
anthelminthique et économique suscite ainsi la plus grande attention de la part scientifique.
Plusieurs plantes ont des propriétés anthelminthiques. Leur utilisation faisait d'ailleurs partie
des pratiques traditionnelles des éleveurs et de la médecine populaire partout dans le monde
avant l'adoption généralisée des vermifuges de synthése. Dans certains pays par exemple, il
était de coutume d’utiliser des «sapinages» (branches de pins, épinettes ou sapins) pour
vermifuger les moutons. Bien qu'il s'agisse la de sagesse populaire, la recherche vétérinaire
s'est aussi penchée sur la question des plantes anthelminthiques, particulierement avant la
deuxiéme guerre mondiale dans les pays occidentaux puis, par la suite, dans les pays de I'Est
et en Inde. On dispose donc de données sérieuses sur l'action de plusieurs plantes ou extraits
de plantes sur certains parasites, ce qui nous permet de connaitre les limites de ces substances.
Certaines plantes vermifuges peuvent occasionner des effets secondaires chez les animaux.
Les plus puissants vermifuges naturels sont le plus souvent des poisons potentiels. Il est donc
important de respecter les doses recommandées. Une facon d'éviter les effets secondaires est
d'administrer ces plantes sous forme de préparations homéopathiques. Les produits
homéopathiques ont aussi lI'avantage de ne pas nécessiter de période de je(ine préalable et de
diéte laxative apres le traitement (Robert, 2006).
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Dans les autres cas, il est conseillé d’accompagner tous les traitements vermifuges avec des
produits naturels d'un jelne sauf pour les petits qui tétent encore leur mére. Une période de
jelne de 12 a 48 heures doit précéder le traitement et une autre période de jelne de six heures
doit le suivre. Par apres, une diéte laxative ou une purgation est recommandée (Robert, 2006).

2.3.6. Traitement de la parasitose par les molécules anthelminthiques naturelles

2.3.6.1. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans
le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On attribue a ces
flavonoides des propriétés variées : anti-inflammatoire, analgésique, antiplasmodique, anti-
bactérienne, anthelminthique, hépatoprotectrice, etc (Bruneton, 2009). Le terme flavonoide
regroupe une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques. On distingue : les
flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan-3-ols, etc. Les
flavonoides ont tous une origine biosynthétigue commune (Figure 11). Ce groupe de
composeés est défini par une structure générale en Cys, caractérisée par un enchainement Ar-
Cs-Ar. Les flavonoides "lato sensu™, comprennent les flavonoides "stricto sensu™ (flavones,
flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, I’ion flavylium, chalcones,
aurones) et les isoflavonoides (Bruneton, 2009).

Les flavonoides "stricto sensu™ dérivent d'une structure 1,3-diphénylpropane. L'enchainement
propanique est le plus souvent sous forme d'hétérocycle pyranique, a lI'exception de deux
groupes : les chalcones et les aurones. Au plan biosynthétique, les flavonoides résultent de la
condensation de 3 unités C, (sous forme de 3 malonyl-CoA) qui va former le noyau A et d'un
acide cinnamique activé qui sera a l'origine du noyau B et la chaine propanique. Cette
condensation est catalysée par la chalcone synthétase, enzyme-clé dans la formation des
flavonoides qui conduit a un précurseur, la chalcone (Bruneton, 2009).
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Figure 11 : Origine biosynthétique des flavonoides (Bruneton, 2009)
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2.3.6.2. Tanins

Les tanins sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de transformer la peau
fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton, 1999). Cette propriété de tannage
provient de la création de liaisons entre les molécules de tanins et les fibres de collagéne de la
peaul.

D’un point de vue biochimique, une premiére définition a été proposée par Bate-Smith (1973)
. « des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris entre
500 et 3 000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ». Méme si cette définition reste
valable, elle a été complétée grace aux méthodes d’analyse récentes qui ont permis d’éclaircir
la structure de ces polyphénols. Ainsi, les tannins sont désormais définis comme des
polyphénols de masse moléculaire allant jusqu’a 20 000 Da (Haslam, 1989; Hagerman, 2002).
Selon leur structure chimique, ils se divisent en deux catégories: les tanins hydrolysables
(THs) (groupe principalement responsable des effets toxiques pouvant apparaitre lors de la
consommation de certaines plantes) et les tanins condensés (TCs) (ils ne traversent pas la
barriére intestinale, ils sont donc beaucoup moins toxiques que les tanins hydrolysables)
(Bruneton, 2009)

2.3.6.2.1. Tanins hydrolysables

Les tannins hydrolysables (THs) sont des oligo-ou poly-esters d’un sucre, en général le
glucose, et de molécules d’acide-phénol (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Jean-Blain,
1998; Bruneton, 1999; Mueller-Harvey, 2001). lls sont classés selon la nature de I’acide-
phénol : les tannins galliques possédent un acide gallique (Figure 5), alors que les tannins
éllagiques ont un acide hexahydroxyphénique (Hagerman, 2002). Les tannins éllagiques sont
obtenus suite a un couplage oxydatif entre les molécules d’acide gallique (Mueller-Harvey,
2001). Le terme « tannin hydrolysable » décrit leur sensibilité & I’hydrolyse acide. Ils sont
notamment hydrolysés dans le tractus digestif des ruminants et leurs produits de dégradation
sont absorbés. lls peuvent étre responsables d’intoxications, lors d’ingestion trop massive, et
peuvent provoquer des lésions hépatiques et rénales, décrites chez les moutons (Zhu et al.,
1992) ou les bovins (Plumlee et al., 1998).
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2.3.6.2.2. Tanins condensés

Les tannins condensés (TCs), ou proanthocyanidols, sont des polyphénols appartenant a la
famille des flavonoides (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Bruneton, 2009). En général, les
TCs ont des PMs plus élevés que ceux des THs (Hagerman, 1992). L’unité de base (ou
monomeére) des TCs est un flavan-3-ol (Figure 12). Les TCs sont des polymeres de flavan-3-
ols liés par des liaisons de type C-C (Type B) ou C-OC (type A) (Mueller-Harvey et Mc
Allan, 1992; Jean-Blain, 1998; Bruneton, 2009; Feucht et Treutter, 1999; Schofield et al.,
2001). Selon la nomenclature frangaise, les noms des TCs se terminent en «-ols» car ce sont
des flavonoides.
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Figure 12. Modele de structure branchée des tannins condensés (Bruneton, 2009).
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2.3.6.3. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits odorants, genéralement de composition complexe,
obtenu a partir d’une matiere premiére végétale botaniqguement définie soit par entrainement a
la vapeur d’eau, soit par distillation séche ou soit par un procédé mécanique approprié sans
chauffage (Pharmacoopé Eurpéenne, 2011). Une huile essentielle est le plus souvent séparée
de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition. Les huiles essentielles peuvent subir un traitement ultérieur approprié. Les
huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres capables
d’élaborés les constituants qui composent les huiles essentielles sont repartis dans un nombre
limité de familles : Apiaceae, Lamiaceae, Rutaceae, etc. Les huiles essentielles peuvent étre
stockées dans tous les organes végétaux : feuilles, fleurs, écorces, bois, racines, rhizomes,
fruits, graines (Bruneton, 2009). Quantitativement, les teneurs en huiles essentielles sont
plutét faibles, assez souvent inférieures a 10mL/Kg. Pour une méme espéce, la composition
des essences peut varier d’un organe a I’autre. Les huiles essentielles sont des mélanges
complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent, de facon exclusive, a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
d’une part et celui des composés aromatiques (figure 13) beaucoup moins fréquents d’autre
part. Les huiles essentielles ont : un pouvoir antiseptique, des propriétés spasmolytiques et

sédatives et des propriétés irritantes etc... (Bruneton, 2009).

CHs
\
OH
O—CHs
CHo—CH—CH, OH
HsC CHs
Géraniol

Eugénol

Figure 13 : Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles
(Bruneton, 2009)
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2.3.6.4. Alcaloides

Initialement définis comme des substances organiques, azotées, basiques, d’origine naturelle
et de distribution restreinte, les alcaloides ont une structure complexe. Leur atome d’azote est
inclus dans un systeme hétérocyclique et ils possedent une activité pharmacologique marquée
a faible dose. Pour certains auteurs, ils sont issus d’un seul régne végétal (Bruneton, 2009). Ils
existent & I’état de sels et ils sont biosynthétiquement formés a partir d’un acide aminé. Le
regroupement d’un tel ensemble est par ailleurs confirmé par des réactions communes de
précipitation avec les réactifs généraux des alcaloides. Les plantes a alcaloides ne renferment
que trés rarement un seul alcaloide, certes elles peuvent parfois contenir un composé trés
majoritaire. En regle genéral, tous les alcaloides d’une méme plante ont une origine
biogénétiqgue commune, méme si leurs structures peuvent paraitre assez différentes (Bruneton,
2009). Pour une plante donnée, la teneur en alcaloides peut étre trés inégale selon les organes,
certains pouvant en étre dépourvu. Les teneurs en alcaloides sont variables mais tournent
généralement autour de 1%. Le lieu de synthese des alcaloides dans les plantes varient selon
les especes. Les tissus jeunes en phase de croissance et tissus periphériques (cellules
épidermiques ou sous-épidermiques des feuilles, enveloppes des graines, racines) sont les
sites privilégiés de production. Les alcaloides sont des substances particulierement
intéressantes pour leur activité pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus
variés (Bruneton, 2009).

Au niveau du systéeme nerveux central qu’ils soient dépresseurs (morphine) ou
stimulants (caféine)

Au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimétiques ou sympatholytique,
parasympathomimétiques inhibiteurs des cholinestérases, anticholinergique,
ganglioplégiques.

On notera aussi I’existence des curarisants, d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants,

d’antitumoraux, d’antipaludique, d’anthelminthique, etc... (Bruneton, 2009).
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3. Geénéralités sur les plantes de N. laevis et Z. zanthoxyloides

3.1. Description du genre Newbouldia

Le genre Newbouldia est un genre particulier dans la famille des Bignoniaceae avec une
seule espéce Newbouldia laevis, qui est répandu dans les régions tropicales des Etats unis
d’Amérique, en Afrique Centrale et de I’Ouest. Il n’y a donc pas de différence entre la

description du genre et de I’espéce.

3.2. Espece Newbouldia laevis

3.2.1. Appellation

L’espéce étudiée a été nommée N. laevis par Berthode Carl Seeman lors de la révision du
genre Spathodea, en 1863, dans le « Journal of Botany, British and Foreign. London »

3.2.2. Classification dans la famille des Bignoniaceae

Régne : Plantaea
Embranchement : Magnoliophyta (Plantes a fleurs)
Sous embranchement : Angiospermae
Classe : Eudicotyledona

Sous classe : Asterideae
Ordre : Lamiales

Famille : Bignoniaceae

Tribu : Tecomeae
Genre Newbouldia

Espece : N. laevis (P. Beauv.) Seeman ex Bureau

3.2.3.  Synonymes

Spathodea laevis avait été le nom donné par A. Palisot de Beauvois en 1801. Actuellement il

est considéré comme un synonyme.
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Dans la communauté Béninoise, I’espéce N. laevis est connu sous les noms figurant dans le

tableau 6
Tableau 6: Différents noms locaux de la plante de N. laevis
Pays Ethnies/Dialectes Appellations References
Goun- Mina Kpatima, Desretin
Yoruba-Nagot Igi Ak6kd
Tcha de Bante Akoko (Burkill, 1985 ;
L. Adja Desre, Aflama, Avenyon
Benin Waci Hwenma Keay, 1989)
Bariba Deebu
Kotafon Desre
Fon ?
Abe G-balie -K-palié (Burkill, 1985 ;
Adyukru K-poierem Keay, 1989)
Cote d’lvoire Akan-Asante Tokonzui
Baule Tunzué
Fula-Fulfulde Sukunde
Bidyogo Canhom
Crioulo Manduco de feticero (Burkill, 1985 ;
. . Fula-Pulaar Canhomburi Sucundé
Guinea-Bissau Mandyak Becuape Keay, 1989)
Mankanya Boukouf
Nalu Singéte
Akan-Asante Sesemasa
Anyi-Aowin Atronzuo
Baule Tonzue (Burkill, 1985 ;
Ghana Brong Sonsonangsayng Keay, 1989)
Fante Esisimansa
Gbe-Vhe Auvidtilifui
Wasa Sesemasa
Mali Manding-Maninka Kinkin- Moquiquiri-Tore (Keay, 1989)
Anaang Oni k
Bokyi Nso (Burkill, 1985 ;
Edo Ikhimi Keay, 1989)
Nigeria Efik Obotd
Tiv Kontor
Hausa Aduraku
Yoruba Akoko, Igho-Ogirisi
Balanta Gimgid
Banyun Kibompor-Sibompol
Dioula Bu gompa-egompa-Fugompefu (Burkill, 1985 ;
. Fula-Pulaar Kddomburu
Senegal Konyagi Pasal Keay, 1989)
Manding-Bambara Kolokolo
Serer Gamb
Wolof Gam-Ngam
Gbe-Vhe Lifui (Burkill, 1985)
Togo Tem Akinale
Yoruba-Ifée aboboe
France Hysope africaine (Burkill, 1985)
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3.2.4. Description botanique

Espece vivace, glabre et a croissance rapide, N. laevis (figure 14) est normalement un petit
arbre qui peut atteindre 12 m de hauteur qui se recépe lorsqu’on le coupe. Mais en raison de
tailles fréquentes c’est le plus souvent, un arbuste ou buisson retrouvé autour des habitations
et dans les foréts secondaires. La plante se propage par les graines ou les parties basales de la
tige. La tige est ligneuse, en général courtement ramifiée, irrégulierement torsadee, lisse et
dotée de brindilles noueuses. Les feuilles sont portées par un pétiole d’environ 8 cm de long.
Elles sont composées, longues d’environ 50 cm, imparipennées, opposées et parfois
verticillées avec trois a six paires de folioles mesurant 10 & 20 cm de long et 5 a 10 cm de
large. Le rachis est fortement renflé aux nceuds et porte deux glandes nectariféres. Les
folioles sont oblancéolées, dentées, acuminées, sessiles ou brievement pétiolées montrant
deux glandes a base du pétiole. Le limbe foliaire est papyracé, lisse et marqué de nervures
saillantes. L’inflorescence est une panicule racémeux terminale, dense, composée de fleurs
tubulaires violet rougeatre ou pourpres de 5 a 6 cm de long qui attirent souvent les fourmis.
Le fruit est une capsule longue, déhiscente et pendante de 30 cm de long a valves trinervées
qui porte des glandes attirant les fourmis. Les graines sont plates et ailées de 3 cm de long.
La formule florale est 5S / 5P/ (2-) 4(-5) St / 2C. On obtient les fleurs dans la période allant
du mois de Décembre a celui de Janvier et les fruits pendant le mois de Mars. N. laevis est
disséminé en forét et toujours vert. L espéce N. laevis se retrouve dans la zone soudanienne
ou regne un climat humide, elle profite de I’eau de consommation autour des cases. Elle est
souvent plantée en raison de sa facilité de reprise par bouture et, comme elle drageonne, elle
vit en petits peuplements. Les graines peuvent se semer, mais le bouturage est plus rapide. La
récolte est artisanale et se fait a la machette. N. laevis est une plante répandue en Afrique :
au Cameroun en passant par la Guinée équatoriale, le Gabon et le Zaire. En Afrique de
I’Ouest elle s'étend au Bénin, en Céte d’lvoire, au Gambie, au Ghana, en Guineée, au Libéria,
au Nigeéria, au Sénégal, en Sierra Leoneet au Togo (Adam, 1971 ; Aubréville et al., 1963 ;
Berhaut, 1971 ; Burkill, 1985-2004 ; Jardin botanique national de Belgique, 1967 ; Keay,
1953-1972 ; S'. John, 1973 ; Steenis, 1948 : Turrill , 1952).
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'
F5 Zirdenbrezh ore

(http://www. flickr.com/photos/36517976@N06)

Figure 14 : Rameau de N. laevis
La carte de la figure 15 présente ces différentes régions :

Figure 15 : Répartition géographique de I’espéce N. laevis en Afrique ( Adam, 1971 ;
Aubréville et al., 1963 ; Berhaut, 1971 ; Burkill, 1985-2004 ; Jardin botanique national de
Belgique, 1967 ; Keay, 1953-1972 ; S'. John,1973 ; Steenis, 1948 ; Turrill , 1952)
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3.2.5. Travaux récents sur N. laevis

3.25.1.  Composition chimique de I’espéce N. laevis

Des études rapportent que I’analyse phytochimique a indiqué la présence, des quinones, des
alcaloides, des mucilages, des traces d’huiles essentielles, des dérivés phénoliques
(flavonoides, tannins, acides phénoliques, glucuronat de flavones et flavonols), des glucides
dans les différents organes de N. laevis (Olounladé, 2005 ; Assob Nguedia et al., 2005 ;Tanko
et al., 2008).

@ Alcaloides

Dans les racines de N. laevis quatre alcaloides indoliques dont I’harmane Ci2HioN2 (méthyl-
pyriindol) ont été isolés (Adesanya et al., 1994 ; Houghton et al., 1994 ; Gafner et al ., 1996).
D’autres alcaloides tels que : pyrazole, pyrrolo (1,2b), withasomine ont été également isolés
de la racine de N. laevis (Adesanya et al., 1994 ; Houghton et al., 1994 ; Aladesanmi et al.,
1998). Un nouveau type structural d’alcaloides extrait de I’écorce de N. laevis récolté au
Nigeria prés de Anambra state a été nommé newbouldine (Ci2H14N2) par (Gafner et al.,
1998).

@ Polyphénols

- Flavonoides
La plante de N. laevis contient de I’apigénine (apigénol) et de la lutéoline (lutéolol) (Gafner et
al., 1996) qui sont des composés chimiques de la famille des flavones, une sous classe des
flavonoides (fugure 16).

Apigeénine Lutéoline
Figure 16 : Structure de quelques flavonoides rencontrés dans N.laevis
(Gafner et al., 1996)
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- Tanins
Lors des essais préliminaires, un précipité est obtenu avec le réactif au perchlorure de fer
indiquant la présence de tannin dans la poudre de feuille de N. laevis (Olounladé, 2005 ;
Tanko et al., 2008). Jusqu’a ce jour aucune molécule du groupe de tannins n’a été isolée de N.

laevis.

@ Huile essentielle
Les molécules chimiques contenues dans I’huile essentielle de N. laevis n’ont jamais fait

I’objet jusqu’a present d’une identification chimique.

3.2.5.2.  Travaux biologiques sur N. laevis

Les propriétés anthelminthiques, anti-microbiennes, d’extraits de différents organes de N.
laevis ont été démontrées et justifiées (Ogunlana et al., 1975 ; Ogunlana & Ogunlana, 2008 ;
Hounzangbé-Adoté , 2004 ; Hounzangbé-Adoté et al., 2005a, 2005b, 2005c¢ ; Kuete et al.,
2007). Les propriétés anti-malariales des extraits des feuilles et de racines de cette plante ont
été approuvées (Gbéassor et al., 2006 ; Eyong et al., 2006). Les résultats de Joppa et al.,
(2008) montrent que cette plante a un effet anti-falciformant évident in vitro et soutiennent
I’intérét de leur usage en médecine traditionnelle. Par les naphthoquinones, la mangniférine
N. laevis est fongicide contre Cladosporium cucumerinum, Candida krusei, et Candida
albicans, et antibactérien contre Bacille subtilis et E. coli (Assob Nguedia et al., 2005). Les
alcaloides de cette plante obtenus par les auteurs portugais exercent une action inhibitrice sur
le tonus du duodénum isolé de lapin et I’iléeon de cobaye a I’acétylcholine et a I’histamine
(Correia Da Silva et al., 1966). Les propriétés de I’harmane Ci,H1oN2 (méthyl-pyriindol) ou
aribine ou loturine et ses dérivés hydroxy (harmol), méthoxy (harmine), dihydrométhoxy
(harmaline) sont connues : elles sont comparables a celles des alcaloides des quinquinas, plus
particulierement a celles de la quinidine (isomére de la quinine). Les phénols contenus dans
cette plante ont des activités antioxydant (Ogunlana & Ogunlana, 2008). Les extraits aqueux
et éthanoliques des feuilles de N. laevis stimulent la contraction de I'utérus (Bafor et al.,
2009). les propriétes anti-nociceptives, anti-inflammatoires, analgésiques et antidiabétiques
des extraits éthanoliques des fleurs de N. laevis chez des souris et des rats ont été justifiées
(Tanko et al., 2008 ; Usman et al., 2008 ; George et al., 2009). L'extrait méthanolique de
I'écorce de la tige de N. laevis a été évalué pour ses activités anti-inflammatoire,
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antipyrétique, analgésique, anticonvulsivant, ainsi que pour son effet sur le temps de sommeil
phénobarbital, en utilisant différents modeles animaux (Olajide, 2000). Les activités
antimicrobienne et antimalariale in vitro des racines de N. laevis sont justifiées (Eyong, 2006 ;
Kuete et al., 2007). Les propriétés hépato protectrices des extraits de feuilles de N. laevis ont
été montrées (Hassan et al., 2010).

3.2.6. Utilisation dans la médecine traditionnelle

N. laevis encore appelé arbre fétiche « Vodoun xébiosso » (fugure 17) intervient souvent dans
les cérémonies traditionnelles sous forme de bain purificateur (Hounzangbé, 2004) et est
considéré comme un Vvéritable marqueur territorial (Juhé-Beaulaton, 2010). Cette plante est
souvent plantée comme de piquets de cloture. Elle est utilisée par les guérisseurs traditionnels
en médecine traditionnelle pour traiter en usage interne : la diarrhée avec hémoragie, ictere
(Tra-Bi, 1997), affections gastro-intestinales , les infections uro-génitales, les helminthiases,
les hémorroides , le malaria aigué, les maux de ventre, constipation, la dysenterie,
I’éléphantiasis scrotal ; en usage externe : la draconculose, la morsure de serpent, les abces,
les ulceres, plus souvent pour les douleurs articulaires, les rhumatismes, les maladies
cardiaques, les palpitations, les maladies sexuellement transmissibles, les caries dentaires, les
arthrites douloureuses aprés massage ou non (Adam,1974 ; Ayensu, 1978; Abbiw, 1990 ;
Eyong et al., 2005), les maux de dos, les infections de la peau, et d'autres maladies associées
(Muhammad et Amusa, 2005). Elle fait I’objet du commerce ambulant dans certains villages
au Bénin. Les feuilles de cette plante sont utilisées traditionnellement contre la stérilité
(Burkill, 1985 ; Adjanahoun et al., 1991 ; Igoli et al., 2002 ; Igoli et al., 2003 ; Tor-Anyiin et
al., 2003). Les feuilles sont coupées et servies aux animaux comme vermifuge (Hounzangbé,
2004 ; Muhammad et Amusa, 2005). Les travaux de (Juhé-Beaulaton et Roussel, 2002) ont
remarqué la prépondérance de N. laevis parmi les plantes liturgiques du culte vodou dans
I’aire culturelle Aja-Tado (Sud du Bénin et du Togo). L’écorce de la racine de N. laevis est
couramment utilisée en association avec I’écorce des racines de Zanthoxylum macrophylla
dans le traitement préventif de la drépanocytose au Togo (Joppa et al., 2008), seul pour ses
propriétés cicatrisantes (Adjanonhoun et al., 1989). Elle est également utilisée dans le sud
du Nigéria pour la stimulation de la contraction utérine, lors de la parturition et I’expulsion du
placenta apres la delivrance (Bafor, et al., 2009). N. laevis est aussi utilis¢ en medecine
traditionnelle a Brazzaville (Congo) pour traiter I’hypotension (Diafouka & Lejoly, 1993).
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Figure 17: N. laevis dont les branches ont été coupeées jusqu’au tronc dans une cours
pour la purification (Molan Djah, 2009)

3.2.7. Toxicité de N. laevis

Le test de toxicité a montré que I’extrait éthanolique de N. laevis n’est pas toxique (Joppa
et al., 2008). L’étude de la toxicité subaigué de I’extrait de N. laevis n’a révélé aucune
atteinte hépatique et rénale a la dose de 1g/kg de poids corporel chez les rats males et femelles

(Assob Nguedia et al., 2005).
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3.3.  Espéce Z. zanthoxyloides

3.3.1. Classification botanique dans la famille des Rutaceae

Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta (Plantes a fleurs)
Sous embranchement : Angiospermae
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Sous ordre : Rutinae
Famille : Rutaceae
Genre : Zanthoxylum (Fagara)
Espece : Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler

3.3.2. Appellation

L’espéce a été nommée Fagara zanthoxyloides pour la premiere fois par Chevalier de
Lamarck en 1788. Le genre Zanthoxylum a été créé par Linné en 1757 et confondu avec le
genre Fagara. En 1896, Engler a fait la distinction entre les deux genres par les caracteres
suivants : les espéces appartenant au genre Zanthoxylum présentent un périanthe simple, alors
que celui des espéces appartenant au genre Fagara est double. Les travaux de Brizicky en
1962, grace a la découverte d’espéces présentant un périanthe intermédiaire entre celui de
Zanthoxylum et celui de Fagara, ont démontré que le périanthe simple de Zanthoxylum
dérivait de celui de Fagara par avortement de quelques sépales, voir tous les sépales. De I3, il
a conclu que le genre Fagara était un sous- genre de Zanthoxylum. Ce n’est qu’en 1966 que
Hartley regroupa Zanthoxylum et Fagara sous le nom de Zanthoxylum (Fish et Waterman,
1973), ce qui a été confirmé par Zepernick et Timler en 1981 et c’est sous cette derniere
appellation que ce genre est répertorié dans «International Index of Plant Name ».
Néanmoins, certains auteurs continuent d’utiliser le terme Fagara synonyme de Zanthoxylum
(Chaaib, 2004).
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3.3.3.  Synonymes

Les synonymes les plus courants sont : Fagara zanthoxyloides L., Fagara xanthoxyloides L.,
Xanthoxylum xanthoxyloides L., Fagara senegalensis (DC.) A. Chev., Zanthoxylum

senegalense (DC.) A. Chev., Zanthoxylum polyganum Schum (Dalziel, 1937 ; Kerharo et

Adams, 1974 ; Burkill, 1997 ; Arbonier, 2000).

L’espéce Z. zanthoxyloides est appelée sous différents noms locaux, selon les régions et les

dialectes (Tableau 7).

Tableau 7: Noms vernaculaires de I’espéce Z. zanthoxyloides (Kerharo et Adams, 1974 ;
Adjanohou et al., 1986 ; Burkill, 1997)

Pays Ethnies/Dialectes Appellations
Bénin Fon-Goun Hé
Yoruba-Nagot Igui ata
Centrafrique Babinga pygmées, Bolongo
Sango Nzototo
Gbaya Akumbo
Mbimo
Congo Lingala Balongo
Mbaamba, Ndassa Mbulula
Vili, Ndulu Ndungu
Mali Bambara Wo ; Gozo; nguia
Malinké Wud
Peulh Bulébarkeélé ; barkéley
Niger Haoussa Fasa kuwari
Nigeria Yoruba Igui ata ; ata
Ibo ('igho) ukoh
Sénégal Wolof Dengidek, Genidek,
Horapolé ala Nden,wo
Soceé Samatifio
Niom Inok
Serer Inoc
Peul Barkeley ; Bulébarkelé
Dioula Busan ; Nisédet
Togo Akassélem Bidjakogoro
Akposso Owlawu
Moba Djomédiaq
Tem Abalatchang’ai
France Fagara jaune (Bailleul)
Anglais Candlewood
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Parmi les espéces appartenant au genre Zanthoxylum, I’espéce Z. zanthoxyloides (Lam.)
Zepernick et Timler a fait I’un des objets de cette étude. Son utilisation en médecine
traditionnelle et les criblages biologique et chimique effectués auparavant ont guidé ce
choix.

Z. zanthoxyloides est un arbuste sarmenteux ou un petit arbre glabre, de 6 a 8 m de haut, a écorce
parfumée, qui suit les secteurs cotiers dans les sols frais de la région ouest africaine. Il est ramifié
prés de la base, les branches sont ornementées de nombreuses épines crochues, robustes. Tous les
organes dégagent quand on les froisse une odeur tres aromatique poivrée citronnée ; les feuilles
sont alternes, composées imparipennées. Le rachis de 10 a 15 cm, est épineux en dessous
avec trois a cinq paires de folioles dont la nervure médiane est également souvent épineuse a
la face inférieure ; les folioles ovales, rigides, oblongues ou oblancéolées, elliptiques, plus ou
moins cunées & la base, obtuses et courtement acuminées au sommet, sont entiéres ou tres
finement crénelées sur les bords ; quelques fois elles sont émarginées a I’apex, subaigués a la
base, 5 a 10 cm de longueur, 2 a 4 cm de largeur ; le limbe est parsemé de nombreuses
ponctuations translucides. Les fleurs sont petites, blanches, parfumées, groupées en panicules
laches, sphériques, axillaires ou terminales. Les fruits d’environ 6 mm de diamétre sont ellipsoides
(Kerharo et Adam, 1974). Z. zanthoxyloides est une plante répandue en Afrique de I’Ouest et
s’eétend au Bénin, en Cote d’lvoire, en Gambie, au Ghana, en Guinée, en Guinée-Bissau, au
Mali, au Nigéria, au Sénégal et au Togo (Brunel et al.,1984 ; Keay, 1989 ; Griffin et al.,
2000). La carte de la figure 18 présente ces différentes régions dans lesquelles I’espece a été

répertoriée:
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Figure 18 : Répartition géographique de Z. zanthoxyloides en Afrique
(Brunel et al., 1984 ; Keay, 1989 ; Griffin et al., 2000)

Pour le présent travail, les folioles des feuilles de Z. zanthoxyloides (figure 19) ont été récoltées
au Bénin. L’identification de I’espece a été effectuée par un botaniste a I’Université
d’Abomey—Calavi du Bénin et un échantillon de référence se trouve a I’herbier de
I’Université d’ Abomey-Calavi sous le numéro AA 6301/UNB.

Figure 19: Rameau de Z. zanthoxyloides
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3.3.4. Travaux récents sur Z. zanthoxyloides

3.3.4.1. Composition chimique de I’espéce Z. zanthoxyloides

Le screening phytochimique de la poudre de feuilles de Z. zanthoxyloides (fait apparaitre la
présence de nombreux constituants appartenant a différentes classes chimiques : alcaloides,
huile essentielle, lignanes et composés apparentés, amides et polyphénols (Olounladé, 2005).

@ Alcaloides

Les alcaloides forment une classe chimique trés importante du genre Zanthoxylum. La
majeure partie des alcaloides dérive de deux voies biosynthétiques dont celle de I’acide
anthranilique qui aboutit & la plupart des alcaloides de la famille Rutaceae et celle de la
tyrosine qui aboutit aux alcaloides de type benzylisoquinoline, aporphine, protoberberine,
protopine, furoquinolines, canthinones et benzo[c]phénanthridine, qui caractérisent le genre
Zanthoxylum (Fish et Waterman, 1973 ; Kerharo et Adam, 1974 ; Frank et al., 1980 ; Krane
et al.,1984 ; Couillerot et al., 1994 ; Tringali et al., 2001 ; Hesse, 2002 ; Adesina, 2005).

Les alcaloides de type benzophénanthrine : nitidine (figure 20 b), chélérythrine, etc (Odebiyi
et Sofowora, 1973 ; Kerharo et Adam, 1974), fagaronine (figure 20 a) (Messmer et al.,1972 ;
Kerharo et Adam, 1974), les alcaloides de type aporphine: berbérine (figure 20 c),
tembétarine, magnoflorine, (Messmer et al., 1972 ; Odebiyi et Sofowora, 1973 ; Chaaib,
2003) ; les alcaloides de types furoquinolines: méthoxydictamine, skimmianine, 3-
diméthylallyl-4-methoxy-2-quinolone (Atarine) (figure 20 d) (Paris et al., 1947 ; Kerharo et
Adam, 1974 ; Odebiyi et Sofowora, 1979 ; Adesina, 1986) ont été isolés de I’espece Z.

zanthoxyloides.

OH o
MeO, MeO o)
OMe
NMe NMe
MeO MeO
Fagaronine (a) Nitidine (b)
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Figure 20 : Structure de quelques exemples d’alcaloides isolés de Z. zanthoxyloides

(Paris et Moyse Mignon, 1947 ; Messmer et al., 1972 ; Kerharo et Adam, 1974 ; Odebiyi et
Sofowora, 1973; Odebiyi et Sofowora, 1979 ; Adesina, 1986 ; Chaaib, 2003)

@ Polyphénols

Flavonoides

Chez Z. zanthoxyloides, les flavonoides sont surtout représentés par des hétérosides de
flavones, flavonols et flavanones. La flavanone glycosylée : I’ hespéridine, est largement
répandue. Par oxydation elle se transforme en diosmine (Bruneton, 1999). Cette réaction se
fait rapidement in vitro. De cela, il est facilement concevable que chez les Rutaceae, les
flavanones sont probablement des précurseurs des flavones correspondantes (Harborne,
1983).
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Figure 21 : Structure de quelques exemples flavonoides isolés de I’espéce Z.

zanthoxyloides (Bruneton, 1999).

@ Huile essentielle
La plupart des représentants des Rutaceae possedent des poches sécrétrices d’un type
particulier appelées poches schizolysigenes dans lesquelles seront élaborées les huiles
essentielles. Avec le développement des techniques analytiques comme la GC/MS, des
investigations dans plusieurs espéces du genre Zanthoxylum ont été réalisées pour déterminer
leur composition en huile essentielle. Des travaux (Ayedoun, 1995 ; Ngassoum et al., 2003),
ont permis de mettre en évidence dans les fruits secs et les feuilles de Z. zanthoxyloides, de
nombreux composeés volatils, parmi lesquels le a-pinene, composé majoritaire de cette huile
essentielle, le trans-a-ocimeéne, le citronellol, I’acétate de citronellyl, le &-terpinolene, le a-

phellandréne, le géraniol, le limonene, le linalol et le &-myrcéne.

5 Q@ a

a-pinene Trans-&-ociméne Citronellol Acétate de citronellyl
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2 QY9

Terpinoléne a-phellandréne Géraniol Limoneéne
Figure 22 : Structure de quelques exemples de composés volatiles isolés Z. zanthoxyloides
(Ayedoun, 1995 ; Ngassoum et al., 2003)

3.3.4.2. Les activités biologiques de I’espéce Z. zanthoxyloides

L’acide hydroxy-2-méthyl-benzoique isolé de I’espéce Z. zanthoxyloides est commercialisé
sous forme de comprimés par un laboratoire togolais, qui a recu une autorisation de sa mise
sur le marché, sous le nom de Drépanostat® pour le traitement de la drépanocytose (Pousset,
2002). Les travaux de Okogun et Essien (1976) sur les racines de Z. zanthoxyloides ont
révélés que la flavanone glycosylée, I’hespéridine ; les lignanes: sésamine, asarinine, ainsi
que le xanthoxylol, isolés de Z. zanthoxyloides sont responsables de I’activité drépanocytaire
de cette espéce. Une étude pharmacologique comparative entre la Dihydroergotoxine
Hydergine® d’une part, et I’association de poudres de Fagara Zanthoxyloides et Calotropis
procera d’autre part , réalisée sur les enfants en crise drépanocytaire, montre que la poudre
des deux plantes associées sous forme de gélules s’est révélée, in vitro, inhibitrice de la
falciformation des globules rouges et in vivo sur la crise drépanocytaire (Isaac-Sodoyé et al.,
1975 ; Guissou, 1990). Certains travaux ont montré que les extraits de Z. zanthoxyloides
perturbent le cycle de développement de Plasmodium falciparum (Kassim et al., 2005)
L’hespéridine, isolée de Z. zanthoxyloides posséde de nombreuses avtivités: antimicrobienne,
anticarcinogene, antioxydante, antiinflammatoire, protectrice des capillaires en cas de troubles
veineux et immunomodulatrice (Garg et al., 2001). La sésamine montre des activités anti-
oxydantes et anti-inflammatoire (Utsunomiya, 2003)

La canthin-6-one, la chélérythrine, canadine et la berbérine isolés des racines de Z.
zanthoxyloides sont alcaloides responsables de I’activité antimicrobienne, antileucemique,
analgésique, anti-inflammatoire et antivirale de cette espéce (Guisso, 1990, Taiwo et al.,

1999). Des travaux ont montré que la berbérine, la fagaronine, la nitidine, la 5-
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méthoxycanthin-6-one, la 4-méthylthiocanthin-6-one, I’acronycine, et la skimmianine isolés
de I’espece Z. zanthoxyloides possédent une activité antitumorale spécifique contre certains
types de cancers. L’atarine, isolé de Z. zanthoxyloides, au cours des essais biologiques
effectués, in vitro, cet alcaloide a montré une activité antiparasitaire sur les larves de
Schistosoma mansoni et Ostertagia circumcincta, des trématodes qui infectent I’lhomme et la
forme adulte et larvaire de Caenorhabditis elegans, un nématode terrestre (Perrett et
Whitfield, 1995). L’évaluation in vitro au Bénin des propriétés de I’extrait total de cette plante
a montré des activités anthelminthiques intéressantes (Hounzangbé-Adoté, 2004 ;
Hounzangbé-Adoté et al., 2005a, 2005b, 2005c). Une étude Nigérienne rapporte que les
extraits de Z. zanthoxyloides possedent des propriétés anthelminthiques contre I’infection des
rats par I’Ascaris (Barnabas et al., 2011). Les travaux de (Fish et Waterman, 1973 ; Adesina,
2005) ont montré que I’isobutylamide a une activité insecticide, la fagaramide, ainsi que la
N-isobutyldécadiénamide, sont des anesthésiques locaux, isolées de Z. zanthoxyloides. Les
travaux de Ngassoum et al. (2003), ont permis de mettre en évidence dans les fruits secs de Z.
zanthoxyloides, de nombreux composés volatils, qui ont montré une activité antimicrobienne
contre Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Escherichia faecalis, parmi lesquels le a-pinéne, le
trans-a-ocimene, le citronellol, I’acétate de citronellyl, le &-terpinoléne, le &-phellandréne, le
géraniol, le limonene et le &-myrcéne.

Les extraits dichlorométhanique et méthanolique de I’écorce de racine de Z. zanthoxyloides
ont montré une forte activité antifongique, antibactérienne et une toxicité a 100 % envers les
larves du moustiqgue Aedes aegypti (Chaaib, 2004). Les extraits méthanoliques,
dichlorométhanique de Z. zanthoxyloides réagissent au test antiradicalaire avec le 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Ceci s’explique par la présence de composés
phénoliques dans les extraits polaires, dont I’activité antiradicalaire a été largement étudiée
(Potterat, 1997). Un di-glycoside de stigmastadienol isolé des feuilles de Z. zanthoxyloides a
une activité antiradicalaire (Hegnauer, 1973 et 1983 ; Bhatt et al., 1981). Puisque les tanins
n’ont jamais été décrits dans cette espéce (en général se sont les tanins qui sont responsables
de I’effet molluscicide, comme I’ont montré Schaufelberger et Hostettmann (1982) avec la
disparition de I’effet aprés que les extraits actifs ont été débarrassés de ces dérivés
polyphénoliques). Les extraits polaire et apolaire de Z. zanthoxyloides possedent une activité
bloquant la dégradation de I’acétylcholinesterase (AChE), enzyme qui joue un réle important
dans le developpement de la maladie d’Alzheimer. Ce sont généralement les alcaloides
(physostigmine, galanthamine, alcaloides stéroidiques des Solanaceae, etc.) qui sont
responsables de cet effet (Marston et al., 2002). L’espece Z. zanthoxyloides contient des
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alcaloides de type benzo[c] phénanthridines, qui peuvent contribuer a cette activité (Ulrichova
et al., 1983). L’utilisation de certains insecticides synthétiques (dérivés organophosphorés,
carbamates, etc.), qui se sont révélés de puissants inhibiteurs de cholinestérases [Weins et
Jork, 1996] pour protéger la culture de cette plante. L’ activité bactéricide et bactériostatique
de I’huile essentielle des Z. zanthoxyloides a été évaluée in vitro contre trois bactéries
pathogénes : Listeria monocytogenes, Salmonelle enteritidis et Staphylococcus aureus
(Gardini et al., 2009). Une autre étude camerounaise montre que I’huile essentielle de Z.
zanthoxyloides récolté au Cameroun a des propriétés antimicrobiennes (Ngassoun et al.,
2003). Au Nigéria, une étude rapporte que les extraits méthanoliques de Z. zanthoxyloides

possedent des activités antimicrobiennes avérées (Olayemi et al., 2010).

3.3.5. Utilisation dans la médecine traditionnelle

Le Zanthoxylum constitue un énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement
actives contre les virus, les bactéries et certaines cellules cancéreuses et fait partie de la
pharmacopée béninoise. L’espéce Z. zanthoxyloides est utilisée en médecine traditionnelle et
son activité a été confirmee dans le traitement de plusieurs affections. Elle est utilisée pour le
traitement des affections gastro-intestinales. Elle est considérée partout ou elle se trouve
comme un parasiticide polyvalent interne et externe douée d’une activité indéniable
(Arbonier, 2004), comme un fongicide, antiparasitaire, anti-inflammatoire (De Souza, 1988).
Les feuilles de cette plante sont utilisées sous forme d’infusion dans le traitement de la gale
des maladies inflammatoires, contre la malaria (Ogwal-Okeng, 2003). En médecine
traditionnelle, les racines et les tiges de Z. zanthoxyloides sont utilisées en usage interne
contre les ictéres, I’angine pharyngite, les hémorroides, (Bossokpi, 2003), les entérites, les
dysenteries, les diarrhées profuses, les urétrites, les blennorragies et comme vermifuge.
L’écorce de racine et les feuilles sont fréquemment utilisées comme anti-odontalgique et pour
traiter les stomatites, les gingivites et les caries (Rotimi et al., 1988 ; Kerharo et Adam, 1974 ;
Arbonnier, 2004). Les racines constituent des frotte-dents particulierement appréciés
(Malgras, 1992 ; Chaaib, 2004). En usage externe, I’écorce de racine est utilisée pour traiter
les plaies suppurantes et les morsures de serpent. Les feuilles et les écorces de tige écrasées
sont utilisées en aromathérapie contre les migraines et les névralgies selon diverses modalités
(applications sur la téte ou le front, répartition sur la couche du malade) (Kerharo et Adam,
1974 ; Arbonnier, 2004). Par ailleurs, I’extrait aqueux de la plante est employé comme
antidrépanocytaire et les principes actifs responsables de cette activité ont été isolés. 1l s’agit
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de I’acide hydroxyméthyl-benzoique et du xanthoxylol (Sofowora et al., 1975 ; Chaaib,
2004).

Aujourd’hui comme hier, il n’existe de société capable de progresser sans se rattacher a
ses racines, a ses savoirs et a ses traditions. En Afrique, et au Bénin particulierement, ou
des voix commencent a s’élever pour la valorisation de la médecine traditionnelle, il
importe de déterminer les especes susceptibles d’étre utiles a I’Homme. Z.
zanthoxyloides, espéces typiquement africaine, aux usages a la fois multiples et uniques,
fait certainement partie de celles-ci. Cette espéce a grandement besoin d’étre préservée,
multipliée et valorisée, en s’assurant bien entendu préalablement, par des études
complémentaires, que le rapport bénéfice/risque soit positif dans les indications pour
lesquelles I’espece est utilisée.

De nouvelles pistes pourraient d’ailleurs étre ouvertes, comme par exemple celle du
traitement de la crise drépanocytaire. De nombreuses plantes ont été proposées, en effet,
pour le traitement de cette maladie hémolytique, courante parmi les populations de race
noire, due a une anomalie de I’hémoglobine qui rend les globules rouges plus rigides et
falciformes. La découverte fortuite de I’activité antifalciforme de la racine de Z.
zanthoxyloides dans les années 1970, puis la confirmation de cette méme activité pour
d’autres plantes africaines du méme genre telles que Z. gilletii, a transformé le regard que
I’on portait sur ces espéeces (Sofowora, 1971 ; Adenasya et Sofowora, 1983). Dorénavant,
elles figure en bonne place sur la liste des traitements thérapeutiques de la crise
drépanocytaire.

3.3.6. Toxicité de Z zanthoxyloides

Les essais de toxicité effectués sur la souris ont montré que I’écorce de racine est
toxique et que son administration par voie sous-cutanée, & une dose correspondant a 10
g/kg, provoque la mort de 80% des souris. Chez le chien chloralisé, I’extrait d’écorce de
racine provoque par voie intraveineuse une action dépressive sur le cceur. Sur I’intestin isolé,
I’infusé & 10 provoque une diminution de I’amplitude et surtout du tonus. Cette toxicité est
due a la présence d’alcaloides: fagaronine, skimmianine et atarine (Kerharo et Adam, 1974).
L’écorce des tiges, ainsi que les feuilles se sont révélées moins toxiques (Neuwinger, 1996).
L’activité ichtyotoxique des racines a été signalée par (Ajanonhoun et al., 1985). Certains

travaux menés sur la toxicité aigué d’une administration orale de I’extrait méthanolique
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de I’écorce de la racine de Z. zanthoxyloides ont montré que ce dernier est pratiquement
sans danger. Les résultats de cette étude ont donné une DLso d’environ 5 g/Kg de poids
corporel (Ogwal-Okeng, 2003). Notons néanmoins que la toxicité de certaines espéces
du genre Zanthoxylum a été rapportée dans la littérature. C’est le cas de Z. amercanum
Miller et Z. clavaherculis L., deux espéces du nord- américaines, qui ont été jugées
responsables de la mort du bétail (Ovin et bovin) qui en avait consommé des quantités
importantes. La nature du mécanisme d’action a été élucidée chez I’animal et
correspondrait principalement a un blocage au niveau de la jonction neuromusculaire
(Bowen et al., 1996). D’autres espéces du genre Zanthoxylum sont réputées toxique par
voie parentérale. C’est notamment le cas d’espéces africaines comme Z. chalybeum
Engl. et Z. gilletii (De Wild.) P.G. Waterman, qui ont été utilisées comme poisson de
fleches dans divers pays africains (Neuwinger, 1996 ; Roberts et Wink, 1998).
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ETUDE PERSONNELLE
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L’objectif général de la présente thése est de contribuer a I’lamélioration de la santé des
Animaux et des Hommes par la connaissance des substances naturelles de plantes a propriétés
anthelminthiques. Et plus spécifiquement :
1. Contrdler la qualité de la matiére premiére et établir des données de taxonomie fiable
pour les especes N. laevis et Z. zanthoxyloides.
2. Evaluer I’influence de la variabilité des facteurs environnementaux sur la composition
chimique de N. laevis et Z. zanthoxyloides.
3. Déterminer la composition chimique des huiles essentielles de N. laevis et Z.
zanthoxyloides a extraire et évaluer leurs activités anthelminthiques
4. Fractionner par des tests bio-guidés les extraits actifs, et quantifier les familles

chimiques de N. laevis et Z. zanthoxyloides.
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CHAPITRE | :CARACTERISATION BOTANIQUE DES
PLANTES
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1- Caractérisation botanique des plantes de N. laevis et de Z.

zanthoxyloides récoltées au Benin

1.1. Introduction

Pour isoler des substances nouvelles de plantes thérapeutiques et orienter la stratégie
d’isolement, il convient de faire la caractérisation botanique avec soin. La non prise en
compte de ce critere décourage le phytochimiste et la recherche pharmacologique dans
I’efficacité des plantes (Stace, 1965). C’est particulierement le cas quand on a a faire a des
genres ou des espéces de plantes étroitement liés. La recherche et le développement des
principes actifs issus de matieres premieres végétales obligent a nous s’inscrire dans une
démarche globale de sécurisation de I’approvisionnement des matiéres premieres.

Le but de cette recherche est de faire le contréle de la qualité de la matiére premiere et
I’établissement de données de taxonomie fiable pour les especes N. laevis et Z. zanthoxyloides
recoltées au Bénin en vue de leur identification et détermination botanique la plus facile et la
plus précise possible pour la collecte des plantes. Ce travail met en relief les caractéristiques
anatomiques et morphologiques des deux espéces. Il décrit le degré et donne la mesure a
laquelle, ces caractéristiques peuvent étre utilisées pour identifier les grandes classes de
molécules contenues dans les feuilles de chacune des espéces.

1.2. Matériel et Méthode
1.2.1. Matériel végétal

Les folioles fraiches ou séches de N. laevis et Z. zanthoxyloides ont été récoltées matures et
authentifiées a I’Herbier National de I’Université d’ Abomey-Calavi, respectivement sous les
numéros AA 6301 / HNB et AA 6302 /HNB. Apreés récolte et mondage du rachis, les folioles
ont été séchées en couche mince dans une salle climatisée (20°C) pendant 5 jours.

1.2.2. Préparation des coupes de folioles

La base de la foliole comprenant la nervure principale et une partie du bulbe y adhérent est
incorporé dans de la moelle de sureau préalablement fendue longitudinalement et
partiellement évidée. Les coupes sont plongées immédiatement dans I’hypochlorite de sodium
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a 10% pendant au moins 10 minutes puis retirées et lavées 2 a 3 fois a I’eau distillée. Elles
sont ensuite plongées dans le réactif Carmino-vert-aluné de Mirande (1920) pendant 3
minutes. Aprés 2 lavages a I’eau distillée, chaque coupe nettoyée et colorée est déposée
délicatement sur une lame porte- objet sur laquelle a été précédemment déposée une goutte de

glycérine. L’ensemble est recouvert d’une lamelle tout en évitant la formation de bulles d’air.

1.2.3.Montage des poudres de folioles

Sur une lame porte-objet une tres petite quantité de poudre de folioles est déposée dans une
goutte de réactif de Gazet du Chatelier (Baytop, 1956). Une petite goutte de réactif est
déposée sur la lamelle couvre objet. La lame et lamelle sont assemblées en mettant en contact

les deux gouttes de réactif.

1.2.4. Observation microscopique

L’observation microscopique, avant ou apres chauffage de la préparation microscopique, a été
faite & I’aide d’un microscope optique de marque LEICA DMMLB muni d’une Caméra reliée
a un ordinateur. Des photos ont été réalisées aprés examen de la préparation au faible
grossissement (X100) puis au fort grossissement (X400). L observation sans chauffage nous a
permis d’observer des produits de sécrétion et des appareils sécréteurs, des cristaux d’oxalate
de calcium. L’observation de la préparation microscopique dans le réactif de Gazet aprés
chauffage nous a permis d’identifier les éléments cellulaires en particulier les vaisseaux de
bois (annelés, spiralés, réticulés, ponctués), les éléments du sclérenchyme, le suber (coloré en
rouge-brun et présentant une structure secondaire), les épidermes (stomates, poils).
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1.3. Résultats

1.3.1.Etudes morphologique et anatomique de I’épiderme de la foliole de N.

laevis récoltée au Bénin

Dans le but d’identifier des lots successifs de N. laevis, une description botanique
(morphologique et anatomique) a éteé entreprise.

1.3.1.1. Description morphologique

La foliole séche (figure 23B), non brisée, vert pale, mesure environ 10 a 20 cm de long
et 5a 10 cm de large. Elle est coriace, entiere, glabre, irrégulierement dentée sur les bords,
oblanceéolée, longuement acuminée au sommet. La nervation est pennée. La nervure
principale saillante a la face inférieure, s’accompagne de trois a cing nervures secondaires qui
s’anastomosent en arcs souples sur les bords. Elle est sessile ou tres courtement pétiolee et
présente deux nectaires a la base.

Figure 23 : Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman ex Bureau
A - Feuille B — Folioles (Olounladé, 2011)
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1.3.1.2. Description anatomique
La section transversale présente au niveau de la nervure principale une face supérieure
légérement bombée et une face inférieure tres saillante. Le limbe représente environ le quart

de la hauteur de la nervure.

@ Nervure mediane
Les épidermes sont recouverts d’une cuticule striée, relativement épaisse (environ un tiers de
I’épaisseur de I’épiderme). lls sont constitués par une assise de cellules plus ou moins
isodiamétriques, des poils tecteurs dressés, unicellulaires, a paroi épaissie et échinulée et des
poils sécréteurs enfoncés dans I’épiderme, a pied unicellulaire et a téte pluricellulaire
composé de 8 a 20 cellules.
La zone sous-épidermique est collenchymateuse et comporte cing a dix assises de cellules a
paroi épaissie en angle.
Le parenchyme est constitué de cellules arrondies laissant entre elles des méats. Pres du
systeme conducteur, ces cellules contiennent de nombreux petits cristaux aciculaires d’oxalate
de calcium.
Le systéme conducteur est de structure secondaire. Il est constitué par un anneau libéro-
ligneux principal, irrégulier, formé par la succession de faisceaux separés par des rayons
médullaires 2-3 sériés. Chaque faisceau est surmonté d’un amas de fibres péricycliques,
lignifiées. De plus on a deux formations surnuméraires sont visibles : un petit faisceau situe
entre I’épiderme supérieur et la partie supérieure de I’anneau principal et un arc de faisceaux
non inversés, situé a I’intérieur de I’anneau principal. Des fibres lignifiées accompagnent
chacune de ces formations surnuméraires. La moelle est composée de cellules arrondies,

légérement sclérifiées, laissant entre elles de larges méats.
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@ Limbe

Le limbe comprend des épidermes cuticularisés semblables a ceux de la nervure. Cependant
seuls les poils sécréteurs sont présents. Des stomates sont visibles & la face inférieure. Un
hypoderme a cellules réguliéres légerement plus grandes que celles de I’épiderme double
I’épiderme supérieur.
Le mésophylle est hétérogene asymétrique ; il est composé :

-d’un parenchyme palissadique qui ne comporte qu’une assise de cellules occupant

environ le sixiéme de I’épaisseur du limbe ;

-d’un parenchyme lacuneux qui est fortement développé, laissant de larges lacunes

entre les cellules. Les faisceaux conducteurs des nervures secondaires y sont localisés.
Tous les parenchymes contiennent de petits cristaux aciculaires d’oxalate de calcium

particulierement visibles en lumiere polarisée [Pharmacopée Européenne, 2011]

Figure 24 : N. laevis : Foliole en section transversale, Schéma général (G x 60)
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Figure 25 : N. laevis : Foliole en section transversale-Détail au niveau de la nervure
(Gx200) (Olounlade, 2011)
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Epiderme inférieur
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Figure 26 : N. laevis : Foliole en section transversale , Détail au niveau du limbe (Gx200)
(Olounladé, 2011)
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Figure 27 : N. laevis : Foliole en section transversale (G x 800)
(Olounladé, 2011)
1 — Détail : poil secréteur a pied unicellulaire et téte pluricellulaire (figure 27.1)
2 — Détail : poil tecteur (figure 27.2)
3 -Parenchyme dont les cellules contiennent de petits cristaux aciculaires d’oxalate de
calcium, en lumiére artificielle(figure 27.3)
4 -Parenchyme dont les cellules contiennent de petits cristaux aciculaires d’oxalate de

calcium, en lumiére polarisée (figure 27.4)
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@ Foliole pulvérisée

La poudre de foliole de N. laevis, montée dans une solution d’hydrate de chloral présente :

U des poils sécréteurs, libres, vus de face et présentant une forme circulaire a 8 -
20 cellules (figure 28.1) ;

U des fragments d’épiderme inférieur, a cellules lobées, stomates de type
anomocytique et des poils sécréteurs, parfois accompagnés de parenchyme
lacuneux (figure 28.2);

U des fragments d’épiderme supérieur comportant des cellules a paroi rigide,

irrégulierement et finement épaissie et des poils sécréteurs, accompagné
de parenchyme palissadique (figure 28.3);

U des fragments de fibres a paroi épaissie, de vaisseaux spiralés ou réticulés
accompagnés de cellules contenant des cristaux aciculaires d’oxalate de
calcium (figure 28.4), nettement visibles en lumiére polarisée (figure
28.5);

U de rares poils tecteurs, pointus, unicellulaires, a paroi épaissie et échinulée.
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Stomate anomocytique

Cellule lobée Poil sécréteur

5
Figure 28 : N. laevis : Foliole pulvérisée
1 - Poil sécréteur libre, vu de face (G x 600)
2 - Epiderme inférieur (G x 400)
3 - Epiderme supérieur (G x 400)
4 - (G x 200)
5 (G x 200)
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1.3.2. Etudes morphologique et anatomique de I’épiderme de la foliole
chez Z. zanthoxyloides récoltée au Bénin
1.3.2.1. Description morphologique

La foliole (figure 29. B)seche est pétiolée, coriace, ovale, oblongue a oblancéolée, plus ou
moins cunee a la base et trés courtement acuminée au sommet ; certaines folioles sont
émarginées. Elle mesure environ 5-10 cm de long sur 3 cm de large. La face supérieure est
vert foncé alors que la face inférieure est nettement plus pale. Des ponctuations translucides
parsement le limbe.

De la nervure principale, nette a la face inférieure, partent de nombreuses nervures
secondaires, fines et peu marquées. De rares épines recourbées en crochet, noiratres, sont
présentes sur la nervure principale de la foliole, soit sur la face supérieure, soit sur la face

inférieure.

‘nﬂ.

b )

A ' B

Figure 29 : Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler
A — Feuille B - Folioles
(Olounladé, 2011)
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Nervure principale

Ponctuations translucides

Nervure secondaire

Figure 30 : Détail
de la face inférieure de la foliole
(G x 500) (Olounlade, 2011)

1.3.2.2. Description anatomique
L’étude de la structure anatomique des échantillons ainsi que celle de la poudre a été réalisée
afin d’étre en mesure de vérifier I’identité de notre matiére premiere, d’un lot a I’autre.
L’ensemble de la description anatomique est réalisé par observation microscopique de la
section transversale de la foliole, colorée par le réactif au Carmino-Vert Aluné dit « Réactif de
Mirande » (Mirande, 1900).
@ Section transversale de la foliole
La section présente au niveau de la nervure principale une face supérieure plane et une face
inférieure nettement bombée. Le limbe représente environ le quart de la hauteur de la nervure.

Figure 31 : Zanthoxylum zanthoxyloides

Foliole en section transversale (G x 100) (Olounladé, 2011)
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Figure 31 : Z. zanthoxyloides : Foliole en section transversale (G x 200)
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Epiderme inférieur
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Epiderme supérieur
Parenchyme palissadique

Macle d’oxalate de calcium
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Figure 32 : Z. zanthoxyloides : Limbe en section transversale
A - (G x 200) B — (G x 400)
(Olounladé, 2011)
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Cuticule

Epiderme
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Parenchyme
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Rayon médullaire

Cambium
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Liber

Macle d’oxalate de
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Figure 33 : Z. zanthoxyloides (G x
400)

C-Poche secrétrice schizolysigéne
D-Détail du systéeme conducteur
E-en lumiére polarisée
(Olounladé, 2011)
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@ Poudre

La poudre de foliole de Z. zanthoxyloides, montée dans la solution aqueuse d’hydrate de
chloral & 4000g/L) présente :

U des fragments de I’épiderme inférieur a cuticule striée, cellules & paroi rigide et
stomates de type anomocytique a 4-6 cellules annexes (figure 34. A) ; des éléments du
parenchyme lacuneux en réseau polyédrique net ainsi que des poches sécrétrices
accompagnent fréequemment ces fragments (figure 34. B);

U des fragments d’épiderme supérieur, recouvert d’une cuticule finement striée a cellules
polyédriques a paroi rigide (figure 34. C) accompagnées de parenchyme palissadique,
nettement visible sous les parois anticlinales (figure 34. D) ; des masses sphéro-
cristallines composées de fines aiguilles situées dans une cellule ou de part et d’autre
de deux cellules épidermiques sont souvent visibles (figure 34. E). En présence
d’hydroxyde de potassium a 20 g/L dans I’alcool, les cristaux sont solubles et le
montage prend une coloration jaune évoquant la nature flavonoidique des cristaux
(figure 34. F) ;

U des faisceaux conducteurs, comportant des vaisseaux spiralés ou annelés (figure 34. G)
entourées de cellules du parenchyme lacuneux en forme de L ou ™ & paroi fine (figure
34. H)

U des poches sécrétrices, le plus souvent fragmentées comportant des cellules sécrétrices
fines et un contenu huileux jaune (figure 34. J)

U de petites macles d’oxalate de calcium, libres (figure 34. K), ou incluses dans des
cellules de parenchyme (figure 34. L) nettement visibles en lumiere polarisée (figure
34. M).
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Figure 34 : Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler (Olounladé, 2011)

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum
zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

84


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

G (G x 400) H (G x 400)

J (Gx400) K (G x 400)

L (G x 200) M (G x 200)
Figure 34: Z. zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler
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Abstract

Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman ex Bureau is a Bignoniaceae widely distributed in
USA, Central Africa and West Africa. Zanthoxylum zanthoxyloides (Lam.) Zepernick &
Timler is a Rutaceae widely distributed in West Africa. They have been commonly used in
folk medicines against human and animal external and gastrointestinal parasites. In this study,
the botanical identification criteria as well as a preliminary phytochemical composition and an
anthelmintic activity of these species are reported. Extracts of both plants were prepared by
use of chloroform, acetone/water (70:30), ethanol/water (70:30) and their anthelmintic
activity was measured by the larval migration inhibition assay (LMI) applied on the
abomasale species H. contortus. Then anatomical and phytochemical examinations were
performed. Anatomical study has shown that N. laevis presents: lower epidermis with sinuous
wall-cells and anomocytic stomata, acicular calcium oxalate crystals, unicellular echinulate
covering trichomes, 8-20 cell-head glandular trichomes. Anatomical study has shown that the
leaflet of Z. zanthoxyloides presents as anatomic features: epidermis with polygonal-cells and
wavy striated cuticle, calcium oxalate clusters and sphaerocrystalline masses of flavonoid
compounds. The phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, tannins,
alkaloids, volatile oil, anthocyanins, leucoanthocyanins, reducing compounds and coumarins
in the leaves of the studied species. Saponins, cyanogenic and cardiac glycosides were absent
in all the studied plants parts. Mucilages were present in Zanthoxylum zanthoxyloides while
quinones were present in Newbouldia laevis. Chloroform, acetone and ethanol extracts were
used for anthelmintic studies.

The extracts of N. laevis and Z. zanthoxyloides inhibit in vitro the larval migration of H.
contortus. This effect is dose depending (p < 0,001). Acetonic extracts seem to be more active

especially in high doses. These extracts from N. laevis and Z. zanthoxyloides, identified in the
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ethno knowledge could be used as improved traditional medicines and may contain
compounds with potential anthelmintic activity.
Key words: Anatomical, phytochemical, anthelmintic, Newbouldia laevis, Zanthoxylum

zanthoxyloides, Benin.
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Introduction

Drug chemotherapy still remains one of the major curative options worldwide (Ugbabe et al.,
2010). Currently, attention is being given to the use of herbal medicinal products and therapy
for the treatment of most ailments whether physiological disorder or of bacterial, viral or
parasitic origin. Screening of plant extracts for anthelmintic, antiviral or antiparasitic
properties are one of the basic steps in identifying target drugs after extraction (Ugbabe et al.,
2010).

The World Health Organization (WHO) reported that more than 80% of the world’s
population depends mainly on traditional medicine. Traditional treatment involves mainly the
use of plant extracts. Herbal prescriptions and natural remedies are commonly employed in
developing countries for the treatment of various diseases, this practice being an alternative
way to compensate some perceived deficiencies in orthodox pharmacotherapy (Sofowora,
1989). Unfortunately, there is limited scientific evidence regarding safety and efficacy to back
up the continued therapeutic application of these remedies. The rationale for the utilization of
these remedies rested largely on long term clinical experience. But now, with the upsurge in
the use of herbal medicine, a thorough scientific investigation of the plants will go a long way
in validating their folkloric usage (Sofowora, 1989).

The genus Newbouldia (Bignoniaceae) comprises a unique species Newbouldia laevis, which
occurs in several tropical zones of America, Central and West Africa. Newbouldia laevis, also
called «fetish tree» can grow to a height of about 12 m but is most often a shrub or a bush. It
is commonly used in African folk medicine for the treatment of several diseases such as
diarrhea and icterus (Tra-Bi, 1997). It is also employed against malaria, sexually transmitted
disease, dental caries, arthritis pain, gastroenteritis, dysentery and as vermifuge (Ayensu,
1978; Abbiw, 1990; Eyong et al, 2005). Leaves are used against infertility (Burkill, 1985;

Adjanahoun et al, 1991; Igoli et al, 2002; Igoli et al, 2003; Tor-Anyiin et al, 2003).
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The genus Zanthoxylum (Rutaceae) comprises a large number of species, which occur in
several tropical and temperate zones of America, Africa and Asia. In Africa, many species are
used in folk medicine. Zanthoxylum zanthoxyloides is a scandent shrub or a small tree; it has a
fragrant bark and grows in coastal areas of West Africa (Griffin et al., 2000). The tree
branches are adorned with numerous spines. It has been commonly used against human and
animal parasites (Arbonnier, 2004). Leaves have been used as tea against inflammatory
diseases and against malaria. Roots and stems have been used to treat jaundice, sore throat,
hemorrhoids, gastroenteritis, dysentery, gonorrhea and as vermifuge. Root bark and leaves are
used as anti-odontalgic and to treat stomatitis, gingivitis and dental caries. Roots are used for
tooth friction (Malgras, 1992; Chaaib, 2004).

In Benin, stock breeding is an economically important activity because it represents one of the
most important sources of jobs and income. It contributes for about 4 to 6 % in the Gross
domestic product of Benin. Except the functions of prestige and savings, the animals of
breeding intervene to increase the income of the breeders through on one hand, the sale of
animals and their by-products and on the other hand through the use of the fertilizer for the
fertilization of farms (Savy et al , 2005). However, this breeding is confronted with numerous
constraints: the high cost of medicines, state of financial fragility of the producers, disturbing
appearance of crossed resistances in the modern molecules, the lack of sanitary frame of the
breeders and the traditional system of the managements of the herds. Among the constraints,
one of the essential factors of limitation of the animal productions is the animal health. The
levying of these constraints requires the implementation of the efficient practices of fight by
the use of the available endogenous resources. Among these resources, we can quote healing
plants. Helminthes infection is a major threat to small ruminant production leading to
enormous economic losses particularly in areas where extensive grazing is practiced (\Waller,

1997).
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The plants were chosen on the basis of a recent questionnaire survey in Benin which indicated
that they were frequently used by small scale farmers against parasitic infections or to treat
associated clinical signs (Hounzangbé-Adoté, 2000). H. contortus is a gastrointestinal
nematode parasite of the small ruminants with which the economic consequences are
particularly marked in developing countries. As all the digestive strongyles, their biological
cycle is monoxene and divides in an external phase (free life) and in a phase of parasitic life
(Craplet & Thibier, 1984) Eggs of the nematodes, rejected with feces by animals, eclose to
give larvae of the first age L;. These last ones undergo a metamorphosis to give larvae of 2™
age L, which undergo in turn a metamorphosis to give larvae of 3rd age Ls. L3 is
characterized by its inclusion in the exuviae of the stage L, and represents the infective stage.
The exit of the larva L; from its girdle establishes the passage of the life.

This paper deals with an anatomical identification, a preliminary phytochemical analysis and
an anthelmintic evidence of the leaves of N. laevis and Z. zanthoxyloides found in Benin.
Materials and methods

Plant material

Sample collection was made in the department of the Atlantic Ocean for the South of Benin
and identification made by the National Herbarium of Abomey-Calavi University (Herbier
National de I'Université d'Abomey-Calavi). Classification of the species was performed by
means of the key according to Cronquist (Cronquist, 1988). Voucher specimens are kept at
the Herbarium of Abomey-Calavi University for Zanthoxylum zanthoxyloides under N° AA

6301 / HNB and N. laevis under N° AA 6302 / HNB.

Anatomical study
Slices of leaflets were obtained by standard techniques and disaggregated by a 10% solution
of sodium hypochlorite during 10 min. They were stained by an alum-carmine-green mixture
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called Mirande’s reagent (Mirande, 1920). Leaflet transverse sections were mounted on glass
slides using glycerin gel. Leaf powder was observed using chloral hydrate solution
(809/20mL). All observations were performed using a LEICA DMLB microscope. Pictures

were taken with a Digital Camera Power Shot S40CANON photo-micrographic system.

Phytochemical analysis

Phytochemical screening

The standard methods of Odebiyi & Sofowora (1990), Trease & Evans (2002), Fadeyi et al.
(1989), Potterat (1997) and Banso & Ngbede (2005) were adopted for the phytochemical
screening. Chloroform, acetone and ethanol extracts of the leaves were used for the

anthelmintic screening studies.

Preparation of extracts

Leaves were dried indoors at room temperature and a large part was reduced into powder for
extraction. 50 grams of leaf powder was refluxed in a water bath under magnetic stirring
during one hour in 500 mL of chloroform. The solution was cooled then filtered. The
operation was repeated twice and chloroform was removed under reduced pressure at T =
40°C. The residue was freeze-dried; it was weighed, and then refluxed under magnetic stirring
during one hour in 500 mL of acetone-water (70: 30). The solution was cooled then filtered.
The operation was repeated twice and acetone and water were removed under reduced
pressure. The residue was freeze-dried; it was weighed, and then refluxed under magnetic
stirring during one hour in 500 mL of 70 % ethanol. The solution was cooled then filtered.
The operation was repeated twice and ethanol-water was removed under reduced pressure.

The residue was freeze-dried.
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Bioassays: Larval migration inhibition assay

The larval migration inhibition (LMI) bioassay was used as described by Rabel et al. (1994)
adapted for the plant extracts (Jackson & Hoste, 2010), in order to measure inhibiting activity
against infective larvae. H. contortus L3 were obtained by fecal culture. Eggs reached the
stage Ls after 10 days. The Ls were then collected by sedimentation using Baermann’s
devices. Larvae were incubated for 3 h at 20 °C in PBS plant extract solutions, at
concentrations of 150,300, 600 or 1200 pg/mL at the rate of 3 repetitions by concentration.
The larvae were then washed three times in phosphate buffer (PBS) (pH 7.2, 0.15 M) and
centrifuged. After the last washing, 800 pL of larvae at a concentration of 1000 Ls/mL was
pipetted onto a 20 um mesh. The sieve was inserted into a conical tube, so that it just touched
the surface of the PBS contained therein. Three replicates were run at room temperature
(23°C) for each plant concentration. In addition, negative (larvae incubated in PBS) and
positive (larvae incubated in levamisole at concentrations of 62,5 , 125, 250 and 500 pg /mL)
controls were run in parallel. After 3 h, the L3 above the sieve were discarded and those which
had actively migrated through the mesh into the PBS below, were counted under an optical
microscope (at 40 x magnification), based on a 10% aliquot technique.

The percentage of LMI was calculated as [((T-M)/T) x100)] where T is the total number of L3
deposited in the sieve and M the number of Ls having migrated through the mesh into the
PBS.

Statistical analyses

The experiment was to determine the efficacy of the extracts, based on the inhibition of larval
migration (L3) of H. contortus.

The percentage (%) of inhibition of larval migration was calculated using the formula
(modified according to Coles et al., 1992): Inhibition (%) = 100 (1-Ptest/Pcontror), Where Prest 1S
the number of L3 having migrated in test extracts or levamisole and Pcontror 1S the number of L
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having migrated in the negative control (PBS). The mean values were calculated using the
Excel statistical package.

Larval migration test was transformed by the formula: log(x+1) and submitted to analysis of
one-way variance and compared by the Tukey test, with 5% significance level, using the
Prism 5.04 program. The dose response relationship was determined considering the
statistical level of significance at P < 0.05

Results

Anatomical characterization of plants

Anatomical characterization of Newbouldia laevis

The leaflet anatomy showed abundant cells containing small acicular calcium oxalate crystals
in the centre of the mesophyll. The vascular bundles were surrounded by fibers. Two
supernumerary vascular bundles were observed inside the major vascular ring, as well as a
small vascular bundle located between the upper epidermis and the major vascular ring. The
mesophyll showed the upper epidermis accompanied by a hypodermis, one layer of palisade
cells and spongy parenchyma. The lower epidermis showed sinuous wall cells and
anomocytic stomata (4-6 guard cells). Unicellular, thick-walled, echinulate covering
trichomes were observed. Glandular trichomes were embedded in the epidermis; they had a

unicellular foot and a flattened, circular, 8-20-cell head (Fig.1 1-6).

Anatomical characterization of Zanthoxylum zanthoxyloides

In transverse section, the leaflet shows abundant cells containing calcium oxalate clusters in
the centre of the mesophyll. The vascular bundles in ring shape are surrounded by fibers. The
mesophyll shows an upper epidermis with mucilage cells, one layer of palisade cells and
spongy parenchyma. Both epidermis have polygonal cells with wavy striated cuticle, the

lower epidermis shows anomocytic stomata. Schizogenous oil glands are observed in
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parenchyma. In the chloral hydrate solution, the upper epidermis shows in several cells
sphaerocrystalline masses composed of fine needles. In presence of potassium hydroxide (20

g/L in ethanol) those crystals disaggregated. (Fig. 2 7-15).

Phytochemical analysis

The phytochemical investigation revealed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins,
volatile oil, anthocyanins, leucoanthocyanins, reducing compounds, coumarins and the
absence of saponins, cyanogenic and cardiac glycosides in the leaflet of both plants. Besides,
mucilages were present in Zanthoxylum zanthoxyloides and quinones were present in N. laevis

(Table 1).

Ratio drug/ extract (mass/mass)

Newbouldia laevis: the ratios drug/extract (mass/mass) were 10:1 for chloroform, 20:1 for
acetone and 8:1 for ethanol.

Zanthoxylum zanthoxyloides: the ratios drug/extract (mass/mass) were 10:1 for chloroform,
10:1 for acetone and 9:1 for ethanol.

In vitro anthelmintic activity of plant extracts

The migration rate observed for the larvae of negative control was 87 %. The positive control,
levamisole was highly effective.

The percentage of inhibition of larval migration increased significantly (P<0.001) with the
increasing concentrations of chloroform, acetone and ethanol extracts (Fig. 4 and Fig. 6)
Overall, the inhibition rates obtained with ethanol and chloroform extracts (P<0.001) were
lower than those obtained with acetone extract at similar concentrations (P<0.001).
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Levamisole was more effective than the extracts, but the compounds in the extracts have more
or less similar dose-response profiles (Fig. 3 and Fig. 5). The N. laevis and Z. zanthoxyloides

extracts appeared to inhibit larval migration.

Discussion

According to the obtained results, a complete ring of vascular bundles observed in N. laevis
leaves could be a characteristic of the Bignoniaceae family since generally transverse section
of the leaf shows midrib in the form of a continuous arc (Ayodele & Olowokudejo, 1997). N.
laevis leaves present non-reverse supernumerary bundles inside the vascular ring, this is
uncommon in plants. The presence of a hypodermis in the upper face of the lamina is rather
frequent in tropical plants. The calcium oxalate crystals in fine needles observed in the whole
of the parenchyma of N. laevis leaves, are rarely found in plants. This feature may be an
identification criterion of N. laevis leaves in the family of Bignoniaceae. The specific
trichomes, either unicellular straight covering trichomes with echinulate wall, located on the
rib, or glandular trichomes with unicellular foot and peltate multicellular head are observed.
The lower epidermis shows sinuous wall cells. All these characteristics would be a good
criterion for identification of N. laevis in Bignoniaceae family.

According to our observations, we find in Z. zanthoxyloides leaflet

the characters common to the Rutaceae family such as the presence of a vascular ring at the
midrib (genera Citrus, Jaborandi, Barosma) (Jackson,1990), the presence of an internal
secretor apparatus consisting of schizogenous oil glands, the presence of calcium oxalate
crystals. The distinctive characteristics such as the absence of an external secretor apparatus,
yet common in many species of the family, the presence of mucilage located in hypertrophied
cells in the upper epidermis of the lamina, a similar organization is found in the genus
Barosma, the presence, in chloral hydrate solution, of flavonoid compounds that crystallize in
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masses or in fan-shaped fine needles. This phenomenon has already been described in several
species such as Citrus leaflets (Perrot , 1942) or in species not belonging to the Rutaceae
family but known for their high content of flavonoids such as Sophora japonica flower (Ph.
Eu. 7" edition).

The phytochemical investigation revealed the presence of alkaloids, flavonoids, tannins,
volatile oil, anthocyanins, leucoanthocyanins, reducing compounds, coumarins and quinones,
and the absence of mucilages, saponins, cyanogenic and cardiac glycosides in the leaf of
Newbouldia laevis. Z. zanthoxyloides leaves gave similar results, except for mucilage which
was present and quinones which were absent. For Newbouldia laevis, a wide diversity of
secondary metabolites has also been described depending on the part of the plant used. In root
bark, the presence of naphtoquinones and anthraquinones has been reported (Eyong et al.,
2005, 2006) whereas in the leaves, the presence of flavonoids, tannins and terpenes has also
been mentioned (Gafner et al., 1997, Samy & Gopalkrishnalkone, 2008). Quaternary
alkaloids have also been identified (Kerharo & Adam, 1974). This showed that N. laevis
contain many secondary metabolites. In similar studies alkaloids (Perrett & Whitfield, 1995),
tannins (Banso & Ngbede, 2006), flavonoids (O’Sullivan, 1983; Ayres & Loike, 1990),
coumarins (Gray, 1983) were found in the leaf extracts of Z. zanthoxyloides. The presence of
such metabolites suggests that the plant might be of great importance in phytomedicine. For
instance, the presence of alkaloids, flavonoids and tannins might be responsible for the use of
this plant as vermifuge in Benin against parasitosis (Burkill, 1997; Hounzangbeé-Adote, 2000).
The presence of tannins and flavonoids in plant extracts suggest that the plant has
anthelmintic activity. The presence of tannins could also mean that it is an astringent, helping
in wound healing and an antiparasitic which is in line with its folkloric use. Tannins also
contain different type of acids, for example catechic, chlorogenic acids, gallo and ellagic acids
(epigallitannins), which are inhibitors of HIV replication
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(http://en.wikipedia.org/wiki/Tannin).Tannins have shown potential antiviral, antibacterial,
antiparasitic effects. Their potential effects against cancer through different mechanisms have
been studied. Presence of volatile oil in the leaves suggests that it can be used in natural body
cosmetic and scents. This is even more important since the oil was active on all the test
organisms. This shows that it can be topically used to cure skin infections. Since it was also
highly antimicrobial, anthelmintic, it can be used to treat infections.

Larvae L3 establish an important stage of the parasitic cycle of H. contortus. They are the
infective stage and are at the origin of the losses of production at the host and the
contamination of the outside environment (Paolini et al., 2003; Hounzanghé-Adoté et al.,
2004).

The decrease of migration of the larvae is due to their immobility or to their mortality. One of
the objectives of the study was to establish the effects of N. laevis and Z. zanthoxyloides
extracts on larval migration of H. contortus. An analogous method has been used for the test
of larvicidal effects of plant extracts (Lorimer et al., 1996; Molan et al., 2003) according to
the modifications of the World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology
(WAAVP) methods for the detection of anthelmintic resistance in nematodes of veterinary
importance (Coles et al., 1992). Acetone and ethanol were selected as suitable extractants as
they extract compounds of a wide polarity range, are miscible with organic and agqueous
solvents, and are non-toxic to test organisms (Eloff, 1998), and indeed organic solvents
extract more plant material than water. Besides, chloroform acetone and ethanol extract
largest amounts of compounds from plants compared to dichloromethane and hexane
(Bizimenyera et al., 2005). The in vitro model reported in this study demonstrated larvicidal
effects of chloroform, acetone and ethanol extracts of N. laevis and Z. zanthoxyloides against
H. contortus. Acetone extracts mainly tannins from herbal drugs. The inhibitive effect of the
migration of H. contortus larva could be assigned to tannins.
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The mechanism of the anthelmintic action is yet to be determined. Tannins in plant extracts
have anthelmintic activity, attributed to physical astringent action on helminths (Athanasiadou
et al., 2001; Molan et al., 2000). The present study showed that the larvicidal actions of the
leaf extracts were nearly similar, yet the polyphenol content of the leaves of Tropical plants is
much lower than that of the root and bark (Bizimenyera et al., 2005). The mode of action of
the anthelmintic compounds could be similar to that of levamisole, judging from the dose-
response curves, but more work needs to be done for rational conclusions

The traditional use of the N. laevis and Z. zanthoxyloides extracts against diarrhea, dysentery
and unthriftiness, may also be due to their anthelmintic activity, as these signs are consistent
with parasitic gastroenteritis. The anthelmintic activity of N. laevis and Z. zanthoxyloides
extracts, in addition to the antibacterial, antioxidant and anti-HIV activities further support the
traditional use of the plants. Research work is ongoing for determining better methods of
plant extraction, elucidation of the chemical structure of the active compounds, and for in vivo
tests in suitable target livestock. This work may lead, not only to possible isolation of novel
anthelmintics from the plants, but also to identification of better methods of plant extraction
which are readily adaptable for use by rural communities against helminthosis.

Conclusions

In conclusion, the result of this study in anatomical point of view supports largely the
demarcation of the taxonomy of the families of Bignoniaceae and Rutaceae by Hutchinson
and Dalziel (1954). A rigorous and relevant approach of determination and botanical
identification of N. laevis and Z. zanthoxyloides allowed us to raise a real "ID card" to this
raw material and to assure the reproducibility and the traceability. The presence of a variety of
secondary metabolites and the activity of the extracts on H. contortus suggest that the plants

can be exploited for phytomedicine development.
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Further study is necessary for isolation and characterization of the active principles from the

acetone fractions obtained from N. laevis and Z. zanthoxyloides leaves.

Acknowledgements

This work was supported by the CORUS project No. 6040. Mr. A.P. OLOUNLADE
acknowledges receiving a scholarship from AUF to undergo his PhD studies.

Mr. E.V.B. AZANDO is a grateful recipient of a grant provided from ARHES. The authors
would like to thank sincerely Valérie CRISTOFOLI for her technical assistance in the

treatment of anatomical photos.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

100


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

References

Abbiw DK. (1990): Useful plants of Ghana: West African uses of wild and cultivated plants.
Intermediate Technology Publications, Royal Botanic Gardens, Kew Ed. London, pp
154-157.

Adjanahoun E, Ahyi MRA, Ake-Assi L, Elewude JA, Fadoju SO, Gbile ZO, Goudole E,
Johnson CLA, Keita A, Morakinyo O, Ojewole JAO, Olatunji AO, Sofowora EA. (1991).
Traditional medicine and pharmacopoeia. Contribution to ethnobotanical floristic
studies in Western Nigeria, Pub. Organization of African Unity, Scientific Technical and
Research Commission. Lagos, Nigeria, p. 420.

Athanasiadou S, Kyriazakis I, Jackson F, Coop RL. (2001). Direct anthelmintic effects of
condensed tannins towards different gastrointestinal nematodes of sheep: in vitro and in
vivo studies. Vet Parasitol, 99, 205-219.

Arbonnier M (2004). Tree, Shrubs and Liana of West Africa dry zones. CTA, Postbus 380
6700 AJ Wageningen, Netherlands

Ayensu ES. (1978). Medicinal Plants of West Africa. USA: Reference Publications Inc, pp
36-39.

Ayodele AE, Olowokudejo JD. (1997). Systematic Importance of Leaf and Epidermal
Characters in West African Species of Family Myrtaceae. Bolm Soc broteriana, 2, 35-72.

Ayres DC, Loike JD. (1990). Lignans. Chemical, Biological and Clinical Properties.
Cambridge, University Press, Cambridge.

Banso A, Ngbede JE. (2006). Phytochemical screening and in vitro antifungal properties of
Fagara zanthoxyloides. Int J Food Env, 4, 8-9.

Bizimenyera ES, Swan GE, Chikoto H, Eloff JN. (2005). Rationale for using Peltophorum

africanum (Fabaceae) extracts in veterinary medicine. J S Afr Vet Assoc, 76, 54-58.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

101


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Burkill HM.(1985). The Useful Plants of West Tropical Africa. 2™ Edition Volumel,
Famillies A-D Royal Botanic Gardens, Kew, Richmond,United Kingdom, pp 252-2609.
Burkill HM. (1997). The Useful Plants of West Tropical Africa. Royal Botanic Gardens Kew,

pp 658-661

Chaaib KF. (2004) : Investigation phytochimique d’une brosse a dents africaine Zanthoxylum
zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler (Syn. Fagara zanthoxyloides L.) (Rutaceae).
Theése de doctorat de la Faculté des Sciences de I’Université de Lausanne, Genéve

Coles GC, Borgsteede F, Geerts S, Klei TR, Taylor MA, Waller PJ. (1992). World
Association for Advancement in Veterinary Parasitology (WAAVP) methods for the
detection of anthelmintic resistance in nematodes of veterinary importance. Vet Parasitol,
44, 35-43.

Craplet C, Thibier M. (1984). Pathologie de la gestation. In: Le mouton. 45" e, Vigot, Paris.

Cronquist A. (1988). The evolution and classification of flowering plants. New York: New
York Botanic Gardens, p 555.

Eloff JN.(1998). Which extractant should be used for screening and isolation of antimicrobial
components from plants? J Ethnopharmacol, 60, 1-8.

Eyong KO, Folefoc GN, Kuete V, Beng PV, Krohn K, Hussain H, Nkengfack EA, Saeftel M,
Sarite SR, Hoerauf A. (2006). Newbouldiaquinone A: a naphthoquinone-anthraquinone
ether coupled pigment, as a potential antimicrobial and antimalarial agent from
Newbouldia laevis, Phytochem, 67, 605-609.

Eyong KO, Krohn K, Hussain H, Folefoc GN, Nkengfack AE, Schulz B, Hu Q.(2005).
Newbouldiaquinone and newbouldiamide: a new naphthoquinone-anthraquinone coupled
pigment and a new ceramide from Newbouldia laevis. Chem Pharm Bull (Tokyo), 53,

616-619.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

102


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Fadeyi MG, Adeoye AE, Olowokudejo JD. (1989). Epidermal and Phytochemical studies
with genus of Boerhvia (Nytangiaceae). Int. J. Crude Drug Res, 29,178-184.

Gafner S, Wolfender JL, Nianga M, Hostettmann K. (1997). Phenylpropanoid Glycosides
from Newbouldia laevis Roots. Phytochem, 44, 687-690.

Gray Al. (1983). Structural diversity and distribution of coumarins and chromones in the
Rutales. In: Waterman, P.G., Grundon, M.F (eds.), Chemistry and Chemical Taxonomy
of the Rutales. Academic Press, London, UK, pp 97-146.

Griffin CT, Chaerani R, Fallon D, Reid AP, Downes MJ. (2000). Occurrence and distribution
of the entomopathogenic nematodes Steinernema spp., and Heterorhaditis indica in
Indonesia. J. Helminthol, 74,143-150.

Hounzangbé-Adoté MS. (2004). Propriétés anthelminthiques de 4 plantes tropicales testées in
vitro et in vivo sur les nématodes gastro-intestinaux chez les petits ruminants Djallonké.
These doctorat, Université d’ Abomey-Calavi, Bénin, p 240.

Hounzangbé-Adoté MS. (2000). La pharmacopée en médecine vétérinaire au sud Bénin (cas
des ovins et caprins).Colloque Européen d'Ethnopharmacologie du 11 au 13 mai 2000.
Sociéte Frangaise d'ethnopharmacologie, Metz.

Hutchinson J, Dalziel JM. (1954). Flora of West Tropical African. Crown Agents for Oversea
Government and Administrations London, 2, 383-388.

Igoli JO, Tor-Anyiin TA, Usman SS, Oluma HOA, Igoli NP. (2002). Folk medicines of the
lower Benue valley of Nigeria. Recent Progress in Medicinal Plants 7, 327-338.

Igoli JO, Igwue IC, Igoli NP. (2003). Traditional Medicinal Practices amongst the Igede
people of Nigeria. J Herbs Spices Med Plants, 10, 1-10

Jackson F, Hoste H (2010). In vitro methods for the primary screening of plant products for
direct activity against ruminant gastrointestinal nematodes. In “In vitro screening of plant
resources for extra nutritional attributes in ruminants nuclear and related methodologies”

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

103


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

P Vercoe, HPS Makkar and AC Schlink Eds, Springer/International Atomic Energy
Agency Edition Dordrecht, pp 25-45.

Jackson BP, Snowdon DW. (1990). Atlas of microscopy of medicinal plants, culinary herbs
and spices, 18-19.

Kerharo J, Adam JG. (1974). La pharmacopée Sénégalaise traditionnelle. Editions Vigot
Fréres Paris, p 1011.

Lorimer SD, Perry NB, Foster LM, Burgess EJ. (1996). A nematode larval motility assay for
screening plant extracts and natural products. J Agricult Food Chem, 44, 2842-2845.
Malgras D. (1992). Arbres et arbustes guérisseurs des savanes maliennes. Edits. Karthala,

Paris, pp, 315-316.

Mirande R.(1920).Sur le Carmin aluné et son emploi, combiné avec celui du vert d’iode, en
histologie végétale. C R Acad Sci,170, 197-199.

Molan AL, Meagher LP, Spencer PA, Sivakumaran S. (2003). Effect of flavan-3-ols on in
vitro egg hatching, larval development and viability of infective larvae of
Trichostrongylus colubriformis. Int J Parasitol, 33, 1691-1698.

Molan AL, Alexander RA, Brookes IM, Mc Nabb WC. (2000). Effects of an extract from
sulla (Hedysarum coronarium) containing condensed tannins on the migration of three
sheep gastrointestinal nematodes in vitro. Proc. N.Z. Soc. Anim, 60, 21-25.

Odebiyi A, Sofowora AE. (1990). Phytochemical screening of Nigerian medicinal plants. Part
I11. Lloydia 41, 234-246.

O’Sullivan J. (1983). Structural diversity and distribution of lignans in the Rutales. In:
Waterman, P.G., Grundon, M.F (eds.), Chemistry and Chemical Taxonomy of the
Rutales. Academic Press, London, UK, pp. 267-279.

Paolini V, Bergeaud JP, Griez C, Prevot F, Dorchies P, Hoste H. (2003). Effects of condensed
tannins on goats experimentally infected with Haemonchus contortus. Vet Res, 34, 1-9.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

104


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Perrot E, 1943-1944. Matieres premieres usuelles du regne vegetal. Edition Masson (Paris).
Tome 11, 1138-1139

Perrett S, Whitfield PJ. (1995). Atanine (3-dimethylallyl-4-methoxy-2-quinolone), an alkaloid
with anthelmintic activity from the Chinese medicinal plant, Evodia rutaecarpa. Planta
Med, 61, 276-278.

Pharmacopée-Européenne. (2011). Monographie du Sophora. 7°™ Edition : Conseil de
I’Europe. Europe, 3829-3831

Potterat O. (1997). Antioxydants and free radical scavengers of natural origin. Curr Org
Chem, 1, 415-440.

Rabel B, McGregor R, Dough PGC.(1994). Improved bioassay for estimation of inhibitory
effects of ovine gastrointestinal mucus and anthelmintic on nematode larval migration.
Int J Parasitol, 24, 671-676.

Samy RP, Gopalakrishnakone P. (2008). Therapeutic potential of plants as antimicrobials for
drug discovery. Bioinformation, 3, 100-110.

Savy M, Martin-Prével Y, Sawadogo P, Kamli Y, Delpeuch F. (2005). Use of
variety/diversity scores for diet quality measurement: relation with nutritional status of
women in a rural area in Burkina Faso. Eur J Clin Nutr, 59, 703-716.

Sofowora EA.(1989). Medicinal Plants and Traditional Medicine in Africa. 1% edition.
Spectrum Books Ltd. Ibadan -Nigeria.

Tor-Anyiin TA, Shaato R, Oluma HOA. (2003). Ethnobotanical survey of Antimalarial
medicinal plants amongst the Tiv People of Nigeria. J Herbs Spices Med Plants, 10, 61-
74.

Tra-Bi FH(1997). Utilisation des plantes par I'nomme, dans les foréts classees du Haut-
Sassandra et de Scio, en Cote-d'Ivoire. Thése de 3°™ Cycle, Université de Cocody,
Abidjan, p. 215.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

105


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Trease GE, Evans WC. (2002). Pharmacognosy, 15" Ed. Saunders Publishers. Ltd., London.
pp 42-393

Ugbabe GE, Ezeunala MN, Edmond IN, Apev J, Salawu OA. (2010). Preliminary
phytochemical, antimicrobial and acute toxicity studies of the stem, bark and the leaves
of a cultivated Syzygium cumini Linn. (Family: Myrtaceae) in Nigeria. Afr J Biotechnol,
9, 6943-6947.

Waller PJ. (1997). Anthelmintic resistance. Vet Parasitol, 72, 391- 412.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

106


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Table 1

Phytochemical analysis of the leaves of N. laevis and Z. zanthoxyloides.

Test Newbouldia laevis Z. zanthoxyloides
Tannins + +
Flavonoids + +
Anthocyanins + +
Leucoanthocyanins + +

Cyanogenic glycosides - -

Saponins - -
Coumarins + +
Mucilages - +
Alkaloids + +
Reducing compound + +

Cardiac glycosides - -
Quinones + -

Volatile oil + +

KEY: (+) = Present, (-) = Absent
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Illustrations

Fig. 1. 1-6 Photomicrographs of N. laevis leaflet

(1) Leaflet transverse section: supernumerary vascular bundles, groups of fibers, calcium
oxalate crystals (scale bar: 2mm). (2) Mesophyll: upper epidermis, hypodermis, palisade cells,
spongy parenchyma, and lower epidermis (scale bar: 50um). (3) Upper epidermis in surface
view: straight wall cells and glandular trichomes (scale bar: 50um). (4) Glandular trichoma in
transverse view showing the unicellular foot (scale bar: 25um). (5) Glandular trichoma in
surface view showing the multicellular head (scale bar: 25um). (6) Unicellular echinulate

covering trichoma (scale bar: 25um).
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50 pm

Fig. 2. 7-15 Photomicrographs of Zanthoxylum zanthoxyloides leaflet

(7) Leaflet transverse section in the midrib: showing the typical ring-shape vascular bundle
(scale bar: 150pum). (8-9) Mesophyll: upper epidermis with mucilage cells, palisade cells,
spongy parenchyma with calcium oxalate clusters, lower epidermis (scale bar :50pum - 25um).
(10) Schizogenous oil gland in transverse section (scale bar: 50um). (11) Lower epidermis
with polygonal cells, anomocytic stomata (scale bar: 50pum). (12) Upper epidermis with
underlying schizogenous oil gland (scale bar: 50pum). (13) Upper epidermis with polygonal
cells and sphaerocristalline masses of flavonoid compounds (scale bar: 50um). (14) Calcium
oxalate cluster in day light (scale bar: 50um). (15) Calcium oxalate cluster in polarized light

(scale bar: 50pm).
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Fig. 3. Dose-response profile for inhibition of larval migration (Lg) of
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Fig. 4. Percentage of inhibition of larval migration (Ls3) of H. contortus by N. laevis extracts.
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Fig. 6. Percentage of inhibition of larval migration (L3) of H. contortus by Z. zanthoxyloides

extracts.
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CHAPITRE Il : CARACTERISATION CHIMIQUE DES
COMPOSES ET EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE
ANTHELMINTHIQUE DES EXTRAITS DE N. LAEVIS ET DE
Z. ZANTHOXYLOIDES
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2. Caracterisation chimique des composés et évaluation in vitro de
I’activite anthelminthique des extraits de N. laevis et de Z.

zanthoxyloides

2.1. Introduction

Prés de 80% des substances naturelles utilisées dans le domaine biomédical proviennent de
plantes tropicales (Campa, 2005). C’est le cas de la vincristine et de la vinblastine, deux
alcaloides dimeéres recherchés pour leur activité anti-tumorale. Extraits de Catharanthus
roseus, pervenche originaire de Madagascar, ces composés sont trés faiblement accumulés
dans la plante (teneurs inférieures & 0.001% de la matiére séche). Aussi, d’importantes
récoltes sont nécessaires (50 tonnes par an) pour obtenir la matiére active indispensable aux
besoins thérapeutiques mondiaux. De plus, le niveau de production des métabolites
secondaires varie suivant I’organe (Endo et al, 1987), les individus (Levy et al, 1984), les
lieux de récolte ou les conditions de culture (Daddona et al, 1976), les facteurs climatiques
(Manolaraki, 2011) mais également selon le stade de développement de la plante (Reda, 1978
; Manolaraki, 2011). Le but de ce travail est d’étudier la variabilité liée & des facteurs
environnementaux sur la composition chimique de N. laevis et de Z. zanthoxyloides et faire la
caractérisation chimique des composés organiques volatiles et I’évaluation in vitro de

I’activité biologique des huiles essentielles de N. laevis et de Z. zanthoxyloides.
2.2. Materiel et méthodes

2.2.1. Matériel végétal

Les feuilles de Z. zanthoxyloides (Fagara), de N. laevis, ont été récoltées matures dans quatre
zones agro écologiques (départements de I’Ouémé, Atlantique, Zou et Couffo) pendant les
saisons séche et pluvieuse suivant les prévisions de I’ASECNA Bénin et authentifiées a
I’Herbier National de [I’Université d’Abomey-Calavi. D’une part les feuilles de Z.
zanthoxyloides et de N. laevis ont été séchées en salle climatisée (20 °C) pendant 5 jours et
sont ensuite réduites en poudre dans un broyeur. Des tests chimiques ont été effectuées sur
I'extrait aqueux et sur les échantillons de poudre en utilisant des procédures standard pour
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identifier les constituants tels que décrits par Harborne (1973), Sofowara (1993), Williamson
et al. (1996), Trease et Evans (2002) et Banso et Ngbede (2006). D’autre part les graines de Z.
zanthoxyloides et les feuilles de N. laevis ont été fractionnées par hydrodistillation pour
I’extration des huiles essentielles. Les différents extraits et fractions obtenus sont ensuite

caracterisés par des analyses chimiques et biologiques.

2.2.2. Hydrodistillation

Une fois que la matiére végétale récoltée est broyée, la poudre de feuilles de N. laevis ou la
poudre de graines de Z. zanthoxyloides est introduite dans un ballon de 2 litres. L extraction a été
répétée 6 fois. La quantité d’eau et la masse de matiére végétale ont été identiques. Pour chaque
extraction 200 g de poudre ont été mixes avec 300 mL d’eau distillée, puis hydrodistillés pendant

3 heures (Figure 35). L’extraction de I’huile essentielle a été répétée six fois.

Figure 35 : Clevenger-type apparatus
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A la fin de I’hydrodistillation les deux huiles essentielles ont été récupérées et mises dans un

flacon a bouchon en téflon taré selon le cas afin de calculer le rendement.

2.2.3. Calcul de la teneur en matiere séche et du rendement en huile
essentielle

La teneur en eau et en matieres volatiles (ou humidité) relative, est déterminée selon la norme
frangaise NF V 03-909. Elle correspond a la perte de masse subie par I’échantillon apres
chauffage dans une étuve a 103 + 2 °C jusqu’a poids constant. La teneur en eau et en matieres
volatiles est exprimée en pourcentage massique par la formule suivante :

% Eau=[(m;-my)/(m;-mg)x100]= (H) Ou

my est la tare de la coupelle en g

m; est la masse de la coupelle et de la prise d’essai avant chauffage en g

m; est la masse de la coupelle et du résidu apres chauffage jusqu’a poids constant en g

La teneur en eau et en matiéres volatiles peut-étre exprimée aussi en pourcentage en masse,
la teneur en matiere seche de I’échantillon, se déduit de la valeur de H :

% Matiere seche= 100-H =[(m2-mg)/(Mm1-mg)x100]

Trois mesures ont été effectuées sur le méme échantillon. Ensuite le rendement de chaque

extraction est calculé.

2.2.4. Etude cinétique de I’extraction par hydrodistillation

Dans le but d’optimiser la durée d’extraction, nous avons étudié la cinétique du rendement en

huile essentielle par rapport a la matiere séche pour chaque échantillon

2.2.5. Composition chimique des huiles essentielles

Une fois I’extrait le plus représentatif obtenu, I’analyse chimique permet d’identifier et de
quantifier constituants chimiques qui le composent. La composition de chaque huile
essentielle est déterminée par chromatographie en phase gazeuse a ionisation de flamme
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) a haute résolution (GCT Premier WATERS).
La séparation chromatographique des composés volatiles a été effectuée sur colonne DB5-ms
(prog : 70°C, 2 — 10°/min — 250°C).
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L’identification des composés chimiques des huiles essentielles est réalisée a I’aide des
indices de rétention calculés sur la base des n-alcanes Cg-Cyo, des spectres de masse obtenus
en ionisation par impact électronique (El, 70eV) comparées aux bases de données NIST
(2008) et des données de la littérature (Mc Lafferty, 2005).

Le calcul de I’indice de rétention permet de s’affranchir de la variabilité des temps de
rétention avec les conditions opératoires (Castello, 1999). Pour un composé donné, il ne
dépend que de la phase stationnaire et non des conditions chromatographiques, ce qui a
permis la publication de banques de données d’indices de rétention relatifs a différentes
phases stationnaires (Adams, 2001). Le calcul s’appuie sur le principe suivant : lorsqu’on
injecte un mélange de composés appartenant a une série homologue de n-alcanes ou d’esters
méthyliques linéaires, les temps de rétention croissent linéairement avec le nombre d’atomes
de carbone (n) (alcanes ou esters) correspondants. Initialement développé par Kovats en mode
isotherme (Kovats, 1958), le calcul des indices de rétention a évolué pour tenir compte de la
programmation de température. Ainsi, I’équation linéaire développée par VVandendool et Kratz
(Vandendool et al., 1962) est utilisée pour calculer les indices de rétention pour chaque
composé analysés en programmation de température. La formule est basée sur les temps de
rétention de deux alcanes (a n et n + 1 atome de carbone) qui encadrent le composé inconnu
(X) sur le chromatogramme :

IRx = 100n + 100[(tr(X) — tr(n)) / (tr(n+1) tr(n))]

2.2.6. Evaluation de I’activité anthelminthique des Huiles Essentielles

Les tests biologiques ont été réalisés sur Strongyloides ratti modeles d’étude des
Strongyloides stercoralis. Le test d’Inhibition de la Migration Larvaire décrit par Rabel et al.
(1994) et modifié par Jackson & Hoste (2010) puis le test d’inhibition de I’éclosion des ceufs
décrit par Coles et al. (1992) ont été utilisés pour évaluer I’effet anthelminthique des huiles

essentielles des plantes
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2.3. Reésultats

2.3.1. Variabilité liée a des facteurs environnementaux sur la composition

chimique de N. laevis et de Z. zanthoxyloides

La présente étude a montré que, les deux plantes tropicales étudiées renferment des
substances appartenant globalement aux mémes familles de composés dans les différentes
zones agro écologiques quelles que soient la saison et la zone de récolte. Les cardénolides, les
dérivés cyanogénétiques, anthracéniques libres, les O- hétérosides et les hétérosides
cardiotoniques ne sont pas présents dans la poudre des feuilles de N. laevis et Z.
zanthoxyloides. Notons également que les mucilages sont présents dans la poudre de Z.
zanthoxyloides et absents dans la poudre N. laevis alors que les dérivés quinoniques sont
présents dans la poudre de N. laevis et absents dans la poudre de Z. zanthoxyloides.

2.3.2.  Caractérisation physique et chimique des composés organiques
volatiles et I’évaluation in vitro de I’activité anthélminthique des huiles
essentielles de N. laevis et de Z. zanthoxyloides.

L’huile essentielle des feuilles de N. laevis obtenue par hydrodistillation est un liquide
limpide, de couleur jaune a tendance verte. Elle a une odeur caractéristique, forte et
aldéhydée. Celle des graines de Z. zanthoxyloidesest un liquide limpide, de couleur jaune a
odeur caractéristique, fruitée.

Les rendements de I’hydrodistillation sont : 0,05 + 0,01 % par rapport a la matiére seche pour
la poudre de feuilles de N. laevis et 0,65 + 0,01 % par rapport a la matiére seche pour Z.
zanthoxyloides. Le rendement de I’hydrodistillation varie de maniére significative selon
I’origine de la plante et apparait relativement faible par rapport a ceux obtenus par d’autres
auteurs (Orav et al., 2001). L’intensité de la couleur dépend de la quantité de chamazulene
présent dans I’extrait, ce dernier provient de la dégradation de la matricine durant
I’hydrodistillation (Orav et al., 2001). Figure 36 illustre la cinétique de I’extraction par
hydrodistillation de la poudre de feuilles de N. laevis et celle des graines de Z. zanthoxyloides.
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Figure 36 : Cinéetique d'hydrodistillation : A : de la poudre de feuilles de N. laevis et B :

de la poudre des graines de Z. zanthoxyloides en fonction du temps

La vitesse d’extraction augmente progressivement jusqu’a 3h pour atteindre un plateau. Le
temps optimum de ces hydrodistillations est d’environ chacune de 3h. Ce qui est en accord
avec les travaux d’hydrodistillation de Chaker (2010).
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L’huile essentielle de feuilles de N. laevis est un mélange complexe de 51 composés, parmi
eux 41 composes ont ete identifiés soit 81% de la quantité totale de I’huile essentielle. La
fraction de sesquiterpéne (I a-caryophylléne (36,08 %) et g-caryophyllene (3,17%) sont les
constituants majeurs de I’huile essentielle, puis viennent les composés aromatiques, comme
I’eugénol (5.76 %) (figure 37). Dans cette huile nous n’avons pas pu identifier un compose
(C16H260) qui a lui seul, constitue 6.56 % n’a pu étre identifié. Les structures chimiques de

quelques composés majoritaire de I’HE est représentée dans la figure 37.

B-caryophyliéne CHsz

Figure 37: Structures chimiques des composés majoritaires de I'huile essentielle de N.

laevis

31 composés volatiles (COVs) ont été détectés dont 27 ont été identifiés dans I’huile
essentielle de graines de Z. zanthoxyloides, correspondant a 86% de I’extrait. Les composés
majoritaires de I’huile essentielle sont : le g-terpinéne (18,01%), I'undecane (14,84 %), le
Valencéne (8,31 %), le decanal (8,3 %) et le 3-carene (6,7 %). La structure chimique de
quelques composés majoritaires de I’huile essentielle de graines de Z. zanthoxyloides est
représentée dans la figure (figure 38).

La figure 39 illustre les chromatogrammes des huiles essentielles obtenues avec la colonne
DB5-ms
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Figure 39 : Chromatogrammes : A. Huile essentielle de feuilles de N. laevis (DB5-ms) B.

Huile essentielle des graines de Z. zanthoxyloides (DB5-ms)

Les huiles essentielles des deux plantes étudiées inhibent in vitro I’éclosion des ceufs et la

migration larvaire de Strongyloides ratti de facon dose dépendante.
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Article 2: In vitro anthelmintic activity of the essential oils of
Zanthoxylum zanthoxyloides and Newbouldia laevis against Strongyloides

ratti.
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mlzl[_ﬁf:mg;?mﬁ de Pharmacic, Furthermore, the toxicity of the two EOs on Vero cell line 38
35 Chemin des Maraichers, was e.valuated. ‘-'-'hen te.sted on 8 rafi egg_hntchmg, the 30
31062 Toulouse, Codex, France two EOs resulted in similar IC,, values (19.5 and 182 ug/ @0
e-mail valenting@cict. fr ml for Z zanthexovloides and N. laevis, respectively), 41
which were about sevenfold higher than that of the conrol 42
:L.'RTEN‘JT, UMR 1235, (thiabendazole, 1C4=2.5 ppg/ml). Larval migration was 43
Université de Toulouse Inemetions Hite Agents Pathogéne, mhibited at similar concentrations for: Z. zamthoxyloides M
23, Chemin des Capelles, (ICsg=46 pupmli), N fevis (ICge=51 pg'ml), and the 45
31076 Toulouse, France contol [levamisole (ICs;=36 pg/ml)]. No cytotoxicity 46
J. F. Magnaval was found on Vero cells becanse both EOs had 1Cq, values 47
Service de Parasitologie—Mycalogie, were higher than 50 pg/ml. Therefore, we have concluded 48
Centre Hospitalier Universitiire Rangueil, that the EOs from two plants, used in folk medicine, may 49
31403 Toulouse, Codes 4, France contain compounds with anthelmintic activity and could 50
i be used as improved traditional medicines or, at least, as 51
CNRS, FR2599. Instint de Chimie de Toulouse, food additives in a combined treatment for the control of 52
31062 Toulouse, Codex 09, France helminth infections. 5
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Introduction

Parasitic nematodes of the pastrointestinal (GI) tract remain
a major threat to both human beings and livestock. Overall,
the number of people nfected by soil-ransmitted helminths
is estimated to be over 1 billion, and infected people show
sympioms of impaired health and cognition (Bethony et al.
2006). Among helminth parasites, Strongvioides stercoralis
is encountered in 30-100 million people, and the disease
caused by this organism, stongyloidiasis, remains an
important health problem in developing countries (Bethony
et al. 2006). In tropical countries, nematode pamsitism
impairs health in livestock, causing a loss in production
and, in severe cases, the death of infected animals
(Bizimenyera et al, 2006).

Synthetic anthelmintics (AHs) have been used through-
out the world for decades to control and minimize the
losses caused by Gl nematede infections; however, the use
of these drugs has resulted in drug-resistant worm livestock
populations (Wolstenholme et al. 2004). For GI nematodes
of veterinary importance, AH drug resistance is becoming a
major practical problem in many countries and could
become a public health problem (Ademola et al 2007,
Geerts and Gryseels, 2000). Parasite resistance to AHs in
livestock (particularly ruminants) is widespread, and this
resistance provokes reduced production efficiency. Addi-
tionally, synthetic AHs are expensive for small sheep and
goat farmers in developing countries. Therefore, a song
impems for researchers to develop alternative control
methods, such as the use of tmditional medicmal plants
(Alonso-Diaz et al. 2008; Hoste et al, 2008), has recently
been promoted.

Ethnopharmacological surveys and the proper evalmation
of medicinal plants could reveal bioactive compounds thai
may be sustainable, afiordable locally, and environmentally
accepiable. These plants could also be used as improved
rraditional medicines (ITMs), either in medical or veteri-
nary sciences, which could lead to the valorization of local
productions and to less expensive freatments, compared
with classic anthelmintic drugs (Willcox 2011). Moreover,
in developing countries, the nse of medicinal plants allows
to reduce importation of commercial drugs, thus boosting
economic self-reliance. There has been, recently, a resur-
gence of interest in the evaluation of potential applications
of plant extracts for medicinal use (Ademola et al. 2007).

Antiparasitic activities of Zanthoxylum zanthoxyvloides
and Mewbonldia laevis have been reported either on blood
parasites (Plasmodivum falciparum or Leishmania major,
Ahua et al., 2007; Kassim et al. 2009) or on gastrointestinal
nematodes (Hounzang bé-Adote et al. 2003a, b). Thus, these
two plants seem to be promising sources of traditional
therapy against pamsites or as sources of potentially active
ANMIPArASITIc COMPONents,

g Springer

We present, in this work, the composition and activities
of the essential oils (EOs) distilled from ¥ =anthoxwloides
seeds and N frevis leaves, For Z zanthoxvloides, we
decided to obtain the EO from the seeds because wide-
spread use of the leaves m traditional pharmacopeia could
lead to a decrease in the natural resources, and importantly,
seed harvesting does not endanger the available quantities
of the plant. We tested the anthelmintic activities of these
two EOs on the egg hatching and larval motility of
Strongvioides rarti, a parasitic nematode of rats. The use
of this bboratory model (5 rarif) allowed for an easy
soume of nematodes (larvae and epps) and limited the size
of the animal facilities. The use of 5 rantf as a model could
serve as an approach for evaluating plant extracts that are
potentially useful for circumventing human helminth
infection (Smout et al, 2010). In our model, the two EOs
that were tested had efficiency close to that of the positive
control molecules: thiabendazole and levamisole.

Materials and methods
Plants

2 zanthoxyloides (Lam.) B. Zepemick & Timler (syn.
Fagara zanthoxvoides Lam.) (Rutaceae) seeds and M
faevis (P. Beauv.) (syn. Spathodea laevis) (Bignoniaceae)
leaves were collected from a natral grown shmb near the
University of Abomey-Calavi and from the department
(edminisrative subdivision) of P'Oueme (Benin), respec-
tively. These two plants were chosen among others on the
basis of a questionnaire survey leaded in Benin, which
indicated that they were frequently used by small-scale
farmers apainst parasitic infections or {0 freat associated
clinical symptoms (Hounzangbé-Adote 2000). The speci-
mens were identified in the “Herbier National™ of Abomey-
Calavi University under the numbers AA 6301/HNB
(Z zanthoxywoides) and AA 6302/HNB (V. [aevis), where
voucher specimens were also deposited. Plant material was
dried, safe from sunlight, at room temperature, and then
reduced to powder.

Exiraction and enalysis of the EOs

Dried leaves of M faevis and seeds of £ zamthoxyoides
were hydrodistilled for 4 h with a Clevenger-type appara-
ms. The amounts of the contents of each sample were
calculated as percentages of the dry weight of the plant
material. The EOQ compositions were analyzed on a
Hewlett-Packard 68%0 pas chromatog raphy/mass spectrom-
etry GC/MS system equipped with an auitosampler and a
DB-5 MS column (Agilent, 30 m=0.25 mm id., 0.25 pm
film thickness). The oven tempemfure program was as
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foltows: T0*C held for 2 min then 70— 250°C at 10°C/min.
Samples were prepared as follows: 1:10 in hexane, 1 ml;
with a split ratio of 1:20. The camier gas, Helium, was kept
on constant flow mode. Mass spectrometer parameters were
as follows: mterface and source tempetature 250 and 180°
C, respectively; ionization mode, EI with an applied voltage
of 098 kV; and an acquisition mass range of 30-650 m'z
with a scan interval of 0.25 5. Data handling was supported
by the software (GC/MS sohtion. The compounds present
in each EQ were wentified by comparing their MS spectra
and relative indices (R1s) i the current literature and MS
databases (Kondjoyan and Berdagné 1996), Adams’ Li-
brary (Adams 2007; Kobaisy et al. 2002) and NIST 08
datnbase Mass spectral Libmry (NIST 2008). The relative
amount of each component was calculated by comparing its
average peak area to the total area. The software adopted to
handle mass spectra and chromatograms was a MAS-
SLYMX Version 4.1.

In vitro anthelmintic assays

Three-week-old Wistar male rats (each weighing about 40 g)
were experimentally infected by a subcutaneous mjection in
the nape of the neck, with an aqueous suspension of 1 300 S
ratti third stage larvae (Ly). The anthelmintic efficacy of the
EO from A, laevis was then evahated on the eggs and larvae
of & rani, which had been obtained from the feces of the
rats. Any procedure involving animals conformed fo Eoro-
pean regulations (EEC directive 86/609, dated 24 November
1986). All experiments involving animals were camied out in
the animal room of the Parasitology Department of the
University Hospital Center (Toulouse, Feance).

Egg-hatching inhibitton assay

In this study, an epg-hatching assay (EHA) to assess
anthelmintic resistance was modified (Coles et al. 1992
Assis et al. 2003). Briefly, egps were obtained from faces of
infected Wistar mts, according to the method described by
Hubert and Kerboeuf (1984). The feces were crushed in
water, and after successive siftings, using 250, 125 and
40 pm sieves, the epps were collected and centrifuged
(5 min, 3,500=g). The supernatant was removed, and a
MNaCl solution (350 g1) was added. After homogenization,
the mixtre was centrifuged (3 min, 3,500 g), and floating
egps were extracted by pouring the supematant onto a
40 pm sieve and subsequently washing with water,

The epg suspension wis then disteibuted mto S6-amultiwell
plates ata final concentmtion of 100 epgs/well into a towml of
200 pl of solution. Increasing rwvofold concentmtions (7.5, 15,
30, 60, or 120 pp/ml) of EOs n 0,15 M phosphate buffered
saline (PBS, pH 7.2) were added to the wells, and each
concentration was tested on four replicates. Positive (thiaben-

dazole at concentrations from 0.2 to 25 pg/ml) and negative
controls {eggs with PBS alone) were also included

After incobation (for 48 h at 23°C), egg hatching was
stopped by adding a formaldehyde solution (10% in PBS).
Thereafter, the number of L, larvae and egps present per
well were evaluated by counting 200 pl aliquots from each
well, and the hatching percentape was determined by
calcolating the following ratio: [number of L, larvae/
(number of egps+number of L,)]. Additionally, 2 mean
vahie of three independent experiments was calculated for
each EO concentration,

LM ascay

The LMI assay was adapted for plant extracts (Jackson and
Hoste 2010), To measure the inhibitory activity of the EOs
against infective larvae, & rafi Ly larvae were first obtamed
by fecal culture. Afier egg hatching, the Ly stape was
reached within 7 days. The Ly larvae were collected by
sedimentation using Baermann’s devices and mcubated for
3 h at 20°C in PBS solutions of EQ (7.5, 15, 30, 60 or
120 pgfml), Measurements were performed by triplicates for
each concentration and tested The larvae were then washed
three times in PBS and centrifiged. After the last wash, BOO pl
of larval suspension at a concentration of 1,000 Ly/ml was
deposited onto a 20 wm mesh filter. The sieve was inserted
into a conical mbe and allowed to skim the surface of the
PBS solution contained therein. Three replicates were run at
room temperature (23°C) for each EO concentration,
Nepative (larvae incubated in PBS) and positive (larvae
incubated with levamisole at twofold concentrations ranging
from 31.25 to0 230 pg/mli) controls were added. After 3 h, the
L larvae above the sieve were discarded and those that had
actively migrated through the mesh into the PBS below were
counted using an optical microscope at 40+ magnification,
based on a 10% aliquot technique. The percentage of LMI
was calculated as [(T-MYT X 100], where T is the total
mumber of Ly deposited in the sieve and M the number of Ly
that migrated through the mesh mto PBS.

Cyiotoxicity

Cytotoxicity was estimated on Vero cell lines as previously
described (Cachet et al, 2009). Brefly, cells were sesded
(107 cells/well in 200 pl of RPMI (Cambrex, Belgium), 5%
SVF (Cambrex)) and lefi ovemight (37°C, 5% CO4) to
adhere. The wells were then washed and increasing
concentrations (ranging from 0.001 pg/ml to 100 pg'ml)
of the EO were added (in tiplicate) into the wells, Growth
inhibition of the cells was followed by [*H]-Hypoxanthine
incorpotation into the cells and their ICs; was determined
graphically by plotting inhibition versus concentration
{Cachet et al. 2009).

&) Springer
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Statistical analysis

(iraphical representations and statistical amalyses were per-
formed by sigmoidal, non-linear regression of the
CONCENrAtoN-IESpONse Curves using the computer program
Ciraph Pad Prism 5.0. For egg-haiching inhibition expenments,
data were expressad as the means+S.EM. of the mean (in 3
independent experiments) of the quadruplicates after an
ANOWVA that exhibited no significant differences between the
results of the three experiments. For the LM assay, data were

Table 1 Composition of the essential oil from the seads of
Zamtkoxvlim zantkocaldes
Compenent RI* R RC(%)
Monane 200 o0 055
a-Pinene 937 937 089
B-Pinene OE%  9EI D49
oi-Phellandrene LOD3 104 032
3-Carene 1034 1,031 672
y-Tarpinme 1,652 1,054 1801
Undecans 1,100 1,100 1484
I 3-Cyclohexadiene, 1,3,5, 5tetramethyl® 1,129 — 1.21
Drocanal 1,207 1,206 B30
3 5-Dimethocytoheene 1,268 1,260 030
Tridecane 1,300 1,300 362
oe-Copacme 1,383 1382 @053
L-B-Elemane 1,395:1.385 T4
n-Decyl acetate 1,407 T40E 3.50
y-Caryophyllene 1431 1428 210
a-Berg amotene 1438 1437 066
Ishwarane 1,467 1467 0.93
Maphthalene, 1,2,34 48,56 Ea-petahydm- 1,491 1 48% 1.33
T-methyl-4-methy lene-1-(1-methylethyl}-,

(1ox,dace, Bad-
Pentadecane 1,500 1,500 448
Valencene 1,507 1,502 831
b-Cadmene 1,525 1,524 0.62
Caryophyllene oceade 1,595 1,595 048
Curzenenane 1,603 1,606 073
B-Heptadecene 1,676 1676 196
Hepuadecane 1,700 1,700 0.78
CirHz" 1,794 — 0.69
26,11, 1 5-Teramethyl-hexadoca- LEoD — 146

26,8, 10, 14-pentacne®

Table 2 Composition of the leaf essential oi of Newbauldia lasvis

Component RI* Rl RC %)
Cumene 926 937 1.47
Propylbenzene 955 855 0
1,2 3- Trimethy henzene 062 962 0.14
Benzaldehyde 56 B 017
|-Octen-3-al oTR a7 1.13
2-Penty lfurane 290 290 .64
(E)-2-(2-penteny]furane 204 1,002 042
24-Hepiadienal (EE) 1,012 1,0 0.12
26 - Trimethy keye lohexanone 1,039 14136 Tr
Benzeneacetaldehyde 1,047 1,051 0,38
+-Methyl-beresldehyde 1,073 176 0.23
Acetophenone 1,082 1,086 Tr
Linalal 1,099 1,099 0.56
n-Nonanal 1,115 1117 0.14
o-Cyclocitral 1,123 1,119 015
m-Xylenol 1,149 1,150 0,32
fro-Menthone 1,161 1,163 0.56
Ethylbenenate 1173 1,173 034
Methylsalicylae 1197 1,198 180
Safranal 1,204 1,202 0,58
Thymal methyl cther 1,230 1,230 225
Tsothymal methy | ether 1,240 1,244 068
lonene 1,261 1,266 0,99
Bormyl acetate 1,258 1,285 0,51
2-Methoy v inylphenal 1,313 1,312 0,59
1,1,5,6- Tetramethylindane 1,322 1311 0.33
Eugenal 1,355 1,355 5.76
{E)-fi-damascenone 1,383 1,385 173
f-Elemene 1,395 1,392 101
f-Caryophy lene 1,415 1,415 36,08
y-Carpophyllene 1,431 1,428 347
Merylacemne 1,447 1,445 0,57
f-lonone 1,483 1,486 2,93
b-Germacrens 1,491 1,489 3.00
f-Selinene 1,500 1,496 101
Cubenene 1,525 1,525 4.64
CusHze0 1,561 = 6.56
Megastigmatrienone 1 1,572 1,568 0.35
Megastigmatricnone 11 1,582 1,585 2.06
Megastigmatrienone TIE 1617 1,620 0.37
Megastigmairienone TV 1,630 1,633 118

* Expenmeninl relative retention indices
" Thearetical relative retention indices
* Relative concentration (%)

* Unidentified component (CriHzs, MW=232). MS (EI: 232 (39%),
133 (2m6), 119 (24%), 105 (52%), 94 (69%6), 91 (100%), 79 {97%),

77 (379%), 67 (23%), and 55 {28 %)

® The indication of theoretical retention & notavailable in the liwmnme

&1 Springer

TF Trace (<0.1%)

*Expenmental relative reention mdices
" Theoretical relative retention ndices

®Relative concentration {%4)

“Unidentified component (CyHz05, MW=234). MS (EI}: 234
(™%, 202 (53%), 1ET(28%), 159 (100%), 145 (T1%), 131 (31%),

115 (21%), 105 (23%), D1 (41%%), and 77 (22%)
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presented as the means+ S.EM., of riplicates (corresponding to
each dose tested ). For cytotoxicity, the results were expressed
as the mean of three inde pendent experiments, Lastly, the 1Cy,
of each sample was determined by graphic interpolation with
specialized software (htip:/fwww.antimalarial-icestimator.net!
runregression]. 2. hom).

Resulis
Phytochemistry

The hydrodistillaiion provided 0.65% (w/w) of essential oil
from Z zanthoxvloides seeds and 0.05% (w/w) of essential
oil from M. faevis leaves. The name, molecular weight and
structure of each component of the tested materials were
then ascertained. Approximately 85% of the components
were identified in the essentinl oil of the seads of Z
zanthaxyloides (Table 1), and approximately 85% of the
components were identified i the essential oil of the leaves
of N. faevis (Table 2).

The EO of Z. zanthoxyleides seeds presented 27 compo-
nents and the main constituents were as follows: y-terpinene
(18%), undecane (15%), valencene (8.3%), decanal (8.3%)
and 3-carene (6.8%). The other components were relatvely
less abundant (Table 1). Finally, in the EQ of Z zanthox-
visides sesds, numerous minor components were encoun-
tered, mcluding an unidentified compound (C,Hag; 0.69%).

The EO of M. faevis leaves contained 41 components,
and its main constituents were f -caryophyllene (36%) and
eugenol (5.8%). Additionally, an unidentified compound
{C, 4HagO) was relatively abundant (6.6%; Table 2).

Biological activities

A clear dose-effect curve was obtained for the 2 EOs in the
range of concentrations tested for the inhibition of egg hatching

1: B 7 zanthouyiides EO
po] * N EousEQ
& Thiabendazole
£ 7o
86
!5 50
g o
£ a0
204
10
o L] T T T T 1
a =2 4 0 1 2 3

Log (concentration im pg/mL)

Fig. | Inhibiion of egg hatching by the BEOs of Newbouwkfie loaviz
and Zentkoxvlum sarthoxyloldes. The two EQs had similar 1Csa
values; however, thishendazole (used as control) was more efficiont.
The Hgy valuees were similar for all three compounds

Table 3 Inviro anthelmintc activities hased on egn hatching and Larval
migration mhibition assays for the two csential oils of Newboddie hevis
and Zanrhoryim zarfoodoldes

Egg hate hing Thisbendazole  Z momthoxyloldes N loews
ICsa 25&02 18205 1950.8
Con 9702 10106 37910
Larval migmtion  Levamisole L zanthaxoides N laevy
ICen 360=3.1 46.6=8.5 SLTELT
o 162.523.8 1651105 14506

(Fig. 1). The ICs and 1Cq values of thiabendazole, used as a
control in the egg-hatching test, were 2.5 and 9.7 pg/ml,
mspectively. These values were approximately sixibld to
sevenfold lower than the 10 and threefold to fourfold lower
than the [Cy of the EOs (Table 3} Such a difference could be
due to only a few of the components being active during the
biclogical test. The long incubation time which was necessary
to inhibit egg hatching could have also allowed some EO
compounds to evaporate, However, when comparing the [Cq,
values, the difierence between thiabendazole and the two ECQs
clearly diminished (Table 3, Fig, 1),

When evaluated by the LMI assay, the EOs were as
efficient as the positive conirol {levamisole; Table 3). A clear
dose-effect curve was, here again, obtaimed in the range of
concentmtions tesied. The calculated 1C5, values of each of
the EOs were twofold lower than that of the control (Fig. 2);
however, the 1Cqy of the EOQ from Z zanthaxvloides and of
levamisole were similar, and both were slightly better than
that of M. faevis (145£9.6 vs. 162:£3.8 pp/ml, respectively).
Thus, the compounds contained in these EO samples were as
efficient as levamisole for the mhibition of lorval mobility
(Table 3, Fig. 7),

No cytotoxicity was observed for the two EOs on Vero cells
lines, In that model, the ICsy vales were 82 and =100 pg/ml
for the 2 =anthoxvloides BO and A faevis EOs, respectively
{100 pg/ml being the highest concentration tested during three
independent experiments

80 4 B I mnthoxyioidss ED
7o A N lasvis EQ
60 - ¥ ik

Inhibition (=)
2

-3 -2 -1 0 1 2 3
Log iconcentration in pg/mL)
Fig. 2 Larval migration mhibiion (LMI) by the EDs of Newbouldia

lreviz and Zonrhoryum zarrhocdoaides. LMI curves were similar for
the two EOs and the contmol
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Discussion

Helminth nfections constitute serious heakth problems world-
wide both in human beings and in animals. The human
intestinal helminths are the most common infectious diseases
in the developing world (Bethony et al. 2006). The hard
affordability of commercially available anthelmintic agents in
developing countries, and the risks represented v anthelmin-
tic agent or by anthelmintic secondary metabolites in food
denved from livestock which have recently been reported as a
threat for human health (Cabaret 2008) remforced the need
for safe and cheap anthelmintic agents denved fiom plants
(Fred-Jaivesimi et al. 2011). Furthermore, the need to
mvestgate and identify namral substances with anthelmintic
actvity is huge, because the molecules currently used for the
control of helminths have group-restricted activity, they are
expensive, and most of them lose their efficiency after one or
two decades (Mehthorn et al. 2010),

The purpose of the present snuly was to establish the
effect of the EOs distilled from 2. zanthoxylpides seeds and
N laevis leaves on the egp hatching and larval motility of
& ratri, To our knowledge, it is the first time the EOs of 2.
zanthexvioides and N loevis were analyzed and tested for
anthelmintic activity, Despite the low yield of exiraction,
ECk am interesting as [TMs because they are quite easy to
produce with easy to manage apparatus. The composition
of the EQ from Z. zanthoxyoides seeds was quite different
from that of the EO of Z zanthoxyleides leaves collectad in
Monteverde, Costa Rica (Setzer et al, 20035) ) or seeds from
Cameroon (Ngassoum et al. 2003). We may thus consider
the existence of many chemotypes, depending on the
geographical localization and on the part of the plant that
was distilled. Even if their chemical composition varies,
EOs have been considered potentally promising com-
pounds for the treatment of numerous parasitic diseases
either due to protozoa (Benoit-Vical et al, 1999; Ahua et al.
2007), cestodes (Maggiore et al. 2011), or nematodes
(Bizimenyera et al. 2006; Macedo et al 2010). The
anthelmintic activity of Z. zenthoxvloides and N laevis
has previously been reported, but this effect was mainly
linked to the tannins present in the samples (Hounzanghé-
Adote et al. 20058, b). Because no tannins are present in
EQs, it can be thought that these plants act against
nematodes by altering different targets, reinforcing the
justification of their traditional use,

The observed effects on egg hatching and larval motilicy
inhibition do not imply that the EOs will have an effect on
adult woms, Hence, a conclusive response to that point can
only be made following an appropriaste i vivo study (von
Samson-Himmelstjerna et al. 2000). However, the anthel-
mintic activity demonstmted here could be applicable to
other helminth species because £ zanthonyioides and A
faevis are known to have such efficiency on Haemonchus

'ﬂ Springer

contorfus and Trichostromevius colubriformis (Hounzangbé-
Adote et al. 2005a, b). We have used S. rani for these assays
because it is considered o be a good model for the screening
of anthelmintic activity (Smout et al. 2010). This model
could help in limiting the size of the animal facility that is
needed for a first screening of the activity of potential
anthelmintic compounds. The cytotoxicity of the EQ was
tested apainst Vero cells: the vales obtained were clearly
wvery low and could allow for the planning of further in vivo
tests. This potentially low toxicity 15 frequently encountered
for the EOQ and that reinforce their potential use, in
association with other anthelmintic drugs or, at least, as food
additives as it has been proposed for cattle and small
ruminants (Benchaar et al. 2006; Mehlhorn et al. 2010,

The traditional use of Z. zanthexloides and N loevis
apamst digestive disorders can be supported by their
activities against nematodes. We can conclode, according
o the results presented in this stdy, that a part of this
activity may be due to some components of their BO. The
EOs tested m this study must now to be fractonated and, at
least for theif major compounds, must be tested on o similar
model before they are utilized in the fields.
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Abstract

N. laevis and Z. zanthoxyloides leaves from departments of the Atlantic, Oueme, Mono and Zou
Area of South Benin were screened for the presence of chemical compounds by standard
methods and compared. The results revealed the presence of the following compounds:
alkaloids, tannins, flavonoids, quinones (in Newbouldia only), and essential oils in the plant
samples regardless of the area and the harvest season. Saponins, cardiac glycosides, cyanogenic
glycosides were found to be absent in the leaves of Z. zanthoxyloides and N. laevis regardless of
the area and the harvest season. The significance of the plants in traditional medicine and the
importance of the distribution of the chemical constituents justified the traditional use of these
plants for the treatment of tropical diseases. We recommend further research work on these
plants leaves for possible use as a source of raw material for industrial and medical science
utilization.

Keywords: Phytochemical, Newbouldia laevis, Zanthoxylum zanthoxyloides, agroecological

zone, variability , environmental factors , Benin

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

130


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

INTRODUCTION

Nearly 80% of natural substances used in the biomedical field come from tropical plants
(Campa, 2005). This is the case of vincristin and vinblastin, two dimeric alkaloids sought
after for their anti-tumor activity. Extracted from Catharanthus roseus, periwinkle from
Madagascar, these compounds are very weakly accumulated in the plant (values less than
0.001% of dry matter). Also, large crops are needed (50 tons per year) for the active
ingredient essential to the therapeutic needs worldwide. In addition, the level of production of
secondary metabolites varies with the organ (Endo et al. 1987), individuals (Levy et al. 1984),
places of harvest or culture conditions (Daddona et al. 1976), climatic factors (Manolark,
2011) but also with stage of plant development (Reda, 1978 ; Manolaraki, 2011).

However, the plant related to the content and nature of plant secondary metabolites is
probably one of the main sources of the variation. Based on the bibliography the quantity and
the nature of tannins as well as other secondary metabolites, depend not only on the plant
species, the variety (cultivar), the stage of development but also on the environmental
conditions of culture (soil, season, climate, mode of culture) and the mode of conservation
(Marais et al, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Heckendorn et al, 2006; Haring, 2007;
Manolaraki, 2011). The secondary metabolites content of a plant depends on several intrinsic
factors, such the species and variety, plant part or stage, and extrinsic factors, such as
climatic, soil, or the stress of predation (Mueller-Harvey and Mark Allan 1992, Jean-Blain,
1998; Norton, 1999; Waterman, 1999; Manolaraki, 2011).

Man has earlier discovered within his environment the wealth of importance of plants as
therapeutic agents. Of the 300.000 plant species acclaimed world wide only about 5% have
been investigated scientifically for their medicinal purposes (Sanusi and Rabo, 2004; Olusola,
2011). Researchers have reported that developing countries rely mainly on plants for the
treatment of their prevailing ailments especially in areas where hospitals are not accessible
(Lambo, 1979 ; Olusola, 2011). In industrialized countries it is known that over 30% of all

prescription drugs are from plant origin (Iwu et al., 1999).

The genus Newbouldia (Bignoniaceae) comprises a unique species Newbouldia laevis, which
occurs in several tropical zones of America, Central and West Africa. Newbouldia laevis, also
called «fetish tree» can grow to a height of about 12 m but is most often a shrub or a bush
(Tra-Bi, 1997).
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The genus Zanthoxylum (Rutaceae) comprises a large number of species, which occur in
several tropical and temperate zones of America, Africa and Asia. In Africa, many species are
used in folk medicine. Zanthoxylum zanthoxyloides is a scandent shrub or a small tree; it has a
fragrant bark and grows in coastal areas of West Africa (Keay et al., 1972; Brunel et al., 1984;
Boudet et al., 1986; Guffin et al., 2000). The tree branches are adorned with numerous spines.

N. laevis and Z. zanthoxyloides are extensively used in herbal medicine in South Benin. Their
various uses in traditional medicine are reviewed in Table 1. The active principles of many
drugs found in plants are secondary metabolites (Ghani, 1990; Doelis, 1993). Therefore, basic

phytochemical investigation of these plants for major phytoconstituents is also vital.

This research was aimed at investigating the possible variability related to
environmental factors (Origin and season of harvest) of the chemical composition
by quantifying the percentage of crude phytochemical constituents in N. laevis and
Z. zanthoxyloides, in order to support or refute the claims by traditional herbalists in
Benin. Benin is divided into twelve departments which are: Alibori, Atacora,
Atlantique, Borgou, Collines, Couffo, Donga, Littoral, Mono, Ouémé, Plateau and
Zou. Benin, like all of Africa except North Africa and some countries of South
Africa is in an area of tropical climate characterized by high temperatures and more
or less regular rainfall. In the departments of Ouemé, Atlantic, Zou and Mono, soils
are ferralitic. The vegetation is staggered and degrades when moving from south to
north. These environmental factors can influence the chemical composition of
medicinal plants from one region to another. Work reported in the south of Benin,
in the departments of Atlantic, Oueme, Mono and Zou young plants of N. laevis and
Z. zanthoxyloides are abundant and dendrometric characters are significant. These
plants are not found in other departments in the north Benin (Orou et al., 2009). The
departments targeted for this study are: Atlantic, Couffo, Ouémé and Zou.

Zou has a transition sub-equatorial climate, characterized by two rainy seasons
(April to June and September-November) and two dry seasons (July-August and
December-March). The vegetation is also a very important variable of the
environment. Vegetation of equatorial Sudanian type consists of trees with
coriaceous, varnishing leaves resistant to heat. Alternating dry season and wet
season causes a phrenological rate in plants. The soil is made of “terre de barre”

(laterite) and appears as the result of an intense and deep weathering. It consists of a
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vast homogeneous sandy clay plateau. Almost everywhere, the ground shows a
physical homogeneity. Of agronomic, it is low in organic matter, and is
characterized by its great depth and high permeability.

Mono is characterized by a sub-equatorial climate with two (02) dry seasons (July
to September and November to February or March) and two (02) rainy seasons, one
short (September to November) and the other more long (April-July). The Aplahoué
city has a variety of soils. The substrate is mainly composed of sediments of the
Terminal Continental. These sediments are generally sandy clay.

The humid tropical climate of Oueme is called sub-equatorial climate. This climate
is characterized by high humidity and temperatures between 21.9 ° C and 32.8 ° C.
This department has three types of soil: ferralitic soils, lightbrown colored soils,
and hydromorphic clay soils rich in organic matter.

The climate of the Atlantic department is sub-equatorial marked by two rainy
seasons and two dry seasons. Most of the territory of the Atlantic department is

occupied by tropical ferruginous soils and sandy soils.

MATERIALS AND METHODS
Collection and identification of Plant materials

Fresh sample of N. laevis and Z. zanthoxyloides were collected from departments of the
Atlantic, Oueme, Mono and Zou of the South of Benin and verification of identity was done
by Professor Akpovi AKOEGNINOU, Curator of the National Herbarium of Abomey-Calavi
University (Herbier National de I'Université d'Abomey-Calavi). Classification of the species
was performed by means of the key according to Cronquist (Cronquist, 1988). Voucher
specimens were deposited at the Herbarium of Abomey-Calavi University. Plants materials
were harvested during rainy season and dry season. The Plants were dried indoors at room

temperature and a large part is reduced into powder for extraction.
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Plant extracts preparation

The aqueous extract of each sample was prepared by soaking 50 g of dried powdered samples
in 500 mL of distilled water for 24 h. The extracts were filtered using Whatman filter papers
No 1001 125 (125 mm).

Phytochemical screening

Chemical tests were carried out on the aqueous extract and on the powdered specimens using
standard procedures to identify the constituents as described by Harborne (1973), Sofowara
(1993), Williamson et al. (1996), Trease and Evans (2002) and Banso and Ngbede (2006).
Test for tannins: About 0.5 g of dried sample powder was boiled in 20 mL of water in a test
tube and then filtered. A few drops of 0.1% ferric chloride was added, the mixture was
observed for brownish green or a blue-black coloration.

Test for alkaloids : 3 g of extract was stirred with ethanol containing 3% tartaric acid. The
filtrate was shared into 3 beakers and tested for alkaloids as follows: Into the first beaker,
Hagar's reagent was added; into the second beaker, Mayer's reagent was added; and into the
third beaker Marquin's reagent was added. Precipitations in any of the 3 tests indicate the
presence of alkaloid.

Test for saponins : About 2 g of sample powder was boiled in 20 mL of distilled water in a
water bath and filtered. 10 mL of the filtrate was mixed with 5 mL of distilled water and
shaken vigorously for a stable persistent froth. The frothing was mixed with 3 drops of olive
oil and shaken vigorously, then observed for the formation of emulsion.

Test for flavonoids : Three methods were used to determine the presence of flavonoids in the
plant sample (Harbrone, 1973; Sofowara, 1993). 5 mL of dilute ammonia solution were added
to a portion of the aqueous filtrate of each plant extract followed by addition of concentrated
H,S04. A yellow coloration observed in each extract indicated the presence of flavonoids. The
yellow coloration disappeared on standing. Few drops of 1% aluminium solution were added
to a portion of each filtrate. A yellow coloration was observed indicating the presence of
flavonoids. A portion of the plant powder was in each case heated with 10 mL of ethyl acetate
over a steam bath for 3 min. The mixture was filtered and 4 mL of the filtrate was shaken with
1 mL of dilute ammonia solution. A yellow coloration was observed indicating a positive test
for flavonoids.

Test for steroids: 2 mL of acetic anhydride was added to 0.5 g ethanol extract of each sample
with 2 mL H,S0,4. The color changed from violet to blue or green indicating the presence of

steroids.
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Test for cardiac glycosides (Keller-Killani test) : 5 mL of each extract was treated with 2
mL of glacial acetic acid containing one drop of ferric chloride solution. This was underlayed
with 1 mL of concentrated sulphuric acid (H,SO,4). A brown ring of the interface indicates a
deoxysugar characteristic of cardenolides. A violet ring may appear below the brown ring,
while in the acetic acid layer, a greenish ring may form just gradually throughout thin layer

Test for cyanogenic glycosides
5 mL of each extract is placed in an Erlenmeyer flask that we recover immediately with a
paper soaked in picric acid. After heating at 95 °C for 15 minutes, a brown coloration

indicates the presence of cyanogenic derivatives.

Test for quinones (Borntrager test)

In an Erlenmeyer flask, 2 mL of 5% hydrochloric acid is mixed with 2 g of each plantpowder.
20 ml of chloroform are added to this mixture and the whole is stirred continuously for 24
hours. After the maceration, 5 mL of ammonia was added. A purplish red color indicates a
positive response.

Test for volatile oil

Dried leaves of N. laevis and seeds of Z. zanthoxyloides were hydrodistilled for 4 hours to
obtain an essential oil from yellow to green trend by using the Clevenger-type apparatus.
Quantitative determination of the chemical constituents

Preparation of fat free sample: 2 g of the sample were defatted with 100 mL of diethyl ether
using a Soxhlet apparatus for 2 h.

Determination of total phenols by spectrophotometric method : The fat free sample was
boiled with 50 mL of ether for the extraction of phenolic components for 15 min. 5 mL of the
extract was pipetted into a 50 mL flask, then 10 mL of distilled water was added. 2 mL of
ammonium hydroxide solution and 5 mL of concentrated amyl alcohol were also added. The
samples were made up to mark and left to react for 30 min for color development. This was
measured at 505 nm.

Alkaloid determination using Harborne (1973) method : 5 g of the sample was weighed
into a 250 mL beaker and 200 mL of 10% acetic acid in ethanol was added and covered and
allowed to stand for 4 h. This was filtered and the extract was concentrated on a water bath to
one-quarter of the original volume. Concentrated ammonium hydroxide was added drop wise

to the extract until the precipitation was complete. The whole solution was allowed to settle

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

135


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

and the precipitated was collected and washed with dilute ammonium hydroxide and then

filtered. The residue of alkaloids was dried and weighed.

Tannin determination by VVan-Burden and Robinson (1981) method :

500 mg of the sample was weighed into a 50 mL plastic bottle. 50 mL of distilled water was
added and the bottle was shaken for 1 h in a mechanical shaker. This was filtered into a 50
mL volumetric flask and made up to the mark. Then 5 mL of the filtrate was pipetted into a
test tube and mixed with 2 mL of 0.1 M FeCl; in 0. N HCI and 0.008 M potassium
ferrocyanide. The absorbance was measured at 120 nm within 10 min.

Flavonoid determination by the method of Bohm and Kocipai-Abyazan (1994) : 10 g of
the plant sample was extracted repeatedly with 100 mL of 80% aqueous methanol at room
temperature. The whole solution was filtered through Whatman filter paper No 1001 125 (125
mm). The filtrate was transferred into a crucible and evaporated into dryness over a water
bath and to a constant weight.

Volatile oil determination

Dried leaves of N. laevis and seeds of Z. zanthoxyloides were hydrodistilled for 4 hours to
obtain an essential oil from yellow to green trend by using the Clevenger-type apparatus.
Their percentage contents were calculated on dry weight basis of the plant material.

Results

The present study carried out on the plant samples revealed the presence of the main classes
of secondary metabolites: alkaloids, tannins, flavonoids, quinones, and essential oils. The
phytochemical characters of the two medicinal plants investigated are summarized in Tables 2
and 3. As shown by the results reported in Tables 2 and 3, the plants in different areas (Mono,
Oueme, Atlantic and Zou) contain substances belonging to the same families of compounds
regardless of the harvest season. Saponins, cardiac glycosides, cyanogenic glycosides were
found to be absent in the leaves of Z. zanthoxyloides and N. laevis regardless of the area and
the harvest season. Also note that quinones are present in the leaves of N. laevis and absent in
those of Z. zanthoxyloides regardless of the area and the harvest season.

Tables 4 and 5 present the results of a quantitative analysis, the percentage of crude chemical
constituents in these medicinal plants are estimated for the four areas and for two harvest
seasons. Tannins are more concentrated in the leaves of both plants and a concentration of
tannins equal to 14.77% is obtained in the leaves of Zanthoxylum zanthoxyloides of Oueme
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harvested during the rainy season. Volatil oils were obtained in the plants but the yields
recorded were low: (0.01-0.52%) during the dry season and (0.04-0.67%) during the rainy

season.

DISCUSSIONS

The various phytochemical compounds detected are known to have beneficial use in
industries and medical sciences (Sofowara, 1993; Ngbede et al., 2008).

For many decades, Benin medicine has documented the effectiveness of plant therapies.
These plants species have now been categorized according to their medicinal properties. The
basic principles in formulation of their remedies have also been developed by these herbal
therapy enthusiasts. Also, many of these plant extracts have been employed in formulation of
modern drugs, chemicals and food. Therefore, plant extracts have now been used in industries
and in medical sciences (Ngbede et al., 2008). Among the Benin and African herbal therapies,
a principal herb denoted as emperor herb is chosen as the main therapeutic herb and minister
herbs are selected to assist carrying the treatment to the specific channels and organs. The
results of these formulations in many ways have proved a better alternative to some of the
modern potentially toxic agents that are used in the treatment of infectious diseases. Most
herbalists, especially the ancient ones knew more than we do today, at least about the benefits
of using various wild plant species (Ngbede et al., 2008). Their connection with nature was

much more profound.

The classes of compounds found in the leaves of N. laevis and Z. zanthoxyloides are known to
show curative activity against several pathogens and therefore could explain their traditional
use for treatment of wide array of illnesses (Hassan et al., 2004; Usman et al., 2005; Usman &
Osuji, 2007). Tables 2 and 3 showed that the two plants contain different families of
compounds (alkaloids, tannins, flavonoids, quinones, and essential oils), but all the samples
show the same results irrespective of the origin and the harvest season. Moreover alkaloids
(Diéguez-Hurtado et al., 2003; Tringali, 2001; Couillerot et al., 1994), flavonoids, terpenoids
and coumarins (Mara et al., 1992) were isolated from different species of the genus
Zanthoxylum. According to Kerharo and Adam (1994), samples of Fagara zanthoxyloides
collected in West Africa (Senegal, Togo, Ivory Coast and Nigeria) have revealed the presence
of tertiary and quaternary alkaloids and a flavone glycoside in the leaves. Traces of tannins in
Z. zanthoxyloides were reported by Paris and Moyse Mignon (1947). So far no one has
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quantified the tannins in the leaves of N. laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides. Tables 4 and
5 are interesting; the results show a fluctuation in the chemical composition, by region and by
season. Zanthoxylum and Newbouldia harvested in Oueme contain more tannins than plants
collected in other regions and especially in the rainy seasons, therefore according to the effect
that one seeks, if the effect is due to the action of tannins, the plants harvested in Ouemé the
rainy season will be more active. However variations in results have been observed. For
example with regard to the quantity of condensed tannins, the influence of the cultivation
location on polyphenol concentration was demonstrated by Tiemann et al. (2010). This
seemed to be more related to the pH values (Kraus et al, 2004) than the soil fertilization
(Tiemann et al, 2010). Caygill and Mueller Harvey (1999) have noticed that the synthesis of
tannins in plants is a response to stress conditions, such as low fertility, water deficits or high
temperature. The positive effect of a hot dried period on the flavan-3-ols concentrations in
plants have also been described in several studies (Donelly, 1959; Lees et al, 1994; Feutch et
al, 1997; Vitti et al, 2005; Assefa et al, 2008; Manolaraki, 2011). The quantity and the nature
of tannins as well as other secondary metabolites, depend not only on the plant species, the
variety (cultivar), the stage of development but also on the environmental conditions of
culture (soil, season, climate, mode of culture) and the mode of conservation (Marais et al,
2000; Mueller-Harvey, 2006; Heckendorn et al, 2006; Haring, 2007). In general, the highest
concentrations are found in the fruits, flowers and leaves, and the lowest in the stems. For
example, the leaves, flowers and stems of sainfoin contain respectively 0.31%, 0.30% and
0.07% of tannin (Borreani et al, 2003). For a given species, the vegetative stage also
influences the content of tannins (Jean-Blain, 1998). Generally, during the growth of
vegetative, a dilution of tannins is observed. In the leaves, the quantity and quality of tannins
change during maturation. Similarly, the tannin content generally decreases during fruit
ripening. For example, the maturation of oak leaves from April to September is accompanied
by changes in the content and an increase in the degree of polymerization of tannins (Makkar
et al, 1991). A similar process was observed in legumes. Thus, the content of sainfoin
condensed tannins varies from 27 to 16g/Kg of dry matter during the growth phase (Borreani
et al, 2003).The quality of condensed tannins varies depending on the vegetative stage
(Koupi-Abyazani et al, 1993, Marais et al, 2000). During the maturation of the leaves of
sainfoin, variations in the degree of polymerization (5 to 8.5) and the percentage of
prodelphinidols (60 to 95%) were observed (Koupi-Abyazani et al, 1993). The synthesis of
tannins is generally increased in response to stress environmental whatever its origin, such as

water stress, depletion of soil or too much sunlight (Bennick, 2002; Manolaraki, 2011). In
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addition, the proportion of condensed tannins in free form or associated with fiber or protein
is also under the "influence of climatic conditions and nutritional stress (Frutos et al, 2002).
So after a long period of drought, Feucht et al. (1997) observed an increase of 7.4 times of the
amount of flavan-3-ols in yellowing leaves, compared to green leaves. Recently, a study on
grapes (Vitis vinifera L.) also showed that the content of flavan-3-ols and distribution of TCs
in the tissue depended on the exposure to light and weather conditions (Cadot et al, 2006;
Manolaraki, 2011). The soil also affects the quality of condensed tannins as the grapes grown
on sandy soil with little reserve water showed a lower proportion of DPs than those grown on
a richer soil (Cadot et al, 2006). Finally, a stress from the aggression of plants by herbivores
or pathogens induces an increased synthesis of secondary metabolites and a large storage of
tannins particularly condensed tannins, in the area attacked (\Woodward and Coppock, 1995,
Feucht et al,1997 ; Manolaraki, 2011). Tannins are inhibitors of enzymes (Zimmer and
Cordesse, 1996). Other work has highlighted the antioxidant activities of tannins (Bruneton,
1999 ; Treutter and Feucht, 1999 ; Hassig et al., 1999, Lim et al., 2007). Antimutagenic and
anticancer activities have been attributed to some tannins because of their antioxidant
properties (Chung et al. 1998 ; Jung and Ellis, 2001, Richelle et al., 2001). The antiseptic
activity of tannins has been widely described (Chung et al. 1998 ; Bruneton, 1999). Moreover
tannins show antimicrobial (Chung et al., 1998, Hatano et al., 2005 ; Song et al., 2006),
antifungal (Baba-Moussa et al.,1999; Bruneton, 1999) or antiviral effects (Chung et al., 1998,
Yamaguchi et al., 2002, Song et al., 2005). However, current therapeutic applications are
limited (Bruneton, 1999). It is interesting to recall that the tannins from the grape juice and
wine have a preventive effect against cardiovascular disease (Bruneton, 1999). Tannins were
reported to exhibit anthelmintic, antiviral, antibacterial and anti-tumor activities. It was also
reported that some tannins are able to inhibit selectively HIV replication and is also used as
diuretic (Haslem, 1989 ; Ngbede et al., 2008). Plant tannins have been widely recognized for
their pharmacological properties and are known to make trees and shrubs a difficult meal for

many caterpillars (Ngbede et al., 2008).

As far as alkaloids are concerned, the best results have been obtained with Zanthoxylum
Atlantic harvested during the dry season and Newbouldia Zou harvested during the rainy
season. Extracts of N. laevis collected in Nigeria near Anambra state are rich in alkaloids
(Gafner et al., 1996, 1997). Indeed, Datura innoxia Mill. a plant of the Solanaceae family
synthesizing secondary metabolites, including the tropane alkaloids, was used as a model for
crops in hydroponics. Environmental parameters (biotic and abiotic) have improved growth
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and production of secondary metabolites. The response of the plant depended on the oxygen
supply of the nutrient solution, temperature level as seen from the aerial parts at root level. An
increase in light intensity did not improve alkaloid content of the plant but the use of orange
light causes a change in growth parameters and levels of alkaloids. \VVu (2008) also reported
that the presence of microflora in the culture medium causes a degradation of molecules of
interest and alters their accumulation in the plant. Campa (2005) shows the importance of
genetic factors over environmental factors on the alkaloid content of different organs of
Canavalia rosea, a tropical plant, commonly known as pea-edge-de-mer. Most of the known
functions of alkaloids are related to protection. Alkaloids show various properties :
antiarrhythmic, anticholinergic, antitumor, vasodilating, antihypertensive, cough medicine,
anesthetic, remedy for gout, analgesic, antihypertensive, muscle relaxant ,inhibitor of
acetylcholinesterase , antiarrhythmic, antipyretics, antimalarial, antiprotozoal agent |,
sympathomimetic, vasodilator, antihypertensive (Bruneton, 2009).

Regarding essential oils, only Z. zanthoxyloides harvested in Oueme, Atlantic and Zou show
significant results. For the same plant, the composition of essential oil can vary widely
according to the organs (leaf, flower, fruit, wood), to the season, to growing conditions
(sunshine, humidity, day length, soil fertility). For a species like thyme, we know seven
chemical races (EI Kalamoun, 2010).The composition of essential oil of Z. zanthoxyloides
collected in Benin is very different from Z. zanthoxyloides collected in Monteverde, Costa
Rica (leaves: Setzer et al, 2005), Cameroon (fruit: Ngassoum et al, 2003). This difference can
be explained by the existence of several chemotypes according to climatic, geographical and
origin of the plant. Essential oils have various biological effects. Effects and multiple targets
are due to each chemical component, and to their multiplicity. Essential oils have the
particular effects of antiseptics, antibiotics or anti-infective, anti-inflammatory drugs,
antihypertensives, antihistamines, vasopressors, analgesics, sedatives, anxiolytic, anti-
insomnia, anti-spasmodic, diuretic, laxative (Bruneton, 2009).

Regarding flavonoids, the best results are obtained with Z. zanthoxyloides from Oueme and N.
laevis from Atlantic collected during the rainy season. Note also that the content of flavonoids
of both plants regardless of the harvest season in the department of Oueme, Atlantic and Zou
is not negligible. Indeed the secondary metabolites such as flavonoids are involved in many
plant defense responses. Environmental factors, such as the supply of nutrient substrates,
temperature, light or the concentration of carbon dioxide in the atmosphere can affect the
flavonoid content of plant tissues (Gayle, 2010). Today, the properties of flavonoids are
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widely studied in the medical field: anti-viral, anti-tumor, anti-inflammatory, anti-allergic,
anti-cancerous activities are highlighted. The animal world is also very concerned by
flavonoids. Bees instinctively put such implement the antifungal and antibacterial properties
of polyphenols to sanitize their hive and seal the cracks.
(http://membres.multimania.fr/mourad/flavonoides.html). Flavonoid has been referred to as
nature’s biological response modifiers because of strong experimental evidence of their
inherent ability to modify the body’s reaction to allergen, virus and carcinogens. They show
antiallergic, antiinflammatory, antimicrobial and anti-cancer activities (Bruneton, 2009).
Flavonoids have vasculoprotective and veinotonic properties, reducing the permeability of
blood vessels. They would thus be beneficial for the heart, arteries, liver, and immune system
or to muscle tissue. Flavonoids are particularly used to treat hemorrhoid crises, heavy legs and
abnormal capillary fragility.(http://complement-

alimentaire.comprendrechoisir.com/comprendre/flavonoides-complements-alimentaires).

Regarding phenols, no significant difference is observed between the plants collected from
different areas and in different seasons.

N. laevis and Z. zanthoxyloides are commonly used in Benin to treat human and animal
diseases. According to our results, one must keep in mind that the chemical composition of
these two plants varies with the geographical origin and with the harvest season. The choice
of the plant depends on the properties expected, the users should consider the content of the
corresponding active components to take the right plant (origin and harvest season) in order to
obtain the best activities and less side effects.

CONCLUSIONS

The studied plants can be seen as a potential source of useful drugs. Given the wealth of
secondary metabolites, N. laevis and Z. zanthoxyloides could have the chance to be considered
as food additives. Further studies on these plants are underway in order to isolate the bioactive
compounds. The anthelmintic activities of these plants, as claimed by traditional healers, are
also being investigated.
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Table 1. Review of the various medicinal uses of the studied plants

Species, Family, Local

plant name

Traditional use

Reference

Z. zanthoxyloides
Rutaceae

Fon-Goun : Hé
Yoruba-Nagot : Igui ata

It has been commonly used

against human and animal

parasites

Arbonier, 2004

Leaves have been used as tea
against inflammatory diseases,

anaemia,  contracceptive and

against malaria.

Ogunwolu et al., 1996; Ogwal-
Okeng, 2003; Chaaib, 2004;

Igoli et al., 2005

Roots and stems have been used
to treat jaundice, sore throat,
hemorrhoids, gastroenteritis,
dysentery, gonorrhea and as

vermifuge

Malgras, 1992; Chaaib, 2004;
Mass, 1991 ; Hounzangbé-Adoté

, 2004

Root bark and leaves are used as

anti-odontalgic , to treat
stomatitis, gingivitis, dental caries

and for tooth friction

Malgras, 1992; Chaaib, 2004

Diarrhoea,
Gastrointestinal disorders

Roig, 1988; Hounzangbé-Adoté,

2000

antifungal

Diéguez-Hurtado et al. 2003

Leaves are used against cough,
infertility,

Burkill, 1985; Adjanahoun et al,
1991; Igoli et al, 2002; Igoli et
al, 2003; Tor-Anyiin et al, 2003

Treatement of diarrhoea, icterus,

Burkill, 1985 : Gbeassor et al.,

malaria 1990 ; Tra-Bi, 1997
Remedy for dysentery,
Employed against sexually | Ayensu, 1978; Abbiw, 1990;
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N. laevis
Bignoniaceae
Goun-Mina: Kpatima,
Desretin
Yoruba-Nagot:
Akdkd

Tcha de Banté: Akokd
Adja: Desre, Aflama,

Avenyon

lgi

Waci: Hwenma
Bariba: Deebu

Kotafon: Desre

transmitted disease, dental caries,

arthritis ~ pain,  gastroenteritis,

dysentery and as vermifuge

Mass, 1991; Hounzangbé-Adoté,
2004; Eyong et al., 2005

Sedative in rats , antifungal |,

antibacterial properties, in the

fight against trypanosomiasis

Gafner et al. 1996 ; Amos et al.,
2002

Hepatoprotective, antioxidant

properties

Hassan et al. 2010

Treatment of breast cancers

Burkill, Azuine et al.

1995

1985 ;

gastrointestinal disorders

Hounzanghé-Adoté , 2000

Antibacterial, antineoplastic

activities

Ogunlana and Ramstard, 1975 ;
Le Grand et al. 1988

Exudates from scrapings of inner
root bark squeezed onto wound

dressing and circumcision

Burkill, 1985 ; Adjanahoun et
al., 1991 ; Igoli et al., 2002 ;Tor-
Anyiin et al., 2003 ; Igoli et al.,
2003 ;
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Table 2. Qualitative phytochemical analysis of the medicinal plants for rainy season

MONO OUEME ATLANTIC Z0OU
Rainy season (Azove) (Adjarra) (Abomey-Calavi) (Bohicon)
Nb Zz Nb Zz Nb Zz Nb Zz
Tannins + + + + + + + +
Flavonoids + + + + + + + +
Saponins - - - - - - - -
Cyanogenic - - - - - - - -
glycosides
Alkaloids + + + + + + + +
Cardiac - - - - - - - -
glycosides
Quinones + - + - + - + -
Volatile oil - - + + + + + +
Key: + = Presence of constituent; - = Absence of constituent;

Nb: N. laevis ; Zz: Z. zanthoxyloides

Table 3.Qualitative phytochemical analysis of the medicinal plants for dry season

MONO OUEME ATLANTIC Z0U
Dry season (Azove) (Adjarra) (Abomey-Calavi) (Bohicon)
Nb Zz Nb Zz Nb Zz Nb Zz
Tannins + + + + + + + +
Flavonoids + + + + + + + +
Saponins - - - - - - - -
Cyanogenic - - - - - - - -
glycosides
Alkaloids + + + + + + + +
Cardiac + - + - + - + -
glycosides
Quinones + - + - + - + -
Volatile oil - - + + + + + +

Key: + = Presence of constituent; - = Absence of constituent;

Nb: N. laevis ; Zz: Z. zanthoxyloides
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Table 4. Percentage of crude phenols, tannins, flavonoids, alkaloids and essential oil in the

medicinal plants investigated during rainy seasons.

Area and Rainy seasons

season Plants P (%) T(%) F(%) A(%) Eo(%)
MONO Nb 0.25+0.04  01.00+0.07 0.11+£0.10 0.12+0.07 0.00+0.01
Zz 0.15+0.04 01.14+0.08 0.07+0.06 0.11+0.08 0.00+0.01
OUEME Nb 0.13+0.05 12.08+0,20 0.70+0.14 3.03+0.05 0,04+0,02
Zz 0.20£0.02  14.77+x0.26 1.47+0.11 3.64+0.30 0.59+0.05
ATLANTIC Nb 0.06£0.01  10.02+0.19 0.72+0.05 1.24+0.19 0.08+0.02
Zz 0.27£0.02  12.72+0.28 0.84+0.03 2.24+0.19 0.67+0.15
Z0U Nb 0.05+0.01 12,03+0,02 0.58+0.02 3.11+0.11 0.05+0.01
Zz 0.44+0.20 11.75x0.17 0.73£0.07 4.14+0.20 0.63+0.04

Nb : N. laevis ; Zz : Z. zanthoxyloides ; A : Alkaloids ; F : Flavonoids ; P : Phenols ; T :
Tannins ; Eo : Essential oil
Table 5. Percentage of crude phenols, tannins, flavonoids, alkaloids and volatile oil in the

medicinal plants investigated during dry seasons

Area and Dry seasons

season Plants P (%) T(%) F(%) A(%) Eo(%)
MONO Nb 0.25+£0.04 0.13+0.12 0.07+0.11 0.12+0.07 0.00£0.01
Zz 0.13£0.08  0.01+0.02  0.07+0.11 0.06+0.05 0.00+0.01
OUEME Nb 0.11+0.02 7.97£0.10 0.67+0.08 2.16+0.07 0.01+0.02
Zz 0.15+0.02 0.74+0.28 0.79+0.15 2.69+0.31 0.46%0.20
ATLANTIC Nb 0.08+0.06 6.49+0.08 0.42+0.05 0.24+£0.09 0.04%0.02
Zz 0.22+0.15 10.16+0.33 0.61+0.03 5.37+0.31 0.33%0.01
Z0U Nb 0.04+0.02 9.97£0.11 0.50+0.05 2.12+0.10 0.05%0.1
Zz 0.44+0.11 8.93+0.28 0.67x0.11 3.38+0.39 0.52+0.08

Nb : N. laevis ; Zz : Z. zanthoxyloides ; A : Alkaloids ; F : Flavonoids ; P : Phenols ; T :

Tannins ; Eo : Essential oil
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CHAPITRE |1l : IDENTIFICATION DES FRACTIONS
ACTIVES ET QUANTIFICATION DES GROUPES
CHIMIQUES RESPONSABLES DE L’ACTIVITE
ANTHELMINTHIQUE DE N. LAEVIS ET Z.
ZANTHOXYLOIDES
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3. ldentification des fractions actives, quantification des groupes
chimiques responsables de I’activite anthelminthique de N.

laevis et Z. zanthoxyloides

3.1. Introduction
L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté et
les développements exponentiels de domaines tels que la biotechnologie et la chimie
computationnelle. Cela tient principalement au fait que le regne végétal est une source
inépuisable d’une immense variété de médicaments potentiels, tout en étant accessible au plus
grand nombre. De plus, cette science évolue et s’affine sans cesse avec I’amélioration des
instruments d’investigation (méthodes préparatives et analytiques, tests de dépistage
d’activité) et de I’acces a I’information scientifique (Ferrari, 2002). La pharmacognosie et la
phytochimie sont donc en totale adéquation avec les objectifs d’une recherche moderne de
composeés a visée thérapeutique. «Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est
trés long» (Hostettmann, 1997). Cette affirmation démontre a elle seule I'importance d'une
prise en charge rationnelle du matériel végétal, dés qu'il a été sélectionné pour l'investigation
phytochimique. Pour ce faire, le phytochimiste a, a sa disposition, des méthodes d'évaluation
des extraits bruts, qui sont regroupées dans les classes suivantes: criblages chimique,
biochimique et biologique. Un autre critere de choix, parfois oublié, mais qui peut se révéler
de la premiere importance, est la quantité d’extrait brut & disposition. Quoi de plus frustrant
en effet, que d’entreprendre le long fractionnement d’un extrait, pour finalement constater
qu’il fallait plus de matériel pour isoler des quantités suffisantes a I’identification des
composés purs (Ferrari, 2002). Le but de ce travail est d’identifié les molecules responsables

de I’activite anthelminthique de N. laevis et Z. zanthoxyloides

3.2. Matériel et Méthodes
3.2.1. Matériel végétal

Les feuilles des plantes de N. laevis et de Z. zanthoxyloides ont été récoltées matures de
Juillet & Octobre 2008 et authentifiées a I’Herbier National de I’Université d’ Abomey-Calavi,
respectivement sous les numeros AA 6301 / HNB et AA 6302 /HNB. Elles ont été séchées en
salle climatisée (23 °C) pendant 7 jours et sont ensuite réduites en poudre dans un broyeur
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ultracentrifugeuse de type ZM/RETSH (Tamis Inox 0,12 mm Po). Les poudres de feuilles

ainsi obtenues sont conservées dans un bocal hermétique a la température ambiante.

3.2.2. Matériel animal

En vue de préparer I’étude de ces deux plantes sur des strongles d’importance médicale, une
étude rétrospective (2004-2008) portant sur 10237 échantillons de selles et une étude
prospective sur 77 échantillons frais ont été menées. Il en ressort que I’anguillule se retrouve
dans une faible proportion de 0,6% [Fatondé et Togbé, 2009]. Ce résultat justifie
I’indisponibilité de S. stercoralis. D’ou le choix de travailler sur le modele murin proche, S.

ratti chez le rat.
3.2.2.1. Production de larves d’anguillule

Les larves de S. stercoralis ont été obtenues a partir de la matiére fécale d’un patient, mise en
culture sur charbon a température de 23°C pendant 5 jours. Les larves ont ensuite été extraites

de la masse fécale par le dispositif de Baermann.

Les larves de rats (S. ratti) sont obtenues par coproculture a partir de matiéres fécales des rats
Wistar donneurs préalablement infestés artificiellement par des souches pures de parasites (S.
ratti), laissées en culture a température variante entre 26°C a 28°C pendant 5 jours. Les larves
sont ensuite extraites de la masse fécale par le dispositif de Baermann dont le principe repose
sur I’hygrotropisme des larves. Les larves L3 obtenues seront maintenues a une température

ambiante.

3.2.2.2. Production de larves infestantes de nématodes d’ovins

Les larves infestantes (Ls) ont été obtenues par coproculture a partir de matieres fécales
d’animaux donneurs préalablement infestés artificiellement par des souches pures des 2
espéces étudiées (H. contortus ou T. colubriformis), laissées en culture a température
ambiante pendant 10 jours. Les larves ont ensuite été extraites de la masse fécale par le
dispositif de Baermann dont le principe repose sur I’hygrotropisme des Lss. Les larves de

parasites obtenues seront maintenues a une temperature de +4°C.
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3.2.3. Criblages chimique, biochimique et biologique générale des plantes
étudiées
3.2.3.1. Etude de I'influence de la variabilité polaire des solvants

d’extraction

3.2.3.1.1. Préparation des extraits bruts de plantes

Extraction aqueuse
L’extrait aqueux a été obtenu par macération. 50 grammes de poudre de feuilles de chacune
des plantes ont été laissés en contact prolongé avec 500 mL d’eau distillée a température
ambiante pour en extraire les principes actifs. L’opération est reprise deux fois et apres
filtration, I’eau distillée est évaporée sous pression haute a 50 °C et I’extrait aqueux brut
obtenu est lyophilisé.

Extraction méthanolique
L’extraction est effectuée de la maniére suivante : 50 grammes de poudre de feuilles sont
transvasés dans un ballon de 1L pourvu d’un col rodé. On a ajouté 500 mL d’éthanol absolu et
un barreau aimanté. Aprés avoir adapté le réfrigérant a reflux, I’ensemble est chauffé a
ébullition sous agitation magnétique pendant une heure. Le chauffage est arrété et la solution
est refroidie puis filtrée. L’opération est reprise deux fois et le méthanol est évaporé sous
pression réduite a la température T= 40°C. L’extrait méthanolique sec obtenu est lyophilisé.

Extraction a I’acétate d’éthyle
La procédure d’extraction est la suivante : 50 grammes de poudre de feuilles sont transvasées
dans un ballon de 1L pourvu d’un col rodé. On a ajouté 500 mL d’acétate d’éthyle et un
barreau aimanté. Apreés avoir adapté le réfrigérant a reflux, I’ensemble est chauffé a ébullition
sous agitation magnétique pendant une heure. Le chauffage est arrété et la solution est
refroidie puis filtrée. L opération est reprise deux fois et I’acétate d’éthyle est évaporé sous
pression réduite a la tempeérature T=50°C. L’extrait acétate d’éthyle sec obtenu est lyophilisé.

Extraction cyclohexanique, chloroformique, éthanolique et acétonique
L’extraction a été faite par le Cyclohexane dans un ballon surmonté d’un réfrigérant a reflux
et chauffé au bain-marie sous agitation magnétique. 50 g de poudre de feuilles sont

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

160


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

transvasées dans un ballon de 1L pourvu d’un col rodé. On a ajouté 500 mL du Cyclohexane
et un barreau aimanté. Apres avoir adapté le réfrigérant a reflux, I’ensemble est chauffé a
ébullition sous agitation magnétique pendant une heure. Le chauffage est arrété et la solution
est refroidie puis filtrée. L’opération est reprise deux fois de suite. Le cyclohexane est évaporé
sous pression réduite a la température T= 40°C. L’extrait Cyclohexanique sec obtenu est
Iyophilisé. Le résidu recueilli est pese, puis remis a reflux et chauffé au bain-marie sous
agitation magnétique pendant une heure dans 500 mL de chloroforme. Le chauffage est arrété
et la solution est refroidie puis filtrée. L’opération est reprise deux fois de suite et le
chloroforme est évaporé sous pression réduite a la température T= 40°C. L’extrait
chloroformique sec obtenu est lyophilisé. Le résidu recueilli est pesé, puis remis a reflux et
chauffé au bain-marie sous agitation magnétique pendant une heure dans 500 mL d’éthanol
absolu. Le chauffage est arrété et la solution est refroidie puis filtrée. L opération est reprise
deux fois deux suite et I’éthanol est évaporé sous pression réduite a la température T= 40°C.
L’extrait éthanolique sec obtenu est lyophilisé. Le résidu recueilli est pesé, puis remis a reflux
et chauffé au bain-marie sous agitation magnétiqgue pendant une heure dans 500 mL
d’acétone-eau (70: 30). Le chauffage est arrété et la solution est refroidie puis filtrée.
L’opération est reprise deux fois de suite et enfin I’acétone et I’eau sont €évaporés sous
pression réduite a la température T= 40°C. L’extrait acétonique sec obtenu est lyophilisé.

De maniére générale, les extraits ont eté obtenus selon le schéma de la figure x avec divers

solvants.

3.2.3.1.2. Caractérisation qualitative

Une premiere analyse des extraits bruts a été effectuée par chromatographie sur couche mince
(CCM), en phase normale avec des plaques de Silicagel 60 F254 déposées sur feuille
daluminium (Merck), ce qui constitue la phase stationnaire. Ces plaques sont ensuite
plongées dans des cuves conventionnelles en verre (Camag), remplies a environ 0,5 cm avec
une phase mobile, qui peut étre généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants,
selon le type de séparation recherchée. Dans notre cas, les systemes de solvants ainsi que les
réactifs chimiques spécifiques utilisés pour les différentes classes de composés sont les
suivants : Extrait Chloroformique [CHCIl;-MeOH (80:20)] ; Extrait Méthanolique [CHCls-
MeOH-H,0 (65:35:5)]; Extrait Acétonique [CHCI3;-MeOH (95:5)]. Les observations sous
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UV a 254 nm et 336 nm, apreés révélation avec des reactifs chimiques spécifiques (cf infra),
permettent d’avoir une premiére idée des classes des composes présents car certains composes
présentent un spectre UV caractéristique et sont facilement détectables dans I’extrait brut (ex :
Flavonoides). D’autre part, certains fragments spécifiques apportent des informations
supplémentaires pour déduire la structure de base de ces substances.

Vanilline sulfurique (Révelateur universel) : Ce réactif a I’arge spectre permet la détection des
terpenoides, des dérivés de type phenylpropane et des phénols. Il est obtenu a partir du
mélange (v/v) d’une solution éthanolique d’acide sulfurique et d’une solution éthanolique de
vanilline a 1%. Apres pulvérisation, chauffer la plaque de CCM a 110 °C pendant 1minute
environ. Les colorations apparues sur la plaque varient selon le type de composés.

Réactif de NEU : NP/PEG : Ce réactif est préparé a partir de 2 solutions : une solution 1
méthanolique de diphénylboryloxyéthylamine et une solution 2, éthanolique de polyéthyléne
glycol a 5%. Pour préparer ces solutions, on dissout 1,5 g de diphenylboryloxyéthylamine et
2,5 g de polyéthylene glycol, respectivement dans 50 ml de méthanol et 50 ml d’éthanol. Les
solutions sont conservées a 4°C. La réaction est positive lorsqu’on observe une fluorescence
en UV a 365 nm apres pulvérisation des deux réactifs :

Réactif de Dragendorff selon Munier : composés azotés et alcaloides ; Ce réactif permet de
répérer les alcaloides qui apparaissent sous forme de taches orange (Wagner et Bladt, 1996).
Chlorure de fer I11 (Réactif caractéristique des composés phénoliques) ; Ce réactif est préparé
a partir d’une solution de chlorure de fer 1ll (1 a 5% dans de I’acide chlorhydrique 0,5 N).
Apres vaporisation, les zones correspondant aux phénols se colorent en bleu ou virent sur le

vert.

3.2.3.1.3. Dosage des phénols totaux et les tanins totaux

Le dosage des tanins a été effectué par différentes méthodes : la méthode de Diffusion Radiale
(Hagerman, 1987) et la Pharmacopée Européenne (2011)

Les phénols totaux (TP) et les tannins totaux (TT) ont été déterminés par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Makkar et al., 1995 ; Brunéton, 1999 ; Makkar, 2000 ; Makkar, 2003; Schofield et
al., 2001)
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3.2.3.1.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses sur couches mince sont réalisées sur plaques d’aluminium avec deux supports
différents : En phase normale, ont été utilisées des plaques recouvertes d’un gel de silice
Silicagel 60 F254 (Merck) et en phase inverse, les plaques ont été recouvertes d’un gel de
silice Silicagel 60 RP-18 F254S (Merck). Le développement des plaques a été réalisé dans les
cuves en verre saturées avec I’éluant approprié. L’observation des CCM s’effectue en lumiere
visible et sous UV (254 et 365 nm). Le réactif utilisé pour la révélation des plaques a été dans

ce cas la vanilline sulfurique qui a été préparée comme il est décrit ci-dessus.

3.2.3.1.5. Chromatographie sur colonne ouverte et flash (CC)

Les chromatographies sur colonnes ont été réalisées avec plusieurs types de phases
stationnaires dans des colonnes en verre. La taille et le diamétre de la colonne sont choisis en
fonction de la quantité d’échantillon a purifier et la résolution souhaitée. Les phases
stationnaires utilisées ont été du gel de silice 60 A 40-63 pm (Merck) et du gel de silice 60 A
RP-18 40-60 um (Merck). La quantité de silice utilisée est généralement 30 & 40 fois
supérieure a la quantité d’échantillon déposée. Les échantillons a fractionner ont été deéposés

sous forme solide mélangé avec la silice ou sous forme liquide.
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3.2.3.1.6. Chromatographie liquide sous moyenne pression (MPLC)

Le fractionnement du Totum alcaloidique a été entrepris en utilisant la chromatographie
liqguide sous moyenne pression (MPLC). Cette chromatographie a été réalisée a I’aide d’une
pompe Biichi 688, sur colonnes de chromatographie moyenne pression en verre Biichi ®.
Comme phase stationnaire, il a été utilisé un gel de silice 60 A 6-35 um (SDS).Le Totum a été

introduit sous forme solide, mélangé a la phase stationnaire. La colonne a été éluée avec un

débit compris entre 10 et 20 mL/min et la pression a été en moyenne de 2 Bars.

Plantes séchées

v

Broyage dans un broyeur ultracentrifugeuse de type ZM/RETSH

Tamis Inox 0,12 mm Po

A
Poudre de plantes

A 4

Extraction (Chauffage a reflux)

Marc

y

- Extraction (Chauffage N Filtrat »

a reflux)

Filtrat ;

Marc épuisé

Filtrat séché a I’aide d’un Rotavapor Buchi B-480

l

Extrait sec

Figure 40 : Schéma général de I’extraction des plantes
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3.2.3.2. Fractionnement liquide / liquide

3.2.3.2.1. Fractionnement de I’extrait brut chloroformique

Le résidu sec chloroformique est repris avec 150 ml d’acide chlorhydrique (type A-Fisher) a
5% au pHs puis transvasé dans une ampoule & décanter de 1000 ml. On a ajouté 50 ml
d’éther de pétrole. La phase éthérée qui contient les graisses est éliminée. La phase aqueuse a
été lavée avec deux fois 50 ml d’éther de pétrole. La phase aqueuse acide contenant les
alcaloides a été basifiée par I’'ammoniaque officinale a 32 % au pHy. La solution alcaline est
extraite par quatre fois 150 ml de chloroforme, et laissée reposer pendant 15 minutes a la
température ambiante. La phase chloroformique a été évaporée a sec sous vide a 40 °C par un
Rotavapor type Bruchi. Le résidu sec, constitué d’alcaloides totaux, a été pesé puis repris par
le méthanol a 5% pour les tests biologiques. La phase éthérée est récupérée puis I’éther de
pétrole a été évaporé a sec sous vide a 40 °C par un Rotavapor type Bruchi. Le résidu sec, a
été pesé puis repris par le méthanol a 5% pour les tests biologiques. La figure 41 illustre le

schéma général de I’obtention des alcaloides

Extrait brut CHCI;

Dissolution dans HCI 2N (200ml)

Extrait CHCls/HCI Fractionnement liquide : liquide
(1200ml d’Ether pétrole)

v v

Phase éthérée Phase aqueuse + NH

Extraction des alcaloides avec le

Phase aqueuse épuisée maximum de solvant (CHls)

v
Totum alcaloidique

Figure 41 : Schéma général de I’obtention des alcaloides
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3.2.3.2.2. Fractionnement de I’extrait brut acétonique

L’extrait sec acétonique est dissout dans 50 ml d’eau distillée. La solution aqueuse obtenue
est lavée trois fois au dichlorométhane pour éliminer les pigments et les lipides. Le
dichlorométhane est évaporé sous pression réduite a la méme température. La solution
aqueuse obtenue est lavée trois fois a I’acétate d’éthyle. L’ acétate d’éthyle est évaporé sous
pression réduite a la méme température. Enfin, la phase aqueuse est congelée (-70°C), puis
Iyophilisée et la fraction seche obtenue est constituée d’un assemblage de tannins ayant un

poids moléculaire élevé. La figure 42 illustre le schéma général de I’obtention des tanins

Extrait sec Acétone-eau

(extrait brut)

Fractionnement liquide :
liquide 3 fois 300mL

<

A 4

Phase aqueuse Dichlorométhane
Phase organique Fractionnement liquide : liquide
(dichlorométhanique) 3 fois 300mL d'Acétate d'éthyle

A 4
Phase aqueuse Contenant

les tanins Phase organique
(Acétate d'éthyle)

\ 4
Totum

Figure 42 : Schéma général de I’obtention des tanins

3.2.3.2.3. Activité biologique des extraits et fractions de plantes

Les 14 extraits bruts et les 6 fractions obtenus ont également été soumis aux tests biologiques
(tests d’inhibition de la Migration (Rabel et al.,1994) et du Dégainement [Bahuaud et al.,
2006] des larves Ls; des nématodes parasites gastro-intestinaux. (H. contortus, T.
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colubriformis, S. stercoralis et S. ratti).) menés en routine dans notre laboratoire, afin de

déterminer leur potentiel bioactif,

Pour mettre en évidence I’effet des tanins dans la migration et dans le dégainement larvaire,
les extraits ont été mis en contact pendant 2 heures dans un rapport de 1:50 avec la
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) qui a la propriété de capter les molécules de tanins,
bloquant ainsi leur action (Makkar, 2006). Les solutions ont ensuite été centrifugées (4500
RPM, 5 min, 20 °C) avant d’étre mises en contact avec des larves
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3.2.4. Résultats
3.2.4.1. Préparation des extraits bruts
Dans le présent travail, 14 extraits bruts ont été préparés a partir des feuilles de N laevis et Z.
zanthoxyloides. Le résultat de ces extractions est présenté dans le Tableau 8

Tableau 8 : Extraits préparés a partir des feuilles de N laevis et Z. zanthoxyloides

Plantes Partie utilisee Extraction Rendement (%)
Aqueuse 14,24+0,67
Meéthanol 07,90+0,78
Acétate d’éthyle 07,32+0,56
N. laevis Feuilles Acétonique 05,3 £0,40
Ethanolique 12,88 +0,70
Chloroformique 09,71 +0,86
Cyclohexanique 08,52+0,87
Aqueuse 15,13 +0,79
Meéthanol 12,40 +0,47
Acétate d’éthyle 07,19 +0,30
Z. zanthoxyloides Feuilles Acétonique 09,79 +0,43
Ethanolique 12,64 +0,56
Chloroformique 10,22 +0,35
Cyclohexanique 10,98 +0,71
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3.2.4.2. Préparation des fractions
6 fractions ont été préparés a partir des extraits chloroformique, acétonique et éthanolique des
feuilles de N laevis et Z. zanthoxyloides. Le résultat de ce fractionnement est présenté dans le
Tableau 9

Tableau 9 : Fractions préparées a partir des feuilles de N. laevis et Z. zanthoxyloides

Plantes Partie Extraits bruts Totum Rendement (%)
utilisée

Trichlorométhanolique | Alcaloide 0,26 £ 0,02

Feuilles Acétonique Tanin 1,51 £ 0,06

N. laevis Ethanolique Flavonoide 0,34 + 0,04
Trichlorométhanolique | Alcaloide 0,21 + 0,04

Z Feuilles Acétonique Tanin 2,06 £ 0,11
zanthoxyloides Ethanolique Flavonoide 0,92 + 0,04

L’ analyse sur plaque TLC a permis de mettre en évidence la présence de flavonoides dans
tous les extraits bruts apolaires étudiés. Dans les extraits bruts polaires, de nombreux
glycosides de flavonoides ont été détectés. La révélation des plaques TLC au chlorure de fer a
montré la présence systématique, dans les extraits bruts polaires, de tanins sur la ligne de
dépbt (coloration rouge) (Wagner et Bladt, 1996). Bien que les tanins ne soient pas encore
isolés de chacune des plantes étudiées, leur présence peut étre révélée par ce biais.
L’observation des plaques TLC aprés vaporisation du réactif de Dragendorff a permis de
mettre en évidence des alcaloides dans les extraits étudiés.

3.2.4.3. Séparation des tanins

Pour la séparation du Totum tanique des deux plantes tropicales étudiées, les différentes
méthodes chromatographiques utilisées ont échoué. Cet échec est peut étre li€ au poids
moléculaire trés élevé des tanins présents. Pour cette raison la teneur en tanins dans chacune

des plantes a été déterminée
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3.2.4.4. Détermination de la teneur en tanins

La teneur en acide tanique pour 100 grammes de plante est equivalente a 1,24 + 0,24 g pour Z.
zanthoxyloides et 1,70 + 0,46 g pour N. laevis. L’observation des disques de précipitation
révele que contrairement a Z. zanthoxyloides et aux autres plantes qui présente un disque
unique et homogene, N. laevis présente deux disques superposés de couleur différente. Les
composés polyphénoliques des deux extraits de plantes : les TP et TT ont été respectivement
de 5,40 et 1,18 equiv. g dacide tannique pour N. laevis et 7,76 et 3,19 equiv. g d'acide
tannique pour Z. zanthoxyloides.

3.2.45. Séparation des alcaloides

Les différentes méthodes chromatographiques utilisées nous ont permis d’obtenir 6 profiles
chromatographiques a partir du Totum alcaloidique de N. laevis. La chromatographie sur
couche mince (CCM) en utilisant comme révélateur la vanilline sulfurique, montre aprés
observation en lumiere visible et sous UV (254 et 336 nm) une tache mais le spectre de masse
montre que les molécules obtenues ne sont pas pures et qu’elles nécessitent des étapes de
purifications supplémentaires. La purification des 5 profiles chromatographiques du totum
alcaloide de N. laevis et la séparation du totum alcaloidique de Z. zanthoxyloides sont en

cours.

3.2.4.6. Criblage biologique et biochimique général

Les tableaux 18, 19, 20 et 21 présentent les résultats du criblage biologique opéré sur les
fractions et extraits bruts préparés.

Tableau 10 : Effet des alcaloides, des extraits bruts des feuilles des plantes étudiées sur
S. ratti

Inhibition de I’éclosion
Plantes Partie utilisée Totum (1200 pg/mL) (%)
N. laevis Feuilles Alcaloide 47,24
Tanin 33,56
Flavonoide 36,98
Z. zanthoxyloides Feuilles Alcaloide 42,28
Tanin 28,19
Flavonoide 37,82
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Tableau 11: Variation de I’inhibition de la migration larvaire en fonction du solvant

d’extraction

Inhibition de la migration larvaire (%)
Plantes Partie Extrait (1200
utilisée pg/mL) H. contortus T. colubriformis S. stercoralis | S. ratti
N. laevis Feuilles Acétonique 30,47 20,96 -6,42 22,97
Ethanolique 46,22 38,38 - 23,29
Z. zanthoxyloides Feuilles Acétonique 23,45 9,59 25 24,23
Ethanolique 30 ?25 16,85 - 13,28

Tableau 12: Variation de I’inhibition du dégainement larvaire de H.contortus en

fonction du solvant d’extraction

Plantes étudiées Solvant utilisé 00 min 20 min | 40 min 60 min Observation
Eau 0,00 6,12 51,02 100,00 -
Méthanol 0,00 0,00 0,00 0,00 ++++
Acétate d’éthyle 0,00 3,64 24,59 66,10 +

N. laevis Acétone 0,00 0,00 0,00 0,00 —
Ethanol 2,78 10,26 18,29 25,37 ++

1200 pg/mL Chloroforme +
Cyclohexane 0,00 0,00 1,96 1,89 +++
Eau 0,00 100,00 | 100,00 100,00 -
Méthanol 0,00 0,00 1,86 0,00 ++++
Acétate d’éthyle 0,00 14,58 34,09 51,02 ++

Z.zanthoxyloides Acétone 0,00 4,76 18,18 17,78 +++

1200 pg/mL Ethanol 4,17 14,12 | 14,18 17,76 ——
Chloroforme ++
Cyclohexane 0,00 0,00 3,33 8,16 ++++

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

171



http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Tableau 13 : Effet des alcaloides, des tanins et des flavonoides extraits des feuilles des

plantes étudiées sur H. contortus

Plantes utilisées Extraction 00min 20min 40min 60min Observation
Alcaloide 0,00 13,33 92,86 100,00 ++

N.laevis 240 pg/mL Tanin 0,00 24,00 63,64 96,00 +++
Flavonoide 0,00 8,47 76,19 95,83 ++
Alcaloide 0,00 28,00 56,25 96,97 +++

Z. zanthoxyloides Tanin 0,00 10,00 58,53 97,62 +++

240 pg/mL Flavonoide 0,00 0,00 66,67 100 +++

On peut retenir de ce screning biologique que les nématodes parasites gastro-intestinaux ne se
comportent pas de la méme maniére au contact avec les extraits ou fractions des deux plantes.
Il ressort de cette étude que les extraits chloroformiques ont inhibé la migration des S. ratti et
les extraits acétonique ont plus empéché le dégainement des larves d’H. contortus (article 4).
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The present study aimed at examining the possible role of tannins and flavonoids on
the in vifro anthelmintic properties of the extracts of two plants from the southern area
of Western Africa, 1.e. Newbowidia laevis and Zonthaxylum zanthogdoides. Extracts of the
two plants were prepared by use of acetone'water (70/30) and their anthelmintic activity
was measured by use of the larval exsheathment inhibition assay (LEIA} applied on the

f?;)w‘ﬁ abomasal species, Haemonchus contortus and the intestinal species Trichostrongylus colu-
WT:uiu:ymmmmmth briformis. Three concentrations of extracts were evaluated to examine the possible dose

Larval exsheathment inhibition assay effect. In addition, the possible involvement of tannins and flavonoids was examined by
Tanmins comparing the levels of inhibition of larval exsheathment obtained with the same exiracts,
Zanthoyfum zanthoryloddes after of not addition of PVPP which forms complexes with these compounds. The results
Newbouldia fnevis indicate significant effects with both plants and both nematode species. In the range of
concentrations examined, the results were dose-dependent for N. loevis extracts but not
for Z, zanthoxyloides because the three doses applied provoked a similar highly significant
inhibition whatever the tested dose. The wse of PVPP indicated for both plant and nematode
species, that tannins and flavenoids are involved partly in the effect but that some other

biochemical compounds were also involved in both plants.
£ 2011 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Worldwide, infections of the gastrointestinal tract by
parasitic nematodes remain one of the main patholo-
gies impairing the production in small muminants. In
tropical countries, both infections by the abomasal
species, Heemonchus contorfus or by the intestinal one,

* Cormesponding author. Tel.: +229 00094959 fax: +225 21303084,
E-mall address: verickan@yahoofr (EV.B, Azando )

0304-4017/% - see front matter © 2011 Elsevier BV, All rights reserved.
daiz 100101 6] vetpar 201 1.03.010

Trichostrongylus colubrifermis are highly prevalent. The
presence of these nematodes provokes production losses,
clinical signs and even can lead to deaths in sheep or goats.
Until now, the control of these worms wsually relied on
the repeated, strategical or tactical use of commercialised
anthelmintics. However, resistance to chemical drugs is
nowadays a widespread phenomenon in most countries
and for most nematode species (Kaplan, 2004). In addi-
tion, multiresistant strains of nematodes, i.e. resistant to
all the currently commercialised anthelmintics, have been
described {Van Wyk et al., 1957, Chandrawathani et al.,
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2004). Moreover, in developing countries, the cost and
affordability of these chemical molecules often represent
a major restriction for their use.

For these reasons, alternative strategies to chemical
anthelmintics for the control of parasitic nematodes in
sheep and goats has received a strong impetus since the
last 15 years (Waller and Thamsborg, 2004; Waller, 2006).
In developing countries, the control of nematode infections
in livestock remains largely dependent on the tradi-
tional knowledges concerning medicinal plants (Hammond
et al, 1997; Akhtar et al, 2000; Githiori et al, 2005;
(Chandrawathani et al., 2006). Because they represent sus-
tainable, affordable and potentially valuable alternatives to
conventional chemotherapy, the number of studies aimed
at the scientific validation of the anthelmintic properties of
such plants, identified through the ethnoveterinary knowi-
edges in the different continents, has been increasingly
expanding in the recent years. {Waller, 1997; Githiori et al,,
2003; Bendixsen et al., 2005; Athanasiadou et al., 2007;
Hoste et al., 2008). For example, in Western and Central
Africa, results acquired from in viro studies have accu-
mulated indicating the potential anthelmintic activities of
plants belonging to a wide range of botanical families. [see
forexample, Dichl et al., 2004; Monglo et al., 2006; Ademola
et al.,, 2005). Some previous results acquired in our labo-
ratory have measured the efficient activity of extracts of
Newbouldia loevis and Zanthoxylum zanthoxyloides against
both H. contortus and T, colubriformis by relying on various
in vitro assays to asses the AH effects on different nematode
stages i.e. the Egg Hatch Assay (EHA), the Larval Migration
Inhibiting Assay (LMIA] and the Adult Motility Inhibition
Assay (AMIA) (Hounzangbé-Adoté et al., 2005ab). For £
zanthoxyloides, some in vivo confirmations of the AH prop-
erties have been obtained in a series of studies in infected
sheep (Hounzangbé-Adoté et al, 2005c). However, the
question of the bicchemical nature of the plant compounds
responsible for the effects remains unsolved; This question
is crucial to be address to a better understand the mode of
action against Trichostrongyles,since the occurrence of a
wide range of potentially active compounds from various
chemical families, has been mentioned in tropical plants
(Stepek et al, 2004; Anthony et al., 2005; Hammond et al.,
1997; Hoste et al., 2006).

For Z, zanthoxyloides, phytochemical analyses have
revealed the coccurrence of alkaloids (Perrett and Whitfield,
1995), saponins {Hegnauer, 1983), tannins (Banso and
Ngbede, 2006), lavonoids, lignans [ O°5ullivan, 1983; Ayres
and Loike, 1990}, coumarins [ Gray, 1983, amides (Adesina,
1986). For N. laevis, a wide diversity of secondary metabo-
lites has also been described depending on the part of the
plant used. In root bark, the presence of naphtoquinones
and anthraguinones has been reported (Eyong et al, 2005,
2006) whereas in the leaves, the presence of flavonoids,
tannins and terpens has also been mentioned {Gafneret al,,
1997, Samy and Gopalakrishnakone, 2008 L. The occurrence
of quartenary alkaloids has also been identified (Kerharo
and Adam, 1974).

The current study was therefore designed to explore
the hypothesis that tannins, which are present in the two
plants, play a main role in the AH effects of both M. loevis and
Z. zanthoxyloides against H. contortus and T, colubriformis.

3

The in vitro measurements of the AH activity were per-
formed based on a recently developed, sensitive assay (the
larval exsheathment inhibition assay=LEIA) (Jackson and
Hoste, 20107, For the twio plants, extracts were produced
after acetone/water (70y30) extraction processes in order
to obtain essentially flavonoids and tannins. The compar-
ison of responses was made between the effects obtained
after or not addition to the extracts of PVPP, a biochemi-
cal compound known for its ability to complex tannins and
polyphenols. In a second step, the occurrence of a possible
dose effects was examined.

2. Materials and methods

2.1, Collection and identification of plants

The leaves of Z. zanthoxylotdes (Fagara), and N. laevis,
were collected in a mature state at the beginning of the
great rainy season on the site of the agronomic faculty of
science of Abomey Calavi and identified in the "Herbier
Mational de I'Université d'Abomey-Calavi.,”™ £. zanthoxy-
loides (Lam.) Zepernick & Timler {Rutaceae family) was
identified under the number AA G301/HNE and N, laevis
(P.Beauv.) Seemann ex (Bignoniaceae family) was identi-
fied under the number AA 6302/HMB. They were put to dry
safe from sun then reduced to powder.

2.2, Extraction procedure

For each plant species, 50g of dried leaves were
chopped. The chopped material was placed in a mixer con-
taining acetone:water (70:30) and ascorbic acid (1gL-")
to limit oxidation. The mixture was sonicated for 20min
(Branson 5510%). Then, the extract was filtered. Ace-
tone was removed at 40=C under reduced pressure.
The aguecus solution was defated and plant pigments
like chlorophyll, were removed by washing three times
with dichloromethane (3 =300ml) and ethyl acetate
(3 = 200ml). Then the remaining aqueous fractions were
Iyophilized and kept at —70°C. The yields of extraction
(mass/mass) were 9.77% for Z_ zanthoxyloides and 5.32% for
N. laevis.

2.3, Evaluation of polyphenolic compounds of plant
exXmacts

Total phenols, total tannins, condensed tannins and the
biclogical activity of the tannins ( ability to form complexes
with proteins ) were measured for the two plants inorder to
give a quantitative profile of the polyphenolic compounds
and possibly to correlate them with the AH effects.

The Folin-Ciocalteu method was used to determine the
total amount of phenols (TP) and of tannins (TT)in the plant
extracts {Makkar, 2003 ). The TP were determined first then
the TT by difference after adding polyvinyl polypyrmoli-
done (PVPP). The quantification of tannins was performed
using a diede array spectrophotometer at 725 nm (Agi-
lent 8453% ). Standard solutions were formulated with the
Folin-Ciocalteu reagent and the calibration curve was made
with tannic acid. The tannins were expressed as grams fan-
nic acid equivalent/ 100 g of dried plant.
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The biological activity of the plant samples, related
to the tannin content was measured using the Radial
Diffusion Method which is based on the distribution of
complexes between tannins and Bovine Serum Albumin
(BSA) in an agarose gel (Hagerman, 19870 Ninety pl of
the aqueous extract was deposited in wells dug in the
agarose by fraction of 15 pl. Positive controls (15wl of
tannic acid, Sigma Ltd.) and negative control (15l of
gramineous hay extracts) were also included in the assay.
After 24 h of incubation, the diameters of the formed disks
were measured with a digital micrometer. These diame-
ters were related to the biological activity of the tannins
of the plant, which can be evaluated according to the fiol-
lowing formula: %={PPA extracts = 100)/tannic acid PPA),
PPA=[(D?* — d?) « (vol. extract/vol. deposit)]/{ mass of sam-
ple); D: diameter of the disks formed (mm); D: diameter
of the well (mm}; results were expressed as grams tannic
acid equivalent/ 100 g of dried plant.

24, Bioassays; larval artificial exsheathment assay

The assay was performed as previously described
{Bahuaud et al., 2006). Briefly, ensheathed larvae of H, con-
tortus Lz (c. 10007 or T, colubriformis Lz of the same two
manth-old batch were incubated for 3 h at 20°C with each
plant extract at the concentrations of 0, 300 and 600 p.g/mil
in PBS before being re-suspended. After incubation, the lar-
vae were washed and centrifuged ( 1000 rpm} three times
in PBS (pH 7.2). The larvae were then submitted to an arti-
ficial exsheathment process by contact with a solution of
sodium hypochloride (2% wiv) and sodium chloride ( 16.5%
wiv) diluted in 1-200 in PBS (pH 7.2). The kinetics of larval
exsheathment between the different experimental treat-
ments were then monitored by microscopic observation
{200 ). The percentages of exsheathed larvae were identi-
fied at 10min interval up to &0 (for H, contortus) or 70min
{for T. colubriformis) after the beginning of the experiment.
Six replicates were run per plant extract to examine the
changes in the proportion of exsheathed larvae with time.

Role of tannins in the AH activity: Polyviny] polypyrroli-
done (FVPP) forms complexes with tannins and polyphe-
nols and thus blocks their potential biological activity
{Makkar, 2003). PVPP was added to the 2 plant extracts
at a concentration of 1200 pg/ml for 2h in a 1:50 ratio
{Barrau et al., 2005). These solutions were then centrifuged
at 4500 RPM (5 min, 20=C). After centrifugation, the super-
natant and the extracts without adding PYPP were used
to incubate ensheathed infective larvae of both H. contor-
tus and T. colubriformis (c. 1000). Thereafter, the LEl assay
was performed according to the procedure described pre-
viously.

2.5, Statistical analyses

Larval artificial exsheathment assay: A GLM ( general lin-
ear model ) statistical test was performed to determine the
difference in the mean percentage of exsheathment rates
between the control and the different dose groups (0, 300
and GO0 pgfml) across time (Systat Lid, 1999). The same
test was applied for the comparison of response in the
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Fig. 1. Variations in the inhibitson of the artificially indoced exsheath-
ment rate measured by the LE assay for Hoemonchus contormes third stage
larvae for control or after contact with 300 or GO0 pEimi extracts of New-
Bowidio loevis.

experiment with the extracts at 1200 pg/ml with or with-
out FVPP.

3. Results

3.1. Polyphenolic compounds and in vitro biological
activity of two plant extracts

The TP, TT and values of biological activity (BA) were
respectively 5.40, 1.18 and 1.56 equiv. g of tannic acid for
N. laevis and 7.76, 3.19 and 2.92 equiv. g of tannic acid for Z
zanthoxyloides.

3.2, Hfects of extracts on H. contortus

For the sake of clarity, the results will be illustrated first
with an example concerning the effects of N. laevis on H.
contortus (Figs. 1 and 2). Then, a summary of the compared
values of exsheathment inhibition relative to control values
are provided in Tables 1 and 2.

Exs haad femant rate %)
B & B B

a 10 20 m 40 50 60
Time jmin| ——7E
—O— 1200 pgleml = pven
—i— 1200 pyei

Fig. L Variations in the inhibitson of the artificially induced exsheath-
ment rate measured by the LE] assay for Hoemonchis contortus third
stage larvae for control or after contact with Newbouwldio loevis extracts
1200 pgfmi with or without addition of PVPP.
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Table 1
Exsheathment rate (%] on H. cortartus according to plants, doses and compounds.
Parasites Flants Dases [ugiml) Time [min)
30 50
i 1] 5360 £ 1654 OR.04 4 d.ED
300 28.E5 £ DES59 5685 + 1824
M. T GO0 1452 £ 2207 IB35 4+ 1672
e 0a 30962 £ 13.12 10000 £ 00,00
1200 0250 £+ 03.91 D5.19 + D51
1200+ PVTF 22404 £ 1097 4495 1+ 1477
£ o 00 6606 £ 13.31 9881 + 0202
300 D4.35 £ 0516 1197 4+ 1525
G000 00.8E £ 0240 0185 4+ Q54
. matiyingles 00 4088 £ 1873 9361 + 07 68
1200 03.80 £ D626 D093 4 0237
1200 +PVPP 3141 £ 1586 3524 4+ 1585

After 60 min, the exsheathment rates in the control were
respectively equal to 98 and 100% for both plant species
(Figs. 1 and 2}

Compared to the control values, the inhibition of
the larval exsheathment with the N. loevis extracts was
nearly total at 1200 pg/ml (Table 1) (P<0.01). In contrast,
although still significant (P<0.05) the reduction in the
exsheathment process was less pronounced at the 300 and
600 pg/ml concentrations (Fig. 1). At the doses tested, the
effects were thus dose dependent (P<0.05]).

Compared to the control values, the contact with the
extracis of Z zanthoxyloides induced a highly significant
(P< (.01}, nearly total inhibition of the exsheathment pro-
cess for the larvae observed at the concentrations of 1200,
600 and 300 pg/mil (Table 1). At the doses tested, the phe-
nomenan was not dose dependent.

After addition of PYPP to the 1200 pwg/ml extracts, the
difference in the rate of exsheathment of Hoemonchus lar-
vae remained significantly different from the control values
{P<0.01) with both plant extracts. Howewver, for both plant
extracts, by comparison to the untreated extracts, the addi-
tion of PYPP provoked a restoration towards the control
values. This process was slightly more pronounced for
Fagara (back to 38% of exsheathment rate after 60 min)
than for Newbouldia (restoration towards 45% of the con-
trol values after B0 min) although no statistical difference
evidenced.

3.3, Effects of exiracts on T, colubriformis

After 70min, the exsheathment rates in the controls
ranged, respectively, from 71.6% to 93.5% for N. laevis and
from 85.3% to 98% for Z zanthoxyloides extracts [in the var-
ious experiments) (Table 2.

Compared to the control values, the contact with the
Z. zanthoxyloides extracts induced a highly significant
(P=0.001), nearly total inhibition of the larval exsheath-
ment process at the concentrations of 300, 600, and
1200 pug/mi (Table 2). This total inhibition evidenced that
the phenomenon was not dose dependent at the doses
tested.

With the N. laevis extracts, the inhibition of the lar-
val exsheathment, compared to the control rates after
7 0min, reached the respective values of 49.6% and 78.6%
at the concentrations of 300, 600 pg/mi (P<0.001) and
94.1% (Table 2) with the extract at 1200 pg/ml (P<0.001).
However, the difference between the rates observed after
contact with the extracts at 300 and 600 pg/ml did not
significantly differed.

The addition of PVPP to the N. laevis extracts pro-
voked a weak restoration towards control values (Table 2L
However, this was sufficient to make the difference signif-
icant between the exsheathment rates measured with the
extracts having been or not completed with PVPP{P<0.05).
With the Z, zarthoxyloides extracts, the restoration towards

Table 2
Exsheathment rate (%] on T. codubrifiormis according to plants, doses and compounds.
Parasites Flants Dioses {pEfmi) Time {min}
30 7o
Do G185 + 2781 9347 + 07 46
300 1358 + 0847 4715 + T &7
: O 1276 4+ 11.42 2002 + 21.BR
K. nevts Do 1206 + 0518 TLG2 + 1009
1200 D345 + 0289 D4.22 1+ DG.EB3
T colubrfarm 1200+ MPP DE43 4+ DG 1338 &+ 02E3
e o0 2236 L 2167 85.25 4 1970
300 01.19 + 02.92 0723+ 05303
O D145 £ 02325 DDOS + 02.40
Z zanthoryiolies o0 4567 L3177 GE.04 4 (450
1200 D240 4+ 0269 DDT2 £ 0177
1200+ PV 0596 + 0770 3523 & 2058
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thie control values was also partial but made the results sig-
nificantly different from those observed with the untreated
extracts (Table 2}

4. Discussion

The AH properties of both £, zanthoxyloides and N. loevis
have been measured previously, relying on three different
in vifro bioassays i.e.: the egg hatch assay (EHA), the larval
migration inhibition assay (LMIA) and the adult motility
inhibition assay (AMIA) These studies were performed on
both H, contortus (Hounzangbé-Adoté et al, 2005a) or T.
colubriformis (Hounzanghé-Adoté et al., 2005b). For both
plants and for the 3 bioassays significant effects were
found. However, this is the first report measuring the possi-
ble inhibition of the larval exsheathment after contact with
these 2 plant extracts.

The advantages to perform the LEI assay compared to
the different bicassays which have been previously applied
are its simplicity, its sensitivity, its low cost and repro-
ducibility from one laboratory to another. In addition, it has
beenrelated to processes which have been described in vivo
{Brunet et al., 2007}, Last, when a wide range of concentra-
tions is applied, the LEIA makes possible the calculation of
an Inhibitory Dose 50% (ID50). In contrast, calculations of
[D50are usually not feasible with the LMI or the AMI assays
because values over 50% of inhibition are rarely observed.

The present results confirmed the AH properties of both
Z zanthoxyloides and N. laevis. The contact with the Fagara
extracts at the 3 concentrations tested, resulted in a nearly
total inhibition of exsheathment, which was found with
the two nematode species. The inhibitory effects observed
with the Newbouldia extracts were less important than
with the Fagara ones. These effects of Mewbouldia extracts
were dose dependent for H, contortus in the range of doses
tested. The inhibitions were more pronounced but not
dose-related for T, colubriformis.

Several results acquired from experimental studies per-
formed in small ruminants suggested that a difference
in susceptibility to the AH effects of the same bioac-
tive plant might exist depending on the on parasite
species. In particular, differences between abomasal and
intestinal nematode species have been shown in sheep
{Athanasiadou et al, 2001} receiving quebracho or sain-
foin (Heckendorn et al., 2007 or in goats consuming hay
of Lespedeza cuneata (Shaik et al, 2006). Nevertheless,
most results obtained from in vitro studies comparing the
activity of the same plant extracts on larvae of different tri-
chostrongyle species suggest only the existence of minor
differences in susceptibility either with the LMI assay
{Athanasiadow et al., 2001; Paolini et al., 2004; Alonso-Diaz
et al., 2008a,b} or with the LEl assay ( Bahuaud et al., 2006;
Alonso-Diaz et al, 2008a,b).

The main objective of the present study was to gain
indications on the nature of the active compounds respon-
sible for the AH effects of Z zaonthoxylotdes and N. laevis.
In particular we tested the hypothesis that tannins and/or
polyphenols were involved in this activity by comparing
the effects of the same extracts with or without addition of
PVPP which is known to create complexes with polyphe-
nols in particular tannins (Makkar, 2003). The lack of effect

of PVPP by itself onthe larval exsheathment has been tested
previously when setting up the LEI assay but such method-
ological verification was not repeated on the control in the
current study. For both plants and both nematode species,
significant differences were found between the inhibitory
values observed with PVPP extracts when compared to
both the control values and the values observed with the
fully active extract. This partial restoration towards the
conttol values. was interpreted as the sign that for both
N, laevis and Z, zanthoxyloides (i) tannins and/or polyphe-
nols are involved in the antiparasitic activity; but also {ii)
that other biochemical compounds, differing from tannins,
might also be responsible of the AH properties since some
inhibition of exsheathment was still measured.

For tannin-rich Legume forages doted with AH proper-
ties, a full restoration towards control values after addition
of either PEG or PVPP to extracts has been described
(Paolini et al., 2004; Bahuaud et al., 2006} This has led
to the conclusion that flavonoids and, in particular tan-
nins, were mainly responsible for the activity. On the
other hand, for some extracts of woody plants from var-
ious botanical families which composed the vegetation
of Mediterranean rangelands and garrigues only a par-
tial restoration towards control values was observed after
addition of PEG or PVPP, like in the current study (Bahuaund
et al., 2006; Manolaraki et al, 2010). This has led to the
conclusion that, besides polyphenols, some other classes of
biochemical compounds can also participate in the bioac-
tivity. For example, this was found with chestnut or pine
tree extracts when using the LEIA (Bahuaud et al., 2006) or
with Pistacio lentiscus and Ceratonia siligua with the LMIA
(Manolaraki et al., 2010). These results underlined the need
to further perform a bioguided biochemical analysis of the
various fractions to identify precisely which are the active
compounds,
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EESTUME

Dians e but 4" aborder le meécanisme d’action des exizaits acetoniques e ethanoliques de Newbouldia leevis
(Birnoniscese) et de Zamrhoxyium zamthoxyiotdes (Butaceae), leur effet inhibitenr 2 été evalue i wiore sur la
migration larvaire de Haemeonchus conrorms. Le test 4 inhibiton de la migmtion larvsire (LMT) a gté applique sur
les larves infestantes (L), 3zées da2 2 3 3 mois monbéss avec des axmaits végstmx 3 différentss concentrations -
150, 300, 600 e 1200 pg'ml mis ou Don en confact svec la polyvinylpelypymolidone (FVEP). U temoin negatnf
(tampon PBSY = &8 inchs dans chague test L' observation sous microscope ef le denombrement des 1 : ayant migza
par rapport an nombre totz] de larves déposées dans 1msert ont permis de calouler Lt de la nugration larvaire.
Les exirait: de Newbouldio loeviz et de Zonthoxylum camthoxylolde: mhbibent i wirgila mugration larvame de
Haemenchis convornis. Cet effer est dose-dependant {p=-0.001). Les exmaits hydreethanoliques ont en phos d'effer
surtout aux fortes deses. Le contact des extraits des plantes avec la pobninyvipolypymrolidons (FVFPF) snoule tout on
une parie de I'efet antelmmhique des extaits. Ces resuliats suggerent gque 'mbubiden de la nigraton larvaire est
en parde due 3 I"action des tanins. Le pourcentage d'inhibition & sux tamms estde 28 60% quel que soeit 1s plante
et quel gue soif le sobrant d'exmraction.

2 2041 Internaiional Formudae Group. Al righis neserved.

Mots des: Hoemonchus conforms, migration larvaive, tanims, Zamhoxpium senthaxyioides, Newbonidia laes,
Benin

INTRODUCTION phyiothérapie  (Dramane et al, 20100

Dians de mombreux pays ousst afincams, Cependant, depuiz ces dermeres décenmies
I'avenement de lz medecine moderne ef ses 'usage des plantes madiomales connzait wn
progres avaent condurt les populafions a e rezzm 4 mierét. Selon les estomanons de 1'OMS
detowrner guelque pen de la medecime (2002}, plus de 80% de la populaton africaime
tradgiionnells, eszentiellement basee =ur la unlizent encore la maderme madibonnells pour

2 2011 Iernatienal Formulae Group. Al righits neserved.
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repondre 3 lenrs besoms de soins de sants ef 3
ceux des anumaux. Cect est hié a la tomcite des
produts de synthese au cout eleve de ces
medicaments, a lz2 malfagon et la contrefagon de
ces medicaments, a l'eloignement et'on
'imsuffisance des centres de sante bumaine et
ammizle swiout en miben rural, gm hmatent una
prize an charge veéntable des problémes da sante
publioue (Fajmm et Tarwo, 2003). De meme les
élevewrs mne conflent lewrs amimeux mux
veténmamres qu'en cas d msucces (Hammend et
al., 1997}

Par aillewrs, 13 maimse des affechons
parasifames devient complexe du fair de
l'emergence de parasites msistants a de
nombreux anthelmunthiques comrentionnels. De
nombreux cas de parasites resistamts  sont
rapportés dans le monds &t ont pns une
mmpotance considerable dans les pays tropicans:
(Jabbar et al, 2006). En Afngue du Sud, plus de
90% des elevages ovins zont confrontes 3 ce
phenomene (Wan Wyk et Malan, 1588).
Ceartams= elevages ovins ont éfté shmymes ponr
des raisons economques. Pourtant les zffechons
parasitaies sont compteées parmu les ‘maladies
opportumstes les plus dangerenses powr les
sujets vulnérablas tals que les jeunes anymar: et
les fomelles pestantes{ Dramane et zl 20100

Au Benmn les enguetes parzsiolosuques
effectuses chez les petits rumnants ont mes en
evidence 'emistence dwun polyparasinizme a
strongles au sens large (Salifon, 1996} Les amx
de prevzlences aux strongles digesnfs sont
gleves ef vanent entre 4.4 3 92.6% (Sabfou
1996). La fsupe parasitare du tractus digestif
des ammaux (ovins ef caprins) est dooumee par
des strongles, notamment Haemorchus
comtormis hématophage par sa fréquence et par
son Imtencite. Selon Salifou (1996). compares
aux capnns, les ovins oot les phos fortes
prevalences.

Face 3 ce: problemes de sanie anmmale,
les planfes medicinales powrzlent apporter une
reponse therapsungue adapiee aux movens
financiers et 3 l'emvironnement socieculfurel
des populations. Les remedes a base de plantes
constituent une alfernanve dans les systemes da
oins promaires et donc une vole promateunsa
pour le  developpement de medicaments

%]

tradiiormels ameliores. Pour cette raison. des

studes descriphives ethnobotangues
{Adjanchoum et al, 19839} d'evzlnaton des
proprietes biolozrques et chimiques

(Howmnzangbe-Adote, 2000 ; Lagmka .
ont eté menses sur 1a flore bénmoise.
Le controle des strongyloses gastro-imtestimales
des rumunant: domestiques @ repose, pandant da
nombrenses anmees, sur 'emplor de molecules
anthelminthiques de synthaze Dans les pays en
vole de developpement, ces produmtz codtent
chers et ne sont pas dispomables fznt en gquantte
qu'en gualite. Awsmi la prevalence de a3
rézistance des nematodes aux anthelmmnthigques
est paricubarement eleves (Jackson et Coop,
2000 Eaplan, 2004} et |a demande de reduction
d"emplol de prodmis chimigques en élevagze dans
le contexte de I'apnculture dursble est de plus
en pli forte. Ces éléments oot condmt 3
ansager de pouvelles meéthodes de  luie
anfiparasitane. Parm les solufions alternatives
de lutte confre les strongyloszes, wme approche
promefiense repose sur 'exploitation de plantes
dotees de propnetes anthelnunthigues. I existe
une gamme vanee de plantes ualisées comme
apthelpunthigues dans 1z phanmacopee
vétérnmaire (Hammond et a1, 1997; Enwerem et
al, 2001; Alawa et al, 2003). Des fravanx
precedents ont revele que certames plantes
medicmales nches en tamins awment les mémes
achons ue les vermifupes claszigues
empécher 'eclosion des ceufs. tuer les vers
adultes ou redwire lewr prolificite (Hounzanghe-
Adote et a2l 2004), mmobilizer les larves
mfestantes (L3} (Hounzangbe-Adote, 2004) ou
empecher leuwr degamement (Brunet et Hoste,
2008).

In vimre, les extrarts alcookhques (60%) da
fouilles zechesz de deux espéces de plantes
tropicales, Newbenldia laevis (Bignomaceae) et

2005).

Zanthoxydum manthoxyloides {Rutzceas)
communement appelée Fagara, cites par les
elevenrs comme ayant  des  propnates

anfiparasitaes (Hownzangbe-Adote, 20007 ont
lonite ['eclosion des wufs. la mugration larvane
et la viabilite des vers adultes de Hoemonchus
contorms (Hounzangbe-Adote et al, 2003).

Ce travail a &t entrepns afin 4’ évaluer in
vitro 1'effet des tamns de Newbouldia lasvis et
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de Zanthexylum zanrhoxyloides sur la mugranon
des larves infestamtes de Hoemonchus
CONFOTTLS,

MATERIEL ET AMETHODES
Eecolte de: plante:

Las femilles de Zanthoxylum
samthoxyloider (Fagara), de Newbouldia
laeviz, ont ete rtecolféss mahwes et
authentifiees a 1'Herbier Natiomal de
I'Umiversite d°Abomev-Calavt.  Zamthoxylum
zanthoxyloider (Lam )} Zepermick & Timler de
la fapulle des Eufaceae est idenhfie szous le
numero A4 6301 HNB et Newbouldia lasviz
(P Beauv.) Seemann ex Bureau de la famalle
des Bignomaceae est identifie sous le mumero
AA 6302 / HNB. Elles ont eté sechées en salle
chmatizée (20 “C) pendant 7 jours et sont
ensuite redwites en poudre dans wn broveur
ultracentnifugeuse de type ZM/BETSH. La
poudre de femlles ainn1 obtenue est conserveés
danz un bocal hermetiqua 3 Iz température
ambiante,

Exiraction de plantes
Exmacnon hydrosthanoligue

50 prammes de poudre de fewmlles ont ete
extrazis avec 300 ml de mélange éthanol : ean
dans les proporiions 70 : 30 pendant 1 hewe 3
reflux avec amtaton (I=30 “Ck  Apres
filtration, 'ethanol a ate évapore sous presmon
redmite 3 [ méme température. 13 solubon
aguense obterme a ete lavee fom fos an
dichloromsthane pour ehowumer les prgments et
des hipides. Enfin, Uextrait a efte congele (-70
*C), pwis lvophilisé. Le hrophilisat a ete pese
pour chiffrer le ratio exbart'drogue (m'm).
Exmacnon hydroacéronique

50 grammes de poudre de femlles ont &2
extrarts avec 500 ml de melange acetone: ean
dans les propommons 70 : 30 pendant 1 hewe a
reflux  avec amtaton (I=30 °C). Apres
filration, l'acetone a2 &t évaporée  sous
pression rédurte 3 la méme fempératme. Ia
solufion aguense obtenue a éteé laves fows fous
au dichloromethane pour ehiminer les pimments
et des lipedes. Enfin, 1'extrant a et congeale (-T0
*C), puis lyophahiss et la ratio extrait'drozue
(m'm) 3 ete cluffre.

Dozage des tamin: par la meéthode de la
Pharmacopee Europeenne (2011}

Powr le dozage des tamins dans les plantes
testees  (Zamthoxplum  zemthogleidsr et
Newbouldia laeviz), selon 13 methode décmite
par la Pharmacopée Ewropéenme. ['extrachon
agueuze de 1 g de poudre de plante secheés dans
150 mL d"ean distillee chanffee au bam-mane a
ete farte pendant 30 munutes. Apres filbanon
les pobphenols totawx et les pobphenols non
abzorbes mur la poudre de peam ont &te doses.
Powr le dosage des polyphenols totame, 2 ml de
I"extrait dilué au 1/5° a &té mis an présence da 1
ml de réacthf phosphomelvbdotung=tique =t 10
ml. d’eau dizhllee et ajuste a 25 ml avec du
carbonafe de sodmm a 290 gL, Apres 30
mumates, 1"absorbanee a et meswree 3 760 nm
aver l'eam dishllée comme bomde de

Pow le dosage des pohphénols nom
abzorbés par la pondre de pean, 10 ml. du filbar
ont eté-ajomes a 0.1 = de poudre de pean pus
mis' sous apiaton pendant | hewre Apres
filtration et dihofion au 1/5°, 2 ml de Iextrant
dilug ont ete m= en présence de 1 ml de reachf
phosphomolvbdotunzstque et 10 ml d'ean
dishilles et amste 2 253 ml. aver du carbonate de
sodmomy a 290 gL, Apres 3 munufes,
I' absorbance 2 été mesuree 3 760 nm (A5},

Parallelement aux extrarts de plante, ume
soluton de 30 mz de Pymrogallol dissous dans
100 ml. d'ean distillée puis dilné a 120 dans e
méme solvant a2 eté uhlises comme temom
posiif selon Iz methode decnite precedemument
{A4). Lz tenewr en tamms des plantes, expnmee
en pyrrogallol. a éte caleulée selon 1a formmle :
7o 62.5 (41— 4) m:

A3 x m

Te= teneur en tamns

A, = zbsorbance des polyphenols totaux

A= absorbance des polyphénols non absorbes
par la poedre de pean

A= absorbance des pyrrozallol

m; = masse de poudre de plante testée en
ETEnumes

m, = mazse de pyrogallol en grammes
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Préparation des larves

Lez larves infestantes ont ete obtenues
par coproculhre 3 partir de materes facales de
chevres préalablement infestés artificiellement
par des souches puwes de parazites
(Haemenchur contorius), laissées en cultme a
temperature ambiante pendant 10 jowrs. Les
larves oot ensute eté extrates de la masse
facale par le disposinf de Basimann domt le
prncipe repose sir Lhverotropsme des larves.

Inhibition de la mizraton larvaire (La)

La test apphqué repose sur la meswre
du taux de mpration des larves de paraszites a
fravers une membrane apres contact avec les
extraits a tester. Le powrcentzge de larves
avant fraversé |z membrane permet de calculer
U'mhibition de la mugration larvame (LMID)
assocles aux extrants de plantes (Rabel et 2l
1994}, Une guanfité connuwe de larves L, {1000
Ly/ml) est mise en contact pendant 3 heures a
20 °C avec chaque extrait de plante a tester 3
différentes concentrattons (1200, 600, 300 et
150 pg'ml) a raison de 4 repefibons par
concentrziion. Un témoin pepanf (tampon
PBS, pH 7 et 0,15 M) a permis devaluer Iz
migration des larves en 1'absence de plantes.
Les larves Iy sont enswite mincees 3! fois et
centrifugees (Micro cenmfugsuze Hetneh
EBA 12K ; 4 500 EPM. 5 man, 20 “C), pms
laissées en mifration 3 travers des mizillas de
2 um de diaméire pendant 3 heures a une
temyperature de 23 *C. Les larwes avant mmgre
sont reprizes dans un velume de 1.5 ml. Le
nombre de larves est zlors compté dans
200 pI. Le powrcentage d'mhibition de la
migration larvamre (LMI=Larval Migranon
Inhubition) a éte calcule a "aide de la formmle
suvante

IMT = T-—M 100 o T est ke nomhbre

total de L; avant été en contact du PBS et M ls
nombre de L. en contact avec les extraits.

Mlize en evidence de ["effet des tamins

Powr metre en evidence effet des tamns
dans 13 mmpraiion lavaire, les extranis oot éf8
mis en contact pendant 2 heures dans un rapport
de 1 - 30 aver la pobrnyipolypymohdone

(PVPF) qm a 1z propnete de capter les
molécules da tamms, bloguant ams: lewr action
(Makkar, 2006). Lez solubons ont enswite ate
centnfugées (4500 EPM., 5 nun 20 °C) avant

d’efre mases en contact avec des larves.

Ampalvze stanztique de: donnees

Le lomoiel Excel a semva 3 caleuler les
movenmes, les eécarts types de [z mupraton
larvame et 3 génare les graphigues dilhistaton
Les comparaisons entre les divers rattements ef
I"amalyze de I'importance d"un effet dose ont &te
effectuses a 1'aide du modsle GIM (Svstat 9
Lid). L'effer dose-réponse a eté deternmné an
conmderant le niveau stafistoue de sipmfication
aP=003

RESULTATS
Eatio extran sec/drogue (mm)

Lo rato exwtrart sec'dropue (m/m} est
estimé 3 13% pour Zanthoxylum zanthexyloides
et pour MNewbouldia lasviz pour 'extrzchion
Eydroethanolique alors que le et extrant
sec/droroe (mm) est esime 3 98% powr
Zantheoodum zanthoxyloides et a2 5.3% pour
Newbeouldia laeviz pour lextracton
bydroacetonmiqe.

La tensur en tanin: de: plantes

Ia methode de la Pharmacopsaa
Ewopéenne nous a pernus de montrer que dans
100 g de poudre de fewlles de Newbouldia
laeviz, 1l v a 0,045 g de famns exprimes en
pyrogallo] tandis que dans 100 g de poudre de
fomlle: de Zamthoxplum zamthexyloider 1l v a
0.5 g de tanms exprmeés en pyvrogallol. Ces
resulizts mettent en evidence que les fawnlles de
Zanthoxylum zamthoxploides sont 11 fois plus
riches en tamms gue les fewlles de Newbhouldia
laevis,

Inlibiton de In migradon larvaire

Les extraniz de Newbouldia lasviz et de
Zanthoxylum zanthoxyloides mhibent i vifro la
mugraton larvamre de Haemenchus comiorius
(Figure 1} Cet effet vane en fonchion de Lz dose
de tratement (p=000l} et du solvant
d'extraction (acétone-ean ou sthanol-eam). Les
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axtrarts hydroethanolignes semblent avowr plus
d’effer martout awe fortes doses.

Le contact des extraxts de plantes avec 1a
pobvwvmmyl  parohdone  (PVEPR) annule
totalement ['effet de 1'extrart hwdroacetomaue
de Z zanthexyloider ef redut parellement
U'effat de 1"extrant hydroéthanchque de la méme
plante swr H. comtortus (Fipare 2} Avec N
laeviz, la PVPP ne raduit que tres parnellement

120 @ Hewts (@l mMand (ac

&0 -

G0 -

% Migration

41

20 4

PBS 1200

Ieffet de Iz plante quel gue soit le zplvant
d’extrachion (acetone-eau ou éthanol-sau). Ces
resuliats suzgerent que ['mhibihon de la
mugration lamame est en parbe due a 'achon
des tamns et gu'en dehors de ceux-ci. les
exfraits des deux planfes confendraent
d’autres metabolites secondanes perturbant la
migTaton dez larves L.

= Fag ial] OFag fac)

.
e
=
Z
Z
7
=
%

600 ana 160

Extrmis {jppg/miLj

Figure 1: Vanznon de |z mygration larvawe de Haosmonchus conforius en foncton des extraits de
plantes - N. laeviz (Mewb), £ zanthoxydoides (Fag), aleoohque (al), acetomque {ac)

*P=i005 o PD0l

mEanE PYRPFE

1

120 - | Avas FWRER
1au I
E =1l
E no
-
din -
20
o
FOaI Fag-al Fag-=c

Ml E-al Flererb-mc

Exrmrairs (12000 g/ mal |

Figure I : Vanaton de 'effet des exirarts de N laeviz et de £ zanthoayloides en présence (Avec) ou
non (Sans) du PVPP sur la mpration lavame de Haemonchus conrorns

*B003

DISCUSSION

L'objechf de letude est de montrer
U'importance des tanms de Newbouldia lzevis et
de Zanthoxylum zanthoxyloides, dewx plantes
tropicales, sur la mupraton  lavawe de

Haemenchus conterfus, hématophage, parasite
gastro-intestinal des petiiz rominants. Lacetone
et 1'ethano]l ont ete chomsis comme solvant
d'extrachon car 1z exraent les composés
polares des plaptes, sont muzebles aver des
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tradinonnelle des fewlles de N, lasviz et de £
zanthoxyloides par des  élevewrs comme
anthelminthique  semble  ée  justifice.
Cependant 1l serart mecessawe de réaliser des
essals tomcologiques i wive et des emdes
parasiologiques pour considerer le facteur de
pobvparasinsme dans le betail et le matzbolisme
des exirarts: dans le tube digestif de P'anomal
Des etudes supplementanes sont necessaires
pour deternuner la natire exacte des tamins
présents dans les extraits des feuilles de N
laevis et de Z. zanthoxyloides.
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Abstract

Trichostrongylus colubriformis 1s an important cause of parasitic gastroenteritis in
small ruminants, in which it causes diarrhea, weakness, delay of the growth, fast
loss of weight, loss of production and death. The in witro efficacy of tannins of
Newbouldia laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides was determined against this
parasitic nematode. Larvae migrations of 7. colubriformis were incubated at 23 °C in
the leaf extracts of Newbouldia laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides at
concentrations of 150, 300, 600 and 1200 pg mL™" for three hours, respectively.
PBS was used as negative controls. Inhibition of larval migration was significantly
(P = 0.05) observed with increasing concentrations of the extracts. In the range of
concentration examined, the results were dose-dependent for N. /aevis but not for
/. zanthoxyloides. The plants extracts added to polyvinylpolypyrrolidone inhibits
total or part of the anthelmintic effect. These results suggest that the larval
migration is partially due to the action of tannins. These results support the
traditional use of Newbouldia laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides against
parasites nematodes. Further research is required to isolate and structurally identify
the active anthelmintic compounds, and to improve methods of plant extraction of
the effective anthelmintic componenis that will be readily adaptable for use by rural

communities against helminthosis.

Keywords: Larval migration, Tannins, Trichostrongylus colubnformis, Newbouldia

laevis , Zanthoxylum zanthoxyloides, Benin
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INTRODUCTION

Gastrointestinal nematodes remain a major constraint to economic productivity of
livestock throughout the world, being the chief parasitoses responsible for disease-
related production losses arising from stock mortality, severe weight loss and
poor production, especially in small ruminants (Chiejina, 2001; Bizimenyera et
al., 2008). Trichosfrongylus colubriformis, an intestinal nematode, i1s one of the
most important causes of parasitic ententis causing protracted diarrhoea,
weakness, loss of production and death(Bizimenyera et al., 2006).

The infective larvae (Lz) of T. colubriformis have a high capacity to survive even in
adverse weather conditions (Urquhart et al., 1996). In tropical areas, the high
temperatures and rainfall favour the development of the free-iving stages to infective

stage throughout the year (Bizimenyera et al., 2006).

In the last 30 years, control of gastrointestinal nematode infections of ruminants
has been achieved almost exclusively by use of pharmaceutically denved anthelmintics.
Indeed, synthetic and semi-synthetically produced anthelmintics have for long been
considered the only effective method of confrolling helminthoses (Bimmenyera et al |
20068). However, in the extreme situations of subsistence farming where
anthelmintics are either unavailable or unaffordable, massive mortalities of young
stock are tragically commonplace in tropical Africa and Asia (Griggs, 1996;
Bizimenyera et al., 2006). At the other extreme, misuse and or widespread intensive
use of sometimes poor quality synthetic or semi-synthetic anthelmintics has led to
development of a high level multiple anthelmintic resistance that may lead to
failure of control of worm parasites in ruminants (Wolstenholme et al., 2004,
Bizimenyera et al., 2006). These constraints indicate that entire reliance on
pharmaceutically derived anthelmintics may present difficulties in the management
of gastrointestinal parasitic infections in livestock, necessitating alternative methods of
helminth control (Sanyal, 2001; Bzmenyera et al_, 2006).

In Benin, the breeding is an economically important activity because it represents one of
the most important sources of jobs and income. The breeding contributes for about 4 fo
6 % in the Gross domestic product of Benin. Except prestige and savings functions,
breeding animals contnbute to increase the income of the breeders through on one
hand, the sale of animals and their by-products and on the other hand through the use

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

189


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

of the fertilizer for the fertilization of farms. However, this breeding is confronted with
numerous constraints: the high cost of medicines, state of financial fragility of the
producers, disturbing appearance of crossed resistances in the modem molecules, the
lack of sanitary frame of the breeders and the traditional system of the managements of
the herds. Among the constraints, animal health is one of animal production essential
limitation. The levying of these constraints requires the implementation of the efficient
practices of fight by the use of the available endogenous resources. Among these
resources, we can guote healing plants. Helminthes infection is a major threat to small
ruminant production leading to enomous economic losses particularly in areas where
extensive grazing is practiced (Waller, 1997).

In recent times, there has been an increasing interest in ethnomedical and
ethnoveteninary practices across the world, especially as it relates to the use of
medicinal plants in treating vanous ailments (Bizimenyera et al., 2006). Use of
indigenous plants preparations as livestock dewormers is gaining ground as one of the
altemative and sustainable methods readily adaptable to rural farming communities
(Hammond et al, 1997). Important opportunities exist through research on the
traditional use of herbal medicine, since 80% of people in developing countrnes rely on
phytomedicine for primary healthcare in both humans and animals (Bizimenyera et al,
2006). As ethnomedicine does not follow western paradigms of scientific proof of efficacy
and safety, most medical and vetennary professionals distrust the use of herbs, and
know little about them (Thompson, 1997). Numerous plant species and extracts have
been evaluated and research efforts have mainly focused on condensed tannins (Hoste
et al.,, 2006; Alonzo-Diaz et al,, 2008). Due to the quantity of the different types of
secondary compounds that exist in plants that could potentially be used as
anthelmintics, rapid and cost-effective in vitro screening is necessary (Whitney et al
2011).

The plants were chosen on the basis of a recent questionnaire survey in Benin which
indicated that they were frequently used by small scale farmers against parasitic
infections or to treat associated clinical signs (Hounzangbe-Adoté, 2000). Newbouldia
laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides have commonly been used in African folk
medicine for the treatment of several diseases such as diarrhea, jaundice,
hemorrhoids, dysentery, sore throat, gonorrhea and icterus (Arbonnier, 2004 ). They

are also employed against malaria, sexually transmitted disease, dental cares,
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arthritis pain, gastroententis, dysentery and as vermifuge (Eyong et al, 2005). Leaves
are used against infertility { Adjanahoun et al, 1991) _

The aim of the present in vitro study was to establish the effects of tannins of leaves of
Newbouldia laewvis and Zanthoxylum zanthoxyloides on the larvae L; migration of

the intestinal parasite of sheep and goats, T. colubriformis.

MATERIALS AND METHODS
Collection and preparation of plant material

Sample collected in South of Benin (atlantic department) was identified made by the
National Herbarium of Abomey-Calavi University (Herbier National de I'Université
d'Abomey-Calawvi). Classification of the species was performed by means of the key
according to Cronquist (Cronquist, 1988). Voucher specimens are kept at the
Herbarium of Abomey-Calavi University for Zanthoxylum zanthoxyloides under N° AA
6301 / HNB and Newbouldia laevis under N° AA 6302 / HNB . The plants were dried

indoors at room temperature and a large part is reduced into powder for extraction.

Plants extracts preparation

Acetone and ethanol have been shown to be a good extractants of compounds from
plants (Eloff, 1998). The study on extraction of bioactive compounds from plants
(Bizimenyera et al., 2005) showed that acetone and ethanol extracted the largest

amount of matenal from the plant when compared to dichloromethane and hexane.

Hydro-ethanolic extract

50 grams of each plant powder is refluxed in a water bath under magnetic stimng
during one hour in 500 mL of ethanol-water (70: 30) mixture. The solution s cooled
then filtered. The operation is repeated twice and ethanol are removed under
pressure at T = 40°C. The aqueous solution was defatted and plant pigments like
chlorophyll, were removed by washing three times with dichloromethane (3 x300 mL)
and ethyl acetate (3 %200 mlL). Then the remaining aqueous fractions were
lyophilized and kept at —70 C. The yields of extraction (mass/mass) were calculated.
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Hydro-acetonic extract

50 grams of plant powder is refluxed in a water bath under magnetic stimng duning one
hour in 500 mL of acetone-water (70:30) mixture. The solution is cooled then filtered.
The operation is repeated twice and acetone is removed under pressure at T = 40°C.
The aqueous solution was defatted and plant pigments like chlorophyll, were removed
by washing three times with dichloromethane (3 *300 mL) and ethyl acetate (3 x200
mL). Then the remaining aqueous fractions were lyophilized and kept at -70 C. The

yields of extraction (mass/mass) were calculated.

Determination of condensed tannins (CT) by the method of Butanol-HCI

The determination of CT was performed by the colonmetric method of Butanol-HCL
developed by Porter et al. (1986), based on the depolymerization reaction of CT in acid
medium. This reaction leads to the release of anthocyanidins (colored molecules)
comresponding to the cleaved monomer (Makkar, 2000 ; Schofield et al_, 2001). |t allows
a semi-guantitative determination of CT as the released terminal monomers do not
produce the cormresponding anthocyanidins and therefore they are not dosed (Schofield
et al., 2001). In the plant, the CTs are present in different forms: free or bound, ie
attached to proteins or plant fibers (Schofield et al., 2001). The existence of these two
forms (free or bound) made the determination of CT more difficult. CTs content was
analysed using the Butanol-HCI assay according to Makkar (2000).

Larval preparation

Infective larvae of Trichostrongylus colubrniformis L; were obtained by fecal culture of
goats previously artificially infected with pure strains of T. colubriformis . After eqgg
hatching, L: stage was reached after 10 days. The L; were then collected by
sedimentation using Baemmann's devices. This batches of 1-to-2-month-old larvae

were used in the assays.

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

192


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Bioassays: Larval migration inhibition assay

The larval migration inhibition (LMI) assay was used as described by Rabel et al.
(1994) adapted for plant extracts (Jackson and Hoste, 2010), in order to measure
inhibiting activity against infective larvae. Larvae were incubated for 3 h at 20 °C in
PBS plant extract solutions, at concentrations of 150, 300, 600 or 1200 pg/mL at the
rate of 3 repetitions by concentration. The larvae were then washed three times in
phosphate buffer (PBS) (pH 7.2, 0.15 M) and centrifuged. After the last washing, 800
UL of larvae at a concentration of 1000 Ly/mL was pipetted onto a 20 ym mesh. The
sieve was inserted into a conical tube, so that it just touched the surface of the PBS
contained therein. Three replicates were run at room temperature (23°C) for each
plant concentration. In addition, negative (larvae incubated in PBS) control was run in
parallel. After 3 h, the Ls; above the sieve were discarded and those which had
actively migrated through the mesh into the PBS below, were counted under a optical

micrascope (at 40 x magnification), based on a 10% aliquot technique.

The percentage of LMI was calculated as [[T-M)/Tx100)] where T is the total number
of L; deposited in the sieve and M the number of Ls having migrated through the
mesh into the PBS.

Involvement of the tannins in the anthelmintic activity:Polyvinyl polypyrrolidone
(PVPP) forms complexes with tannins and polyphenols and thus blocks their potential
biological activity (Makkar, 2003). PVPP was added to the plant extracts at a
concentration of 1200 pg/mL for 2 hours in a 1:50 ratio (Barrau et al., 2005). These
solutions were then centrifuged at 4500 RPM, (5 min, 20°C). After centrifugation, the
supernatant and the extracts without adding PVPP were used to incubate sheathed
infective larvae of T. colubriformis. Thereafter, the LMI assay was performed
according to the procedure described previously.

Statistical data analysis

Larval migration bioassay:Excel software was used to calculate averages, standard
deviations of larval migration and to generate graphical illustration. A GLM (general
linear model) statistical test was performed to determine the difference in the mean
percentage of LMI rates between the control and the different dose groups (150, 300,
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600 and 1200 pg/mL) procedures using Systat 9 software (SPSS Ltd.). The dose-
response effect was determined by considenng the level of statistical significance at
P < 0.05. The same test was applied for the comparison of response in the
experiment with the extracts at 1200 pg/mL with or without PVPP.

RESULTS

Yield extractions

From the two selected plants, four extracts were obtained. The Table 1 shows the
yields obtained for each plant extracts. These results show that the hydro-ethanolic
extracts gave the best yields.

The condensed tannin content of plants

The method of Butanol-HCl showed that the condensed tannins of Zanthoxylum
zanthoxyloides were estimated at 2 5% of the dry matter, while condensed tannins of
Newbouldia faewvis were estimated at 1.0%. These results showed that Zanthoxylum
zanthoxyloides leaves contain 2.5 times more rich in condensed tannins (CTs) than
those of Newbouldia laevis.

Inhibition of larval migration

The extracts of Zanthoxylum zanthoxyloides and Newbouldia laevis inhibit in vitro
migration of larvae of Trnichostrongyius colubriformis (Figure 1). This effect depends on
the dose of the treatment (p <0.001) and the extraction solvent (acetone-water or
ethanol-water) (Figure 1). Ethanol-water extracts seem to have more effect. However,

T. colubnformis seems less sensitive to the dose effect of Z. zanthoxyloides (p <0.07).

Adding polyvinyl polypyrrolidone (PVPFP) to the plant extracts completely inhibits the
effect of acetone-water extract of 7. zanthoxyloides and partially reduces the effect of
the ethanol-water extract on parasites (Figure 2). With N. laewis, the PVPP can only
partially reduce the effect of the plant on T. colubriformis, regardless of the extraction
solvent (acetone-water or ethanol-water). These results suggest that the inhibition of
larval migration is partly due to the action of tannins and that apart from these, the
extracts of plants contain two other secondary metabolites disturbing the migration of L
larvae of T . colubnformis.
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DISCUSSIONS

L stage is very important for the parasite cycle. s larvae are the infective stage. An
in vivo study on West African Dwarf goats showed anthelmintic activity of Z
zZanthoxyloides and N. laevis on the most important gastrointestinal parasites
nematodes in small ruminants. The powders of leaves of Z zanthoxyloides and N.
laevis reduced excretion of strongyles eggs without dose-effect but with a greater
efficiency for N. laewis (Azando et al.,, 2011). Paolini et al. (2003} have shown the
effects of quebracho extract tannins on L, larvae.

The decrease in migration of L; larvae of T. colubriformis after incubation with plant
extracts is due to their immeobility or mortality. This inhibition of larval migration
depends on the concentration of plant extracts and regardless of the extraction

solvent.

The aim of the study was show the involvement of the tannins of Newbouldia laevis
and Zanthoxylum zanthoxyloides, two tropical plants, in the larval migration of
Tnchostrongylus colubnformis, a gastrointestinal hematophagous parasite of small
ruminants. Acetone and ethanol were chosen as extraction solvents because they
extract polar compounds from plants, are miscible with organic and aqueous solvents
and are nontoxic to the organisms used in the tests (Eloff, 1998). The acetone and
ethanol extract larger amounts of compounds from plants compared with
dichloromethane and hexane (Bizimenyera et al., 2005). Control of gastrointestinal
parasites by plants lies among others in the ability of these to affect the viability or
fertility of adult worms, to reduce egg excretion or to limit the installation of larvae by
their immaobilization or by inhibition of their exsheathment, thus blocking the life cycle
of parasites. The reduction in larval migration is due to their immobility or mortality.
Aqueous-acetone and Aqueous-ethanolic extracts of N. laevis and Z. zanthoxyloides
therefore inhibit in vifro migration of infective larvae of T. colubnformis and tannins
play an essential role. Brunet et al. (2007) showed that the extract of sainfoin "a plant
rich in tannins" affects the kinetics of unsheathing of strongyle L; and that this
inhibitory effect depends on the extract concentration. Similarly, Bahuaud et al
(2006) showed that some plants more or less nich in tannins can inhibit partially or
completely in wvitro migration of L; larvae. But the effectiveness of these tannins

depend on their structure and nature of the monomers as shown by the work of
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Brunet and Hoste (2006). Tannins have potential in the inhibition of lipid peroxidase.
They are scavengers of free radicals, inhibiting the formation of superoxide ion
(Bruneton, 1999). The anthelmintic properties of the plants are due to their
phytochemical composition and the results of inhibition tannins suggest the activity of
other secondary metabolites. Alkaloids are suspected among other but according to
Bar et al. (2005) flavonoids might also explain the anthelmintic properties of bioactive
plants. Some studies have shown that N. laevis contains families of compounds such
as tannins, flavonoids, alkaloids, anthocyanins, quinone derivatives, saponins,
mucilages, steroids, triterpenoids and essential oils (Olounladé, 2005). This plant is
also nich in quinones such as newbouldiaguinone (Eyong et al, 2006) or ceramide
(Eyong et al., 2005) and alkaloids associated with pigments. Several alkaloids |
Diéguez-Hurtado et al., 2003), flavonoids, terpencids and coumarins (Mara et al,

1992) were isolated from different organs of species of the genus Zanthoxylum .

Otherwise, Brunet et al. (2008) found structural damage on Ls having been in contact
with sainfoin extracts. In addition to the inhibition of larval migration, N. laevis and Z.
zanthoxyloides probably induce, on the infective larvae, structural and functional
alterations on which it would be interesting to clear. A dose-dependent inhibition of
the migration of L larvae of T. colubnformis was highlighted by Hounzangbé-Adote
(2004). The presence of condensed tannins in the both tropical plants, N. laevis and
Z. zanthoxyloides could justify the observed anthelmintic properties. However, the
molecules responsible for their anthelmintic effect are still unknown and remain to be
identified. Flavonoids and tannins in the polar fraction of Leuceana leucocephala
(Ademola et al., 2005) and flavonol glycosides in sainfoin (Onobrychis wicifolia)
(Barrau et al., 2005) showed an effect on the migration of larvae strongle L; larvae.
The tannins in our plant extracts are partly condensed tannins. Indeed, we know of
condensed tannins (polyphenolic compounds) that are active anthelmintic on the
different stages of the parasitic cycle of nematodes when tested in vive in sheep and
goats (Bahuaud et al. 2006; Hoste et al. 2006; Alonzo-Diaz et al., 2008).

CONCLUSIONS

The traditional use of the N Jlaewis and 7 zanthoxyloides extracts against
malaria, drepanocytose, sexually transmitted disease, dental caries, diarrhoea, arthritis
pain, gastroenteritis, and dysentery, may also be due to anthelmintic activity, as these
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signs are consistent with parasitic gastro-intestinal. The anthelmintic activity of N. laews
and Z. zanthoxyloides extracts, in addition to the antibactenal, antimalana, antioxidant,
hepatoprotective and antihypertensive activities, further support the traditional use of
the plants. Research work is ongoing for determining better methods of plants
extraction, elucidation of the chemical structure of active compounds, and for in vivo
tests in suitable target livestock. This work may lead, not only to possible isolation of
novel anthelmintics from the plants, but also to the development of better methods of
plants extraction which are readily adaptable for use by rural communities against
helminthoses.
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Table 1. Yield extractions

Plants used Plant part Type of extraction Yield (%)
Newbouldia laevis leaves Hydro-ethanaclic 13+07
Hydro-acetonic 53+04

Z. zanthoxyloides leaves Hydro-ethanolic 1305
Hydro-acetonic 9804
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Figure legends

120 1

100 1

EMewb (al) B Mewb [ac) BFag (al) EFag (ac)

80

G0

40

%Mean of larval migration

20

LT AT

T

PBS 1200 150

Concentration of extracts (pg/mL)

Figure 1. Percent mean of larval migration of Trichostrongylus colubnformis incubated
with leaf extracts of Newbouldia laevis (Mewb) and Z. zanthoxyioides (Faqg), ethanolic

(al), acetonic (ac)
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Figure 2 . Percent mean of larval migration of Trichostrongylus colubriformis incubated
with leaf extracts of Newbouldia laevis and Z. zanthoxyloides , with or without PVPP .
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CHAPITRE IV : EVALUATION IN VIVO DE L’EFFET
ANTHELMINTHIQUE D’EXTRAIT DE N. LAEVIS SUR
LES NEMATODES PARASITES GASTRO-INTESTINAUX

DES OVINS DJALLONKE

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

206


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

4. Evaluation in vivo de I’effet anthelminthique d’extrait de N. laevis sur les
nematodes parasites gastro-intestinaux des ovins djallonké

4.1. Introduction

Parker et Palmer (1991) ont mis en évidence que Calliandra calothyrsus (légumineuse
fourragére) réduit la population de nématodes (H. contortus, T. colubriformis) présents chez
les moutons. Cette plante affecterait la viabilité de leurs ceufs. Muhammad Lateef et al.,
[2003] réveélent que les racines Adhatoda vasica induisent une réduction maximale du nombre
d’ceufs par gramme (OPG) chez les moutons traités, mais bien que cette plante ait révélé une
proprieté anthelminthique contre les nématodes, cette activité était bien inférieure a celle du
Iévamisole. La consommation de plantes riches en tanins a été associée a des effets néfastes
sur les nématodes gastro-intestinaux (Gls) et a une amélioration de la résilience de I’h6te vis-
a-vis du parasitisme GI. Il a été suggéré que les tanins affecteraient la capacité des larves
infestantes (L3s) de s’installer chez I’hdte. Dans cette étude, nous avons testé ces hypotheses
en utilisant N. laevis, une plante tropicale connue pour étre utilisée par les éleveurs dans le
traitement des nématodoses Gl (Hounzangbé-Adoté, 2004).

Cette étude avait pour objectif d’évaluer in vivo I’efficacité des extraits de feuilles de N. laevis
sur les strongles gastro-intestinaux des ovins Djallonké. H. contortus et T. colubriformis sont
les nématodes parasites gastro-intestinaux prédominants au Bénin. Ce travail a été réalisé en

milieu contrélé (Ferme FSA). Les traitements ont été administrés par voie orale.

4.2. Matériel et méthodes

Pour évaluer I’effet anthelminthique de Newbouldia laevis, deux types d’infestations ont été
réalisées.

Infestation artificielle : 12 agneaux Djallonké, exemptes de nématodes Gls, ont été réparties
en 3 groupes expérimentaux selon leur poids. Les animaux témoins sont sans traitement. Les
animaux des 2 autres groupes ont regu I’extrait de poudre de feuilles de N. laevis a la dose de
0,8 g/Kg ou 1,6 g/Kg selon le cas pendant 3 jours consécutifs. Les agneaux ont été infestés
par un mélange de 3000 Lss d’H. contortus et de T. colubriformis. Les animaux ont été
sacrifiés 15 jours apres le dernier traitement. Le comptage de larves et des vers présents dans
I’abomasum et I’intestin gréle, ont été réalisés pour chaque animal.
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Infestation naturelle : 21 agneaux Djallonké, exposés a une infestation naturelle, ont été
réparties en 3 groupes expérimentaux selon leur poids en paturant dans des enclos sépareés.
Les animaux témoins ne subissent pas de traitement. Les animaux des 2 autres groupes ont été
traités sur 3 jours consécutifs par voie orale par I’extrait de poudre de feuilles de N. laevis a
raison respectivement de 0,8 g/Kg et de 1,6 g/Kg de poids vif. Les animaux ont été pesés
toutes les semaines pendant 5 semaines au total et les féeces ont été collectées également de
facon bihebdomadaire afin de mesurer I’excrétion parasitaire. La fertilité individuelle des vers
femelles a été mesurée par la technique décrite par KLOOSTERMAN et al. (1978).
Parallelement, les moutons ont subi un prélevement sanguin au niveau de I’oreille toutes les
semaines et I’hématocrite a été déterminé par centrifugation (12000g, 5 minutes) du sang total
prélevé dans des microtubes capillaires. Les animaux ont été sacrifiés a la fin de
I’expérimentation pour effectuer un bilan parasitaire qui consiste a identifier et a

comptabiliser des parasites intestinaux présents et leurs stades larvaires.

4.3. Résultats

N. laevis sous la forme d’extrait de poudre de feuilles s’est montré efficace sur les
nématodes gastro-intestinaux des agneaux Djallonké a travers une réduction sensible du taux
d’excrétion des ceufs, une diminution du nombre des vers adultes, une limitation de
I’installation des larves de T. colubriformis, une régression du nombre d’ceufs dans I’utérus
des vers femelles de T. colubriformis et un maintien de I’hématocrite. Etant donné I’absence
d’une relation dose-effet sur ces parameétres, cette plante pourrait donc étre utilisée sous la
forme d’extrait a la dose de 0,8 g/kg du poids vif par voie orale sur 3 jours chez les agneaux
dans le contrdle des parasitoses gastro-intestinales, ce qui constituerait une méthode
alternative ou complémentaire aux anthelminthiques dans la maitrise du parasitisme digestif

en milieu tropical.
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Article 7: Effets anthelminthiques in vitro d’extraits de feuilles de
Newbouldia laevis sur les nématodes parasites gastro-intestinaux des ovins

Djallonké.
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RESUME

Dans le but d'évaluer les proprietes anthelminthiques d'extraits aleooliques de feuilles de
Newbouldia laevis sur Haemonchus contortus et Trichostrongyvius colubriformis, des
agneaux Djallonkeé agés de 4 & 6 mois ont été traités par voie orale a raison de 0.8 g/Kg on
de 1.6 g/Kg de poids vif pendant 3 jours lors dinfestation naturelle ou dinfestation
artificielle avec des larves infestantes L3z d' Haemonchus contortus et de Trichestrongylus
colubriformis i raison de 3000 larves par animal En infestation contrdlée, le traitement a
considérablement limité I'installation des larves infestantes de T  eolubriformis (p < 0,05)
mais le traitement n'a pas empéché le développement des larves infestantes d' H. contortus
(p = 0,05) quelle que soit la dose de l'extrait de feuilles de N Iaevis. Par rapport aux
témoins négatifs (non traités), lextrait alcoolique de feuilles de N. laevis a
significativement (p < 0,05) réduit I'excrétion des ceufs de strongles ainsi que la viabilité des
vers adultes d'H contorfus de maniére dose indépendante. Le traitement & l'extrait de
feuilles de N Isevis est sans effet sur le nombre de vers adultes de T colubriformis.
L'hématocrite durant la phase dexpérimentation a révélé que les agneaux traités, étaient
moins anémiés. Cette étude justifie l'utilisation traditionnelle de N laevis pour le
traitement de la parasitose gastro-intestinale des petits ruminants.

Mots clés: Apneaux, Haemonchus contortus, Trichostrongylus ecolubriformis. hilan
parasitaire, hématocrite, Newbouldia laevis.

IN VIVOANTHELMINTIC EFFECTS OF NEWBOULDIA LAEVIS EXTRACTS
ON GASTROINTESTINAL PARASITIC NEMATODE OF DJALLONKE SHEEP
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ABSTRACT

In order to evaluate the anthelmintic properties of aleoholic extract of Newbouldia Iaevis on
Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis. Djallonké lambs aging between
4 and 6 months at the start of the experiment, were treated orallyat 0 8 g/ kgor 16 g/ kg
bodyweight for 3 days during natural infection or experimental infection with L3 infective
larvae of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis at a rate of 3000 third-
stage larvae per animal that had been obtained from an infected donor sheep. In
experimental infection, the treatment has greatly limited the installation of infective larvae
of T. eolubriformis (p <0.05) but did not prevent the development of infective larvae of H
contortus (p> 0.05) regardless of the dose of extract of N. Jaevis. Compared to negative
control, the alcoholic extract of N. Iaevis has significantly (p <0.05) reduced the excretion of
strongyle eggs and the viability of adult worms of H contortus in a dose independent
manner. Treatment with extract of V. Iaevis has no effect on the number of adult worms of
T colubriformis The cell coat during the experimental phase showed that sheep treated
with N. laevis were less anemiec. This study has justified the traditional use of N Iaevis for
the treatment of gastrointestinal nematodes of small ruminants.

Keywards - lambs, Haemonchus contortus. Trichostrongylus colubriformis, Newbouldia
laevis, cell coat, parasitic aszessment.

INTRODUCTION

L'utilisation des plantes medicinales a des fins therapeutiques,
pratique multiseculaire, connait depuis ces deux dernieres decennies
une certaine réemergence. En effet, le regain dintéret pour les
plantes médicinales apres plus d'un demi-siecle d'usage massif des
molécules chimiques de synthese, s'explique non seulement par la
poursuite de leur utilisation seculaire par des populations des pays
du Sud. mais aussi et surtout par le fait que les moléecules de
synthese ont tot fait de montrer leurs limites. Ainsi, des effets
secondaires de plus en plus dangereux s'observent apres l'utilisation
de ces derniéres (Hopkins. 1996 ; de Larochepiquet, 1999). Dans les
pays en développement comme le Bénin. ces produits ecoutent chers
et ne sont pas disponibles tant en quantité qu'en qualite (OMS,
1990). Aussi, la prévalence de la résistance des nématodes aux
anthelminthiques est particulierement elevee et la demande de
reduction d'emploi de produits chimiques en elevage dans le contexte
de l'agriculture durable est de plus en plus forte (Hammond et al,
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1997 ; Waller, 2004). Ces éléments ont conduit a envisager de
nouvelles methodes de lutte antiparasitaire.

I existe une gamme variee de plantes utilisees comme
anthelminthiques dans la pharmacopée véterinaire (Enwerem et al..
2001 : Alawa et al., 2003). Au Benin, au nombre des plantes d'usage
courant se trouve Newbouldia laevis dont les multiples vertus
pronées (Adjanohoun et al., 1989) méritent d'étre prouvées.

Sur le plan mondial, beaucoup de travaux ont éte effectués sur les
proprietes biologiques des differents types d'extraits de plantes,
dans le but de mieux comprendre leurs vertus therapeutiques et
d'éevaluer leur toxicité (Adjagba. 2004). Les tests menés par
Hounzangbé-Adoté (2004) ont mis en évidence in vitro leffet
anthelminthique de certaines plantes locales comme Newbouldia
laevis, Carica papaya. Zanthoxylum zanthoxyloides., et Morinda
lucida sur les nematodes gastro-intestinaux.

Ces traitements sont peu valorises car les tests pouvant confirmer
leur efficacite restent peu nombreux. Les tests in vivo presentent
I'avantage de permettre apres infestation expérimentale, la maitrise
de la population de parasites ciblee. Il s'avere donc nécessaire de
poursuivre ces travaux afin d'évaluer l'effet des autres plantes en
particulier N. Ilaevis qui s‘est revelee tres efficace in vitro
(Hounzangbé-Adoté, 2004). Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman
ex Bureau est une Bignoniaceae largement répartie aux Ameériques,
en Afrique centrale et Afrique de I'Ouest. Cette plante a ete
couramment utilisée en medecine traditionnelle contre les affections
humaines et animales, des parasites externes et digestifs (Tra-Bi.
1997 : Tor-Anyiin et al., 2003). Le but de cette étude est d’évaluer in
vivo l'efficacité des extraits de feuilles de Newbouldia laevis sur les
strongles gastro-intestinaux des ovins, parasites les plus dominants
au Bénin.

MATERIEL ET METHODES
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Materiel vegeétal

Le materiel végétal, composé des feuilles de IN. laevis a été identifie
et un echantillon de reference se trouve a I'Herbier National de
I'Université d’Abomey- Calavi au Bénin, sous le numero AA 6302 /
HNB. Les feuilles recoltees au Sud du Benin, sechees en salle
climatisée (25 °C), sont ensuite réduites en poudre. Une quantité de
50 g de cette poudre melangee a 500 mL dethanol 30 % est mise
sous agitation continue pendant 72 heures. Le mélange a eté filtre et
le filtrat est passeé a I'évaporateur rotatif. Ainsi, il a eté obtenu un
concentre d’environ 100 mL, qui est mis au four Poupinel a 50 °C
pour séchage. L'extrait sec obtenu a une masse de 6.25 g. Le
rendement de 'opéeration etait de 12.5 %.

Materiel animal

Des agneaux Djallonke de poids wvif corporel moyen 10,44 + 1,69 Kg
ont ete identifies a l'aide de plaques de bois numerotees et loges
dans une bergerie, en materiaux locaux. bien aérée. Ces agneaux ont
dispose de fourrages secs de Panicum maximum C; et ont regu un
complément alimentaire (200 g/animal/jour) composé de tourteaux
de palmiste (40 %), d’épluchures de manioc (40 %), de son de blé (10
%), de la poudre de coquille dhuitre (10 %) et des pierres a lécher a
volonté. Les animaux ont eté vaccines avant le debut des expériences
contre la Peste des Petits Ruminants. Ils ont éte déparasités dans un
bain détiqueur a base dAmitraz (Taktic®) pour éliminer les
parasites externes. De meme, les agneaux utilisés pour l'infestation
artificielle ont eté traités contre les endoparasites avec 'albendazole
7.5 mg/Kg de poids vif, quinze jours avant l'infestation.

Methodologie

L’approche meéthodologique utilisée a comporté des mesures
indirectes basées sur l'excretion fecale des ceufs et des mesures
directes fondées sur les bilans parasitaires et 'hématocrite. Pour ce
qui est de 'analyse coprologique, le nombre d'ceufs de parasites par
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oramme de fécés (OPG) est déterminé suivant la technique de Me
Master (Hansen et Perry, 1995). Apres abattage les contenus
abomasal et intestinal sont retenus pour le denombrement des vers
adultes. La fertilité individuelle des vers femelles est déterminee par
la technique décrite par Kloosterman et al., (1978).

Infestation experimentale : Pour evaluer l'effet dose de l'extrait de
feuilles de N. laevis sur l'implantation des larves infestantes Ls,
douze agneaux Djallonke de poids moyen de 10,5 Kg + 1,73, ages de
4 a 6 mois ont ete infestes artificiellement aveec un melange de 3 000
larves de H. contortus et de T. colubriformis et ont ete repartis en 3
lots de 4 tétes chacun comme suit:

Lot; : lot témoin (sans traitement) :

Lotz : lot traité a I'extrait de poudre de feuilles de N. laevis a la dose
de 0.8 g/Kg ;

Lots : lot traité a I'extrait de poudre de feuilles de V. laevis a la dose
de 1.6 g/Kg.

Le traitement a l'extrait de poudre de feuilles de N. laevis a été fait
pendant 3 jours consécutifs : la veille de l'infestation (J-1), le jour de
I'infestation (Jo) et le premier jour apres linfestation (J+1). Les
animaux ont éte sacrifiés 15 jours apres le dernier traitement a
I'extrait afin deffectuer le bilan parasitaire consistant a
I'ildentification et au denombrement des parasites intestinaux.

Infestation naturelle - Pour évaluer l'effet dose de I'extrait de feuilles
de N. laevis sur l'excretion fécale, la viabilité des vers adultes et la
prolificite des vers femelles, vingt et un agneaux Djallonke de poids
moyen de 9,71 Kg + 0,70, ages de 4 a 6 mois, infestes naturellement,
selectionnés apres une coprologie initiale au jour Jy, ont éte repartis
en 3 lots constitues de 7 tetes chacun :

Lot 1 : lot témoin (sans traitement) ;
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Lot 2 : lot traite a I'extrait de poudre de feuilles de N. laevis a raison

de 0.8 g/ Kg ;

Lot 3 : lot traite a I'extrait de poudre de feuilles de IN. laevis a raison
de 1,6 g/Kg.

Les animaux des lots 2 et 3 ont étée traitées pendant 3 jours
consécutifs : Jo, Jio, et J11 aprés la mise en claustration (Jo). Les
examens coprologiques bihebdomadaires des feces directement
preleves du rectum des animaux, ont permis d'évaluer I'impact de la
plante sur I'excrétion des ceufs. Au bout de 2 semaines (J23) apres le
traitement, les animaux ont ete abattus et les vers adultes de H.
contortus ont eété dénombrés dans la caillette et ceux de T.
colubriformis dans lI'intestin grele. Les vers femelles sont introduits
individuellement dans 200 pul de solution d’hypochlorite 0.4 % et
laissés pendant 2 a 5 min pour l'éclatement. Le comptage des ceufs
Libéres est effectue dans 30 % du volume total. Le nombre N obtenu
est rapporte a la totalite selon la formule :

N = (N1 + N2) x 100/ 30, ou N; et N; représentent les nombres
d’'ceufs comptés dans 2 aliquotes.

Evaluation de l'effet dose de l'extrait de feuilles de N. laevis sur
I'hématocrite : Le degre d’anémie des ovins a été évalué au moyen de
prélevements hebdomadaires de sang au niveau de l'oreille dans des
microtubes capillaires, centrifuges a 12000 tours/min pendant 5 min.
La valeur de l'hematocrite est mesurée a l'aide dun lecteur
d’hematoerite du type Sigma¥®.

Analyses statistiques

La comparaison des traitements s'est faite au moyen de test de
comparaison de moyenne (test T de Student) sur le logiciel
Statistica® et les difféerences sont considerées significatives au seuil
de 5 %. Pour minimiser les variations, les OPG ont subi une
transformation log(x + 1) avant les analyses statistiques. L'effet dose
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a été mis en évidence i l'aide du modéle linéaire général (GLM) sur
Systat 9 (SPSS Ltd).

RESULTATS
Effet de l'extrait de feuilles de N. laevis sur linstallation des larves

Lors dinfestation expérimentale par des larves Ls de T
colubriformis et A’ H. contortus, le nombre de vers de T colubriformis
dénombrés chez les animaux témoins (555 vers) est plus élevé
(p < 0,05) que ceux des animaux traités (160 a 183 vers). Toutefois, il
v a une grande variabilité entre ces valeurs (Tableau 1). Par contre,
les vers d' H. contortus sont plus abondants (mais pas significatif, p
> (0,05) dans la caillette des animaux traités (640 a 710 vers)
indépendamment de la dose de l'extrait de feuilles de N. laevis que
dans celle des animaux non traités (390 vers). L'extrait de N. laevis
a donc mieux limite lI'installation des larves de T. colubriformis que
de celles d’ H. contortus.

Tableau 1. Variation de la population des vers adultes aprés infestation artificielle

Nombre de vers

Type de traitement T. colubriformis H. contortus

Temoins bah+ 275, 7T a 390+ 21213 ¢
N laevis 0.8 g/Kg 182,5=47.87b 640 + 31822 ¢
N laevis 1.6 g/Ke 1602708 b 710+ 151,66 ¢c

Les valeurs moyennes sur une méme colonne pour chacune des 2 espéces de vers parasites surmontées
de letires différentes sont significativement différentez a p < 0,05.

Effet de l'extrait de feuilles de N. laevis sur l'excrétion des ceufs

Lors de l'infestation naturelle, l'excretion des ceufs par les vers
adultes a varié de 900 a 1.500 OPG (Figure 1). Apres les trois (3)
jours de traitement (Js, Ji0 et J11) le niveau d'excrétion des ceufs de
strongles a progressivement diminué (p < 0,05) dans les lots traites.
Cette reduction est sensible a partir de Ji5. Le maximum de
réduction a été observé au Jas en fonction de la dose (Figure 1). Ces
resultats montrent que N. laevis a reduit l'excrétion des ceufs chez
les animaux traites quelle que soit la dose administree.
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Figure 1. Effet in vivo de l'extrait de feuilles de IN. Jaevis sur l'excrétion des ceufs
de strongles

Effet de l'extrait de feuilles de N. laevis sur la viabilite et la fertilite
des vers adultes

D’apres le bilan parasitaire realisé apres abattage des animaux
naturellement infestes, la charge parasitaire de H. contortus a
diminué significativement (p < 0.05) chez les agneaux traités a
I'extrait de feuilles de N. laevis quelle que soit la dose. Par contre,
pour T. colubriformis, aucune différence significative (p > 0,05) n'a
été observee dans les lots d'ovins témoins et traites a l'extrait de
feuilles de N. laevis en termes de charge parasitaire.
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Tableau 2. Dénombrement des vers adultes et prolificité des vers femelles de
strongles

MNombre de vers Prolificite™
Type de T. colubriformis H. contortus T colubriformis  H. contortus
traitement
Témoins 520,00 + 142,24 a 1095143 = 1052874 7473 + 81,6
3211,13b f

N laevis 0.8 gfKg 454 29+ 421 66 a 36429+ 41876 93.6+146¢ T71.7+ 8581
c
N laevis 1.6 g/KEg 481 43+ 18425 a 220,00 £ 183,03 = =
c
Les valeurs moyennes sur une méme colonne pour chacune des 2 espéces de vers parasites suivies de
lettres différentes sont significativement différentes a p < 0,05,
*Nombre d'ceufs a l'interieur des vers femelles de strongles

Les vers femelles traités de H. contortus ont presentée la meéeme
prolificite que les temoins. N. laevis n'a donc pas deffet sur la
fertilité des vers femelles de H. contortus. Chez les vers femelles de
T. colubriformis le nombre d'ceufs isoles de I'uterus a éete reduit de

11 % (Tableau 2).

Evaluation de l'effet de l'extrait de feuilles de N. laevis sur le degre
d’anéemie

Le volume de globules rouges a varie au cours de l'expérience
(Figure 2). Avant le jour du traitement (Jo), le niveau d'hématocrite
est semblable dans les trois (3) lots d’animaux (23,5 % environ).
Apres le traitement ce volume a connu une augmentation (29 %)
dans les lots d’'agneaux traitées contre une diminution (18 %) dans le
lot d’agneaux temoins. Une différence significative entre le niveau
d’hématocrite des trois (3) lots a été obtenue au jour Ja2s (p < 0,05).
Le lot téemoin a connu une diminution de 5.5 % de son taux
d’hématocrite au jour 23 (J23) alors que le lot traité a connu une
augmentation de 5.5 %.
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Figure 2. Varation du pourcentage de globules rouges des agneaux en fonction du
temps

DISCUSSION

Du point de vue de I'installation des larves, nos résultats confirment
ceux de Hounzangbe-Adote (2004). Cet auteur a indiqué que le taux
d'installation des larves de T. colubriformis et de H. contortus apres
une infestation artificielle est moyen (environ 25 %). Ce taux est
plus élevé pour H. contertus que pour T. colubriformis (Hounzangbé-
Adoté, 2004). L'abattage a révélé que l'extrait de la poudre de la
plante de N. laevis a limite in vivo l'installation des larves de T.
colubriformis (p < 0,001) mais pas celle des larves de H. contortus.
Cette action serait due a la capacité de la plante a immobiliser ces
larves. La difference d'efficacite de l'extrait de feuilles de N. laevis
sur ces meémes parasites pourrait aussi s'expliquer par leur
implantation differentielle dans le tractus gastro-intestinal, les vers
adultes de Haemonchus s'installant preferentiellement dans la
caillette et ceux de Trichostrongylus dans l'intestin grele, donc
probablement plus accessibles aux principes actifs de la plante que
les précédents (Azando et al., 2011a). Il a été montré in vitro que N.
laevis inhibe dans l'ordre de 80 % la migration larvaire de T.
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colubriformis (Hounzangbé-Adoté et al, 2005b) et de 50 % celle de
H. contortus (Hounzangbé-Adoté et al, 2005a). En effet avant la
migration, les larves doivent se debarrasser de leur gaine protectrice
avant de s’incruster dans les interstices de l'intestin grele. Ce
phénomene connu sous le nom de dégainement est bloqué par les
plantes riches en tannins et contrarie l'installation larvaire (Paolini
et al., 2003 : Brunet et al. 2008). Certains travaux ont rapporté que
les extraits acetoniques de la poudre de feuilles de N. laevis ont
empéché in vitro, le dégainement des larves (Ls) de ces nématodes
parasites gastro-intestinaux (Hounzanghé-Adoté et al, 2007:
Azando et al, 2011c) ce qui perturbe leur installation. La présence
des tanins dans N. laevis pourrait justifier les proprietes
anthelminthiques observees. Toutefois, les molécules responsables
de son effet anthelminthique sont encore mal connues et restent a
identifier.

Du point de vue de l'infestation naturelle, l'extrait de poudre de
feuilles de N. laevis a limité significativement (p < 0,05) I'excrétion
des ceufs de strongles gastro-intestinaux in vivo chez les agneaux
Djallonke quelle que soit la dose. La diminution de I'excretion des
ceufs peut etre due soit a la mortalite des vers adultes, soit a une
baisse de prolificite des vers femelles. Les résultats obtenus
montrent plutot une action de la plante sur la viabilité des vers
adultes de H. contortus que sur leur prolificite. N. laevis a eu un
effet contraire a Zanthoxylum zanthoxyloides qui agit plutot sur la
prolificite des vers adultes de H. contortus que sur leur viabilite,
sous forme de feuilles fraiches (Hounzangbé-Adoté et al., 2005) et de
poudre de feuilles (Azando et al., 2006 ;: Azando et al., 2011a) et sous
forme d’huile essentielle (Azando et al, 2011b). Sur T. colubriformis,
N. laevis n'exerce pas d'effet significatif sur la population des vers
adultes, ni sur leur fertilite.

La feuille de N. laevis doit probablement cette propriete

anthelminthique a sa composition chimique. En effet i1l est ressorti

des resultats de I'analyse phytochimique que N. laevis renferme les
147

Phytochimique et propriétés anthelminthiques de Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seeman Ex Bureau et de Zanthoxylum

zanthoxyloides (Lam.) Zepernick et Timler sur des Nématodes gastro-intestinaux animaux et humains

219


http://www.pdfdesk.com

OLOUNLADE Abiodoun Pascal, 2011

Olounlade at al.

csrandes familles de composeés tels que : des mucilages, des traces
d’huiles essentielles, des dérivés phénoliques (flavonoides, tanins,
acides phénols), des alcaloides, des anthocyanes, des glucides, des
dérivés quinoniques (naphtaquinones), des saponosides, des
stéroides et triterpencides (Olounladé, 2005 : Tanko et al., 2008).
Des travaux antérieurs ont montre la richesse de N. laevis en
quinones et en alcaloides : Newbouldiagquinone (Eyong et al., 2006)
ou céramide (Eyong et al., 2005).

Les valeurs de 'hematocrite enregistrées chez les lots traités a
I'extrait de feuilles de N. laevis sont normales et stables. Cette
stabilite observee malgré leur degre de parasitisme laisserait
envisager que l'extrait de feuilles de N. Jaevis pourrait avoir un effet
sur la résilience (Olounladé et al. 2007) et une activité
anthelminthique sélective sur H. contortus parasite héematophage
trés fréquent dans la zone de 1'étude (Salifou, 1996). Nos résultats
sont également semblables a ceux obtenus par Azando et al. (2011a
& 2011b) en utilisant une plante tropicale (Fagara zanthoxyloides)
pour traiter les parasites gastro-intestinaux des petits ruminants.
En effet, Graber et al (1983) ont remarqué que la présence dans la
caillette des H. contortus provogue une anémie. Une etude a
rapporte que l'analyse de l'hematocrite revele que les amimaux
traités a la poudre de feuilles de N. laevis a raison de 1,6 g/Kg de
poids vif sont moins anémiés que les témoins (Olounladé, 2005)
comme le confirment nos resultats.

La presence de certains nematodes hematophages tels que les H.
contortus pourrait étre a lorigine de la diminution du taux de
globules rouges observee chez les agneaux temoins.

CONCLUSION

In vivo l'extrait de feuilles de N. laevis réduit considerablement
I'excréetion des ceufs de strongles chez les agneaux Djallonké infestés
naturellement dans le milieu controle. N. laevis est efficace sur les
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vers adultes de H. contortus et les larves de T. colubriformis mais
pas sur les vers adultes de T. colubriformis et les larves de H.
contortus. Compte tenu de l'efficacitée de cette plante, elle peut-etre
recommandee pour le traitement de la parasitose gastro-intestinale
chez les petits ruminants a la dose de 0,8 g/Kg de poids vif. Il serait
donc intéressant de tester a I'avenir des doses plus faibles de meme
que des extraits avec dautres solvants et de deéterminer le
mecanisme daction de ces extraits actifs. Des etudes
phytochimiques nous permettront egalement disoler des molecules
potentiellement anthelminthiques des feuilles de N. laevis.
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5. Discussion générale

Notre travail de these avait pour objectif général de contribuer a I’lamélioration de la santé
animale, humaine et a la détermination par bioguidage des molécules anthelminthiques dans
les feuilles ou dans les graines d’une Rutaceae, Z. zanthoxyloides et d’une Bignoniaceae, N.

laevis.

5.1. Caractérisation botanique des N. laevis et Z. zanthoxyloides

Dans le but de poursuivre I’étude biochimique des plantes de N. laevis et de Z.
zanthoxyloides, nous avons procédé d’abord au controle de la qualité de la matiére premiere
(article 1). Le contrble de la matiére premiére permet de s'assurer de l'identité de la plante. Ce
contrdle, en phytothérapie permet d'éviter la confusion de la plante avec d'autres qui
pourraient étre inactives ou toxiques et aussi d’affirmer la qualité de la matiere premiere.
Dans ce cadre, les résultats obtenus, montrent un anneau complet des faisceaux vasculaires
dans les feuilles de N. laevis ce qui pourrait étre une caractéristique de la famille des
Bignoniaceae, puisque en général la section transversale de la feuille montre une nervure en
forme d'un arc continu (Ayodele & Olowokudejo, 1997). Les feuilles de N. laevis présentent
des faisceaux surnuméraires non inversés a l'intérieur de l'anneau vasculaire, ce caractére est
en général rare dans les plantes (article 1). La présence d'un hypoderme dans la face
supérieure du limbe est assez fréquente dans les plantes tropicales. Les cristaux d'oxalate de
calcium en fines aiguilles observés dans I'ensemble du parenchyme des feuilles de
Newbouldia laevis, sont rarement trouvés dans les plantes. Ces caracteres peuvent étre un
critere d'identification des feuilles de N. laevis dans la famille des Bignoniaceae. Des poils
spécifiques, soit tecteurs unicellulaires droits a paroi échinulée, situés sur la nervure, soit
sécréteurs glandulaires a pied unicellulaire et téte pluricellulaire peltée sont aussi observés.
L'épiderme inférieur montre des cellules a paroi sinueuse. Toutes ces caractéristiques
constituent de bons critéres pour l'identification de N. laevis dans la famille des Bignoniaceae
(article 1).

La foliole de Z. zanthoxyloides présente des caractéres communs & la famille des Rutaceae, a
savoir la présence d'un anneau libéro-ligneux au niveau de la nervure centrale (genres Citrus,
Jaborandi, Barosma) (Jackson, 1990), la présence d'un appareil sécréteur interne composé par
des poches schizolysigenes, et la présence de cristaux d'oxalate de calcium d’une par.On
retrouve aussi des caractéres distinctifs tels que l'absence d'un appareil sécréteur externe,
pourtant fréquent dans de nombreuses espéces de la méme famille, la présence de mucilage
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situé dans les cellules hypertrophiées au niveau de I'épiderme supérieur du limbe, une
organisation semblable est retrouvée dans le genre Barosma, des composeés flavonoidiques qui
cristallisent en masses ou fines aiguilles en forme d'éventail (article 1). Ce phénoméne a déja
été décrit pour plusieurs especes. C’est le cas pour les folioles de Citrus (Perrot, 1942, 1944)
ou dans des espéces n'appartenant pas a la famille des Rutacées, mais connues pour leur haute
teneur en flavonoides comme la fleur de Sophora japonica (Pharmacopée Européenne, 2011).
Toutes ces caractéristiques seraient un bon critére pour dresser une Véritable ‘’carte

d’identité’’de Z. zanthoxyloides.

5.2.  Variabilité liée a des facteurs environnementaux sur la composition chimique

de N. laevis et Z. zanthoxyloides

L’analyse phytochimique de N. laevis et Z. zanthoxyloides réalisée dans différentes zones
agro écologiques (article 2) a permis de constater la présence constante de grands groupes
chimiques quelles que soit la saison et la zone de récolte. Les saponines et les composés
cyanogénigues ne semblent pas présents dans les deux espéces de plantes étudiées.

De nombreux travaux de recherche ont révélé la présence de ces groupes chimiques chez les
végetaux. Plusieurs alcaloides (Couillerot et al, 1994 ; Tringali et al., 2001 ; Diéguez-Hurtado
et al., 2003 ; Adesina, 2005), flavonoides, terpénoides et coumarines (Mara et al., 1992) ont
été isolés a partir des différents organes d’especes du genre Zanthoxylum. Selon Kerharo et
Adam (1974), les échantillons de Fagara zanthoxyloides recueillis en Afrique de I'Ouest
(Sénégal, Togo, Cote-d'lvoire et le Nigeria) ont révélé la présence d'alcaloides tertiaires et
quaternaires et un glycoside de flavone dans les feuilles. Des traces de tanins dans les organes
de Z. zanthoxyloides ont été rapportées par Paris et Moyse Mignon (1947). D'autres études ont
montré la richesse de N. laevis récolté au Cameroun en quinones et en céramide (Eyong et al.,
2005, 2006). Des extraits de N. laevis cultivé au Nigeria prés de I'Etat d’Anambra sont riches
en alcaloides (Gafner et al., 1996, 1997). Ces résultats confirment la présence de ces
différents composés chimiques dans les extraits totaux étudieés.

Baba-Moussa et al. (1999) ont montré par une analyse phytochimique de sept Combretaceae
utilisées en médecine traditionnelle en Afrique de I’Ouest la présence majeur des tanins et des
saponines. Le travail de Ngono Ngane (1999) a prouvé par une étude phytochimique de cing
plantes médicinales et condimentaires du Cameroun la présence de nombreux COmMpOSes
chimiques tels que : des alcaloides, des anthraquinones, des coumarines, des flavonoides, des
phénols, des polyoses, des saponines, des sucres réducteurs, des tanins et des triterpénes. En
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Tanzanie, I’analyse phytochimique de 50 extraits de 45 plantes appartenant a 24 familles
collectées dans cing régions du pays a permis de montrer que 34% contiennent des alcaloides,
56% des flavonoides, 46% des saponines et 78% des tanins (Chhabra et Uiso, 1990). La
quantité et la nature des tanins ainsi que d'autres métabolites secondaires, dépendent non
seulement de l'espece végétale, de la variété récoltée, du stade de développement mais aussi
des conditions environnementales (sol, saison, climat, mode de culture) et du mode de
conservation (Marais et al, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Heckendorn et al, 2006; Haring,
2007). En général, les concentrations les plus élevées sont mesurées dans les fruits, les fleurs
et les feuilles, et dans les tiges. Par exemple, des mesures ont montré que les feuilles, les
fleurs et les tiges de sainfoin contiennent respectivement 0,31%, 0,30% et 0,07% de tanins
(Borreani et al., 2003). Les huiles essentielles ont été extraites des plantes médicinales
(Pathak, 2000). La présence d’huiles essentielles avait été signalée dans les feuilles et des
fruits de Z. zanthoxyloides par Ngassoum et al. (2003) et Setzer et al. (2005). Certains travaux
ont rapporté la présence des constituants volatiles dans la famille des Bignoniaceae par
exemple : Tabebuia impetiginosa (Park et al., 2003), Mansoa spp (Zoghbi et al.,2009).

En conclusion les especes N. laevis et Z. zanthoxyloides rencontrées au Bénin renferment les
quatre grands groupes chimiques (alcaloides, tanins, flavonoide et huiles essentielles) dans
des proportions variées selon les organes et les facteurs environnementaux (article 2). Elles
constituent donc un réservoir de composés actifs potentiels dans la recherche de substances
naturelles ayant des propriétés biologiques. L'étude phytochimique des feuilles de N. laevis et
de Z. zanthoxyloides nous a permis de concentrer, de doser, d'isoler et d'identifier 4 grandes

familles de molécules dont les tanins, les huiles essentielles, les alcaloides et les flavonoides.

5.3. Caractérisation de la fraction volatile des deux plantes tropicales étudiées

La plupart des Rutaceae possedent des poches sécrétrices d’un type particulier appelées
poches schizolysigenes dans lesquelles sont élaborées les huiles essentielles. Ces composantes
sont assez abondantes dans les fruits, mais aussi dans d’autres organes de la plante tels que:
feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes et graines. Avec le développement des techniques
analytiques comme la GC/MS, plusieurs espéces du genre Zanthoxylum ont été étudiées pour
déterminer la composition de leur huile essentielle. Ces huiles essentielles sont souvent de
composition complexe et peuvent contenir des monoterpenes, des hydrocarbures
monocycliques, bicycliques, des alcools acycliques et monocycliques et leurs esters ainsi que
des sesquiterpenes bicycliques. En effet, I'nydrodistillation fournit 0,65% d'huile essentielle a
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partir de graines de Z. zanthoxyloides (article 3). Les composés chimiques de I’huile
essentielle de graines de Z. zanthoxyloides sont carctérisées (article 3). Les travaux de
Ngassoum et al. [2003], ont permis de mettre en évidence dans les fruits secs de Z.
zanthoxyloides d’origine Camerounaise, de nombreux composés volatils tels que : I’ &-pinéne,
un composé majoritaire de cette huile essentielle, le trans-a-ocimene, le citronellol, I’acétate
de citronellyl, le a-terpinolene, le a-phellandréne, le géraniol, le limonéne et le &-myrcéne.
Les travaux de Setzer et al. [2005] ont prouvé que les principaux constituants chimiques de
I’huile essentielle des feuilles de Z. zanthoxyloides récoltées a Monteverde au Costa Rica sont
ce qui suit : le cis-3-hexenol (5,7%) ; le citronellal (11,5%) ;le citronellol (26,1%) ; le géraniol
(15,3%) ; le géraniale (11,6%) ; I’oxyde caryophyllene (0,5%) ; le Néral (9,6%) ; I’ a-pinene
(2%). Cette différence peut étre expliquée par I'existence de plusieurs chimiotypes dans la
nature. Pour une méme plante, la composition est différente pour chaque organe et pour la
méme espece [Bruneton, 1999]. Une variation dans la composition de I’huile essentielle est
aussi possible pour la méme espéce selon la saison, les conditions de croissance pour la méme
espéce végétale (ensoleillement, humidité, longueur du jour, fertilité des sols) en tant que
races chimiques (chimiotypes) pour une espéce comme le thym (Thymus vulgaris) avec 7
races chimiques (ElI Kalamouni, 2010). L’origine géographique de la plante et les facteurs
environnementaux influent aussi la composition des huiles, comme c’est le cas pour certaines
espéces du genre Pilocarpus (Taveira et al., 2003). La plus part des composés majoritaires
identifiés ont été observées en comparant la composition de I’huile essentielle des graines de
Z. zanthoxyloides d’origine béninoise avec d’autres huiles issues d’autres Rutaceae de
différentes origines comme les feuilles de Zanthoxylum rhoifolium et Zanthoxylum setulosum
de Monteverde (Costa-Rica), des feuilles de Zanthoxylum hyemale, Zanthoxylum rhoifolium
et Zanthoxylum rugosum récoltées en Amérique du Sud, les feuilles de mandarine (Citrus
reticulata Blanco) cultivées au Burundi, des feuilles de Zanthoxylum rhoifolium d’origine
Brésilienne, des feuilles de Zanthoxylum ekmanii (Urb.) Alain, originaire de la forét
amazonienne du Sud du Brésil (Facundo, et al., 2003 ; Moura et al., 2006 ; Njoroge et al.,
2006 ; Boehme et al., 2008 ; Detoni, 2009).

L'huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles de N. laevis récoltées au Bénin est
jaune pale avec un rendement de 0,05%. C’est un mélange complexe de composés organiques
dont décrits dans I’article 3. La plupart des molécules présentent dans cette huile essentielle
I’ont aussi été dans certaines especes de Bignoniaceae comme Mansoa spp et Tabebuia
impetiginosa d’origine Brésilienne, d’Argentine et du sud-est du Mexique (Rao et al., 1999 ;
Park et al., 2003). Les huiles essentielles sont extraites des matériaux secs, le rendement en
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huile essentielle varie beaucoup avec la plante utilisée, le matériel employé pour I’extraction,
la méthode d’extraction et I’origine de la plante (Mohammedi, 2006). Pour d’autres plantes
par exemple Lavandula stoechas de la région de Oum el Alou, le rendement est de I’ordre de
2% non seulement en comparaison avec les autres plantes de genre différent mais aussi avec
la méme espece d’une autre région comme celle de Ain fezza qui a présenté un taux inférieur
a 1% ; ce qui confirme que la région d’origine influence beaucoup la sécrétion d’huile
essentielle d’une plante aromatique. L. stoechas provenant de la region d’Ouchba et Zarifet
ont comme teneurs en huiles essentielles 0,94% et 0,70% respectivement (Sidi Boulenouar et
Ziane, 2003). En revanche, Cistus ladaniferus et Smyrnium olusatrum ont présenté
respectivement un rendement faible de 0,1% et trés faible de 0,04%. Kaid Slimane (2004) a
obtenu une teneur en huile essentielle de Cistus ladaniferus de 0,36% pour la station de Hafir
et 0,13% pour la station de Zarifet et en notant que I’huile a été extraite par entrainement a la
vapeur. Dans la méme espéce, le contenu biochimique de I’huile essentielle trouvé dans les
fleurs, la tige ou les feuilles differe de maniere significative selon le lieu et les conditions
dans lesquelles la plante a fait sa croissance. La présence et la concentration de certains
constituants chimiques fluctuent également selon la saison et la maturation de la plante (Chu
et Kemper, 2011). Une grande variabilité est observée en comparant la composition chimique
de I’huile essentielle des graines de Z. zanthoxyloides et des feuilles de N. laevis provenant du
Bénin avec d’autres huiles issues de différentes origines géographiques (article 3).

5.4. Critique de la méthodologie employée pour les analyses biochimiques des

tanins

Les études phytochimiques antérieures réalisées sur les espéces Z. zanthoxyloides et N. laevis
montrent une composition riche et variée, caractérisee essentiellement par les différentes
classes de composés que nous avons identifiées mais les tanins ne sont pas dosés dans les
deux espéces.

Dans le chapitre 4 de notre these, pour doser les tanins dont les résultats sont publiés dans les
articles 4 et 5, nous avons choisi d’utiliser la méthode de Folin-Ciocalteu (réactif spécifique
des phénols), une méthode chimique se décomposant en deux dosages colorimétriques
successifs : le dosage des phénols totaux puis le dosage des phénols non-taniques d’un extrait
acétonique (Bruneton, 1999; Makkar, 2000). Ce second dosage est réalisé aprés la déplétion
des tanins de I’extrait par le polyvinyl pyrrolidone (PVPP) (Makkar, 2000; Schofield et al.,
2001). Le PVPP est une molécule capable de se lier aux tanins présents dans I’extrait et les
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complexes “’tanin/PVPP’’ sont retirés de I’extrait par centrifugation (Makkar et al., 1995).
Indirectement, la teneur en tanins totaux (TTs) de notre échantillon est déterminée par la
différence entre les teneurs en phénols totaux et en phénols non-tanniques. De méme, nous
avons utilisé les méthodes biologiques telles que la méthode traditionnelle, utilisant de la
poudre de peau, est appliquée dans le cas des drogues officinales (Bruneton, 1999; Ph. Eu.,
2011) et la méthode de la diffusion radiale (avec de I’albumine bovine ou du rubesco inclus
dans un gel d’agarose), une méthode simple permettant le dosage simultané de nombreux
échantillons (Makkar, 2000; Hagerman, 2002; Mueller-Harvey, 2006). Ces différentes
méthodes de dosage des TTs sont fondées sur la propriété des tanins a se fixer aux protéines.
En raison de leurs structures complexes et variées, I’analyse des tannins est délicate et leur
dosage est difficile. Lors d’études en parasitologie, I’analyse des échantillons est
généralement réalisée par le dosage des TTs et des tanins condensés (TCs), en associant des
méthodes chimiques (Butanol-HCl et Folin-Ciocalteu par exemple) et des méthodes
biologiques (diffusion radiale et celle de la Pharmacopée Européenne).

Pour le dosage spécifique et I’analyse des tanins condensés (TCs) dans les plantes étudiées, la
méthode colorimétrique du Butanol-HCI, développée par Porter et al. (1986), basée sur la
réaction de dépolymérisation des TCs en milieu acide est réalisée. Cette réaction a conduit a
la libération des anthocyanidines (molécules colorées) correspondant aux monomeres clivés
(Jean-Blain, 1998; Makkar, 2000; Schofield et al., 2001). Cette méthode permet un dosage
semi-quantitatif des TCs car les monoméres terminaux libérés ne donnent pas les
anthocyanidines correspondants et par conséquent, ils ne sont pas dosés (Schofield et al.,
2001). Cependant, la méthode au Butanol-HCI reste la méthode la plus utilisee (Makkar,
2000; Schofield et al., 2001; Hagerman, 2002). Dans les plantes, les TCs sont présents sous
différentes formes telless quelibres ou liées, c’est-a-dire ceux fixés aux protéines ou aux fibres
de la plante (Schofield et al., 2001). L’existence de ces deux formes (libres ou liées) a rendu
le dosage des TCs plus délicat. En général, les TCs sont majoritairement présents sous forme
libre (Terrill et al., 1992). Les conditions de stockage, de séchage et d’extraction de nos
échantillons peuvent influencer la proportion de TCs liés/libres obtenus [Schofield et al.,
2001]. Afin de rendre la stratégie de dosage des TCs liés facile, un traitement par des agents
chimiques, tel que le sodium dodécyl sulfate de sodium, doit étre réalisé ultérieurement a
I’étape d’extraction, afin de rompre les liaisons protéines-TCs et fibres-TCs et de libérer ainsi
les TCs liés (Makkar, 2000).
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5.5.  Activités anthelminthiques de Z. zanthoxyloides et de N. laevis

Dans les chapitres 1, 3 et 4 de notre thése, pour évaluer I’activité anthelminthique de nos
produits, nous avons choisi d’utiliser la méthode d’inhibition de la migration larvaire (LMI),
la méthode d’inhibition de I’éclosion des ceufs et la méthode d’inhibition du dégainement
larvaire (LDI). Le principe de la méthode d’inhibition de la migration larvaire est fondé sur la
capacité des différents composés actifs a paralyser les larves infestantes et a inhiber en
conséquence leur migration a travers un tamis dont la taille des pores suppose un processus
actif de la part des Ls. Le principe de la méthode d’inhibition de I’éclosion des ceufs est fondé
sur la capacité des substances actives a paralyser les larves dans les ceufs et a inhiber en
conséquence leur éclosion dans une plaque de 96 puits. La méthode d’inhibition du
dégainement larvaire est une méthode développée et standardisée initialement dans le
laboratoire de 'UMR 1225 (Bahuaud et al., 2006 ; Brunet et Hoste, 2006) qui présente
plusieurs intéréts par rapport a I’inhibition de la migration larvaire. Elle est plus simple a
mettre en ceuvre, moins consommatrice de larves, plus reproductible d’un laboratoire a
I’autre. Elle a enfin deux avantages fondamentaux suivants : elle est plus sensible que la LMI
ce qui, pour des gammes identiques de concentrations testées, facilite en général I’évaluation
des DLso (ou Dlsp) ; elle fournit des des informations utiles pour le calcul de doses minimales
nécessaires pour anticiper les effets anthelminthiques in vivo. Par ailleurs, sans que le
mécanisme d’action ait eté clairement identifié, une étude a indiqué que I’inhibition du
dégainement des L3s existe aussi en conditions in vivo et selon une relation dose-dépendante
comme généralement décrit in vitro (Brunet et al., 2007). Les raisons de ce choix initial sont
la facilité d’application des deux méthodes, leur emploi en routine non seulement dans le
laboratoire d’accueil mais aussi, plus largement, chez d’autres groupes travaillant sur des
thématiques proches par exemple

(Coles et al., 1992 ; Rabel et al., 1994 ; Molan et al., 2000 a, b ; Assi et al., 2003) ; ce qui
facilite la comparaison directe de nos résultats avec ceux publiés précédemment.

Pour les études biologiques du chapitre 5, les tests in vivo sont retenus. Les études in vivo
permettent de verifier la validité des résultats obtenus in vitro. Les deux techniques sont
indispensables et complémentaires.

Sur l'ensemble des résultats obtenus, lors des tests biologiques sur les quatre nématodes
parasites gastro-intestinaux, H. contortus et T. colubriformis sont plus sensible vis-a-vis des
tanins (article 4, 5 et 6) tandis que S. ratti un modéle d’étude des S. stercoralis, un agent
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pathogene de I’anguillulose humaine est plus sensible vis-a-vis des huiles essentielles (article
3) et des alcaloides testés (chapitre 4). Les effets anthelminthiques de la poudre de feuilles de
Z. zanthoxyloides et de N. laevis sont évalues in vivo sur H. contortus, T. colubriformis chez
les chevreaux avec un résultat encourageant (Azando et al., 2011a). Les propriétés
anthelminthiques de certaines plantes médicinales résultent de leur composition chimique.
Les tanins, les alcaloides, les flavonoides et les huiles essentielles jouent un role essentiel
dans I’activité anthelminthique des plantes (Paolini et al., 2003 ; Barrau et al., 2005, Azando
et al., 2011b). En effet, l'usage de plantes riches en tanins est proposé comme une stratégie
alternative pour le contr6le des nématodoses gastro-intestinales chez les petits ruminants dans
le but de réduire la dépendance vis-a-vis des traitements anthelminthiques chimiques et de
différer la sélection et la transmission des résistances aux anthelminthiques dans les
populations de vers (Hoste et al., 2006; Ketzis et al., 2006). Plusieurs études chez les ovins et
caprins ont montré qu'une alimentation riche en tanins est associée a une modulation de la
biologie des populations de vers adultes, en affectant I'excrétion de Il'euf en particulier
(Paolini et al., 2005). Chez les ovins infestés naturellement, il est observé que la
consommation des plantes riches en tanins condensés, favorise a la fois la résilience et la
résistance des sujets parasités (Athanasiadou et al., 2001a ; Niezen et al., 2002). Ces données
ont ensuite été confirmées lors d’infestations expérimentales, en utilisant différentes sources
de tanins, chez les moutons (Athanasiadou et al., 2001b) puis chez la chévre (Paolini et al.,
2003). L’hypothese d’un mode d’action direct des tanins condensés sur les nématodes gastro-
intestinaux est évoquée par de nombreux auteurs (Athanasiadou et al., 2001b; Hoste et al.,
2006). Cette hypothése est soutenue d’une part, par le fait que des effets anthelminthiques
soient mesurés in vitro, conditions ou I’influence de I’hdte est absent (Paolini et al., 2004;
Bahuaud et al., 2006), et d’autre part par les résultats obtenus lors des expériences in vivo sur
de courte durée, peu favorables a I’expression d’une réponse immunitaire de I’héte
(Athanasiadou et al., 2001b; Paolini et al., 2003). Les tanins sont principalement responsables
des propriétés anthelminthiques des feuilles de la plante comme I’ont prouvé des essais
précédents avec d’autres plantes riches en tanins [Brunet, 2008b ; Paolini, 2003]. Toutefois,
les molécules responsables de [I’effet anthelminthique de [I’huile essentielle de Z.
zanthoxyloides et N. laevis sont encore mal connues et restent a isoler. Plusieurs alcaloides
(Dieguez-Hurtado et al., 2003 ; Tringali et al., 2001), flavonoides (Barrau et al., 2005],
terpénoides et coumarines [Mara et al., 1992] ont été isolés des différents organes des plantes
appartenant au genre Zanthoxylum et peuvent également étre en partie responsables des
proprietés anthelminthiques. Des tanins ont été extraits de Zanthoxylum gilletti par Akandé et
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al. (1999). Mieux Ngassoum et al. (2003) ont mis en évidence dans les fruits secs de Z.
zanthoxyloides, de nombreux composés volatils, doués d’activité antimicrobienne contre
Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Escherichia faecalis, parmi lesquels le a-pinéne, composé
majoritaire de cette huile essentielle. L’activité ovicide de I'huile essentielle d’Ocimum
gratissimum Linn. (Labideae) et I’eugénol son composé majoritaire sur H. contortus, parasites
gastro-intestinaux des petits ruminants a été mise en évidence (Pessoa et al., 2002). De méme
Hussien et al. (2011) ont rapporté que les huiles essentielles de Coriandrum sativum Linn.,
Ocimum lamifolium ont un effet anthelminthique sur H. contortus. De plus, I’activité
antiparasitaire de I’atarine (3-dimethylallyl-4-methoxy-2-quinolone), alcaloide isolé de Z.
zanthoxyloides a été demontrée sur les larves de Schistosoma mansoni et Ostertagia
circumcincta, des parasites qui infectent I’Homme, ainsi que sur les formes adulte et larvaire
de Caenorhabditis elegans, un nématode libre (Perrett et Whitfield, 1995). Les tanins extraits
par Edeoga et Eriata (2001) de N. laevis justifient également les propriétés anthelminthiques
observées. D’autres recherches ont également montré que certaines plantes bioactives plus ou
moins riches en tanins et en huile essentielle peuvent inhiber partiellement ou complétement
le dégainement in vitro des larves Ls (Bahuaud et al., 2006). La perturbation de I’installation
des larves L; (article 7) réside également dans la capacité de la plante a inhiber la migration
larvaire. Les extraits de Z. zanthoxyloides et de N. laevis immobilisent in vitro les larves L; de
T. colubriformis d’H. contortus, de S. ratti et S. stercoralis (articles 1, 3, 4, 5 et 6).Facilement,
Robinson et.al. (1990) ont prouvé I’inactivation des nématodes parasites gastro-intestinaux
humains (S. stercoralis) par des extraits des feuilles vertes de Mimosa pudica, de Cuscuta
americana, de Stachytarpheta jamaicensis, de Salvia serotina et d’Artocarpus altilis.

Par ailleurs, des lésions structurelles sont également observées sur les larves L3 ayant été en
contact avec des extraits de plante riche en tanins (Sainfoin) (Brunet, 2008 a). De telles
altérations rendent difficile I’installation et le développement des larves infestantes et
perturbent énormément leur cycle de vie. La forte pression d’utilisation qui pése sur Z.
zanthoxyloides fait d’elle une plante menacée et un programme de sauvegarde doit étre
envisagé pour son exploitation durable (Hounzanghbé-Adote, 2004).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Conclusion

L’ensemble des travaux de recherche réalisé au cours de notre thése de doctorat permet de
valoriser N. laevis et Z. zanthoxyloides, deux des essences médicinales de la flore du Bénin.
L’étude phytochimique bio-dirigée ainsi réalisée, permet de mettre en évidence I’activité
anthelminthique des extraits et fractions de plantes, confirmant les effets rendiqués par les
éleveurs et les tradipraticiens. La caractérisation botanique des plantes réalisée nous permet de
trouver la taxonomie fiable des données de la fiole des especes de N. laevis et de Z.
zanthoxyloides. La maitrise de la technique de caractérisation botanique des plantes nous
permet désormais de dresser une véritable “’Carte d’identité’”” a chacune des matiéres
premieres qui sont mises a notre disposition et d’en assurer la reproductibilité et la tracabilité
et leur sécurisation. L’étude phytochimique a abouti parfois a la concentration, I’isolement et
I’identification des molécules qui peuvent en partie ou totalement selon le cas étre
responsables des effets observés. Les résultats de nos travaux permettront la mise place d’une
unité de production de Médicaments Traditionnels Améliorés (MTA) a moindre co(t et surtout
accessible a la population locale. Les travaux ultérieurs nous permettent d’élucider le mode
d’action des extraits de plantes et des molécules concentrées ou identifiées et méme de
standardiser ces extraits, ce qui permet de mieux rentabiliser leur utilisation en médicine

traditionnelle.

Perspectives

Pour les années a venir et fort des résultats obtenus a ce jour, nous comptons orienter nos

activités de recherche sur les quatre axes principaux suivants :
-Caractérisation botanique

Ayant apporté une contribution & la botanique de ces familles des Bignoniaceae et des

Rutaceae, nous comptons le faire également sur d’autres familles de plantes médicinales. Le
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laboratoire d’Ethnopharmacologie de la Faculté des Sciences Agronomiques (FSA) de
I’Université d’Abomey-Calavi (UAC) auquel nous sommes affiliés travaille actuellement sur
les plantes suivantes : Parkia biglobosa (Jacq.) R.Br. ex G.Don (Mimosoideae) ; Terminalia
avicennoides Guill. Et Perr (Combretaceae), Sclerocarya birrea (A.Rich.) Hochst.

(Anacardiaceae). Ce travail doit étre poursuivi sur des plantes appartenant au méme genre.
-Etude pharmacologique.

De part mon cursus et les compétences acquises, nous souhaitons poursuivre nos activités de
recherche en collaboration avec d’autres laboratoires de recherche qui nous permettent une
approche tout a fait originale de la valorisation des médecines traditionnelles sur des bases
scientifiques a l'interface de la chimie et de la biologie. Nos travaux rentrent dans le cadre de
la recherche des substances naturelles d’intérét thérapeutique a partir du matériel vegétal
provenant d’especes médicinales. Gréce a I’acquisition de techniques modernes de
pharmacologie nous avons pu mettre en évidence les propriétés thérapeutiques de certains
extraits de plantes clamées par les éleveurs et les tradipraticiens. Ces propriétés portent sur
I’activité anthelminthique, dont les premiers résultats connus sont tres encourageants.

Une bonne maitrise des techniques d’extraction, de fractionnement, de concentration, de
purification et d’identification des substances issues des plantes doit nous permettre d’isoler
des métabolites secondaires qui peuvent étre considérés comme des principes actifs. Afin de
contribuer de maniére efficace au développement de la phytothérapie, il s’avere important de
poursuivre I’identification des groupes de composés et des composés responsables des effets
anthelminthiques observés ce qui pourra contribuer efficacement a la standardisation des
extraits de plantes. Une part non moins importante doit étre accordée a la poursuite de I’étude
de la toxicité des extraits de plante afin de rationaliser I’'usage des plantes médicinales pour la

population locale.

Les mécanismes d’action des extraits, fractions, molécules concentrées, identifiées et isolées

doivent étre egalement envisagés pour mieux comprendre I’activité biologique.

-Etude phytochimique
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Ayant apporté notre contribution a la chimiotaxonomie de ces familles de plantes, nous
comptons le faire également sur d’autres familles de plantes. De nouvelles substances actives
des plantes étudiées et a étudier qui doivent servir de base de travail a une étude de type «
Relation structure-Fonction » dans le cadre de la théorie anthelminthique sont a isoler et a

identifier.
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-Synthése des molécules

Pour des métabolites secondaires isolés, présentant une ou des propriétés biologiques
intéressantes, nous allons les aborder en collaboration avec les chimistes pour une synthese
totale. Des modifications structurales (hémi syntheses) doivement étre également réalisées sur
des molécules a activités faibles ou modérées dans le but d’augmenter leurs fonctions et

d’établir des relations structure- fonction pour ces molécules.
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ANNEXE 1: Certification des la plante de N. laevis

CERTIFICAT D'IDENTIFICATION

Le Responsable de I’Herbier National du Bénin, soussigné, certifie que la
plante récoltée par Messieurs OLOUNLADE A. Pascal et AZANDO V. Eric,
des Laboratoires de Zootechnie/FSA/UAC et de Pharmacognosie et Huiles
essentielles/FAST/UAC, dans le cadre de leurs travaux de recherche

est identifiée sous :

Numéro : AA 6302 / HNB
Nom scientifique : Newbouldia laevis (P. Beauv.) Seemann ex Bureau

Famille : Bignoniaceae

En foi de quoi, le présent certificat leur est délivré pour servir et valoir

ce que de droit.

==, Le Responsable,

Professeur Akpovi AKOEGNINOU.-

Université d’Abomey-Calavi, Faculté des Sciences et Techniques

Tél. (229) 36 00 74 / 36 01 26 poste 333 » Fax (229) 30 - 55 - 50
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ANNEXE 2: Certification de la plante de Z. zanthoxyloides
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CERTIFICAT D’'IDENTIFICATION

Le Responsable de I"Herbier National du Bénin, soussigné, certifie que la
plante récoltée par Messieurs OLOUNLADE A. Pascal et AZANDO V. Eric,
des Laboratoires de Zootechnie/FSA/UAC et de Pharmacognosie et Huiles
essentielles/FAST/UAC, dans le cadre de leurs travaux de recherche

est identifiée sous :

Numéro : AA 6301 / HNB
Nom scientifique : Zanthoxylum zanthoxyloides (Lam.) Zepernick & Timler

Tamille :  Rutaceae

En foi de quoi, le présent certificat leur est délivré pour servir et valoir

ce que de droit.

~~=Leg Responsable,

Professeur Akpovi AKOEGNINOU.-

Université d’Abomey-Calavi, Faculté des Sciences et Techniques

Tél. (229) 36 00 74 / 36 01 26 poste 333 - Fax (229) 30 - 55 - 50
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