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I. INTRODUCTION / ENONCE DU PROBLEME

La drépanocytose ou hémoglobinose S est une maladie
héréditaire résultant d’une anomalie structurale de 1’hémoglobine
normale [Hb A].

Biologiquement, elle se caractérise par la présence
d’hémoglobine S dans les globules rouges [WAJCMAN et coll.,1992].

Cliniquement, les crises drépanocytaires se manifestent
par des accidents aigus douloureux qui émaillent la vie des
malades. Ces signes sont plus révélateurs de la maladie
drépanocytaire que ne l'est 'anémie [BEGUE, 1984].

Cette maladie sévit un peu partout dans le monde et
surtout au sein de la race noire. Chez les noirs des Etats Unis
d’Amérique 7 a 10% sont porteurs de la tare [PEQUIGNOT, 1964]. Ce
sont essentiellement les noirs africains vivants entre le 158 paralléle
de latitude Nord et le 20¢ paralléle de latitude Sud qui sont les plus
atteints; en effet 5 a 20% de la population portent le trait
drépanocytaire [Le BRAS,1987 ; TESTA et coll.,1989]. Ces chiffres
correspondent a un pourcentage d’homozygote de 1 a 3%
[BEAUVAIS,1981].

De 1987 a 1989, les enfants drépanocytaires ont représenté
292% des admissions dans le service de Pédiatrie du Centre
hospitalo-universitaire de Lusaka (Zambie). Parmi eux, 22,72% y
ont trouvé la mort du fait des crises vaso-occlusives [ATHALE et
coll.,1994].

Plus prés de nous, 1,66% des enfants hospitalisés entre
janvier 1994 et décembre 1995 au Centre hospitalier départemental
du Zou (Benin) étaient des drépanocytaires homozygotes SS ou
double hétérozygotes SC [SOSSOU et coll.,1998].

La fréquence de la drépanocytose en Cote d’ivoire a été de
12% en 1989 [ANDRE et coll.,1989]. Au Burkina Faso, cette
fréquence a été de 'ordre de 17% en 1982 |[BROUSSAL et coll.,
1982].

Socialement, le drépanocytaire homozygote était l'objet de
nombreuses discriminations. Discriminations des parents, des
camarades d’école, des enseignants, qui vont élaborer chez lui une
personnalité de «fragile assisté » [LE BRAS,1987]. De nos jours,
cette vision que l'on se faisait du drépanocytaire a évolué du fait des
sensibilisations qui sont faites en direction de lentourage du
malade.

Lorsque le drépanocytaire est mal pris en charge, son vécu
est fait de souffrances intenses, longues et récidivantes.
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La drépanocytose est manifestement un probléme de santé
publique en Afrique noire.

Sur le plan thérapeutique, de nouvelles approches visant a
éviter les phénomeénes vaso-occlusifs de la drépanocytose sont
entrain d’étre développées. La premiére tendance vise a inhiber la
polymérisation de I’'hémoglobine S par divers moyens (augmentation
de la solubilité de I’'némoglobine S, dilution de ’'hémoglobine S,
prévention médicamenteuse de la déshydratation érythrocytaire,
augmentation de l'affinité de I’némoglobine S pour L'oxygéne,
stimulation de la production de 'hémoglobine foetale). La deuxiéme
tendance vise a diminuer le piégeage des érythrocytes en agissant
sur le tonus vasculaire ou sur 'adhérence érythrocytaire. La
troisiéme tendance consiste & remplacer le géne anormal en
réalisant une transplantation médullaire ou en recourant 4 une
thérapie génique. [FONDU,1999] .

Cependant, comme pour beaucoup d’autres maladies
génotypiques, la drépanocytose ne connait pas a ’heure actuelle de
traitement de fond [GALACTEROS ,1981].

L’ambition des praticiens est d’améliorer la qualité de vie
des malades. Ainsi la plupart d’entre eux prescrivent un traitement
purement symptomatique ou physiopathologique.

Les répercutions socio-€conomiques néfastes sont
indéniables pour les populations quant on connait le colt prohibitif
des spécialités pharmaceutiques de la drépanocytose a efficacité pas
toujours évidente, le caractére familial et chronique de la maladie.

Face a cette situation, lInstitut de Recherche en Sciences
de la Santé (I.R.S.S) a entrepris de valoriser un produit alternatif de
la médecine traditionnelle entrant dans le traitement de la maladie

drépanocytaire au Burkina Faso: le FACA ® (mélange de poudres de

deux drogues végétales dont une poudre d’écorces de racines de
Calotropis procera Ait (Asclepiadaceae) .

Cette poudre s’est révélée cliniquement efficace dans le
traitement de la crise drépanocytaire chez des enfants au Centre
Hospitalier National Yalgado QOuédraogo de Ouagadougou
[GUISSOU et coll.,1995].

Les études pharmacologiques de Calotropis procera
Att.(Asclepiadaceae), objet de notre travail ont porté jusqu’ici sur les
propriétés analgésique, antipyrétique, bactéricide (MASCOLLO et
Coll.,1988), antitussive (DIEYE et coll.,1993), anti-inflammatoire
(KUMAR et coll,,1994), antifongique (VOHORA et coll.,1997).
L’action de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) sur la contraction
des muscles lisses a fait l'objet d’études.
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Le but de notre étude est de trouver des supports
pharmaco-chimiques explicatifs de la participation des écorces de
racines de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) dans le traitement
de la maladie drépanocytaire. L'inflammation, la falciformation et la
thrombose étant des composantes de la crise drépanocytaire
[BERNARD et coll.,1996], les propriétés antifalcémiante , ant -
inflammatoire et relaxante des muscles lisses vont constituer nos
axes de travail. L’étude de l'activité antispasmodique de la « drogue »
sur un intestin isolé de rat a servi de modéle d’étude de la derniére
propriété.

La seule efficacité pharmacologique d’'une substance ne
peut justifier son introduction en thérapeutique. En effet, elle ne
doit pas produire d’effets toxiques aux doses thérapeutiques. Aussi,
une étude de toxicité aigué a été réalisée.
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Objectif général :

Etudier des propriétés pharmacochimiques du
maceéré aqueux des écorces de racines de Calotropis procera Att.
(Asclepiadaceae) utilisées en phytothérapie de la maladie
drépanocytaire au Burkina Faso.

Objectifs spécifiques :

1. Caractériser des composantes phytochimiques du
macéré aqueux des écorces de racines de
Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae).

2. Evaluer la toxicité aigué du macére.

3. Mesurer l'activité antifalcémiante du macéré.

4. Tester les propriétés anti-inflammatoires et
relaxante des muscles lisses du macéré.
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GENERALITES : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. LA DREPANOCYTOSE

I.1. Définition :

La drépanocytose ou hémoglobinose S est une maladie
héréditaire résultant d'une anomalie structurale de ’'hémoglobine
normale (HbA). En effet, cette anomalie est une substitution d’un
acide glutamique par une valine en position 6 de la chaine B de
’'hémoglobine . [WAJCMAN et coll.,1992]

La drépanocytose a de nombreux synonymes :

- sicklanémie,

- sickléemie,

- anémie a hématies falciformes,

- anémie de Herrick,

- anémie de Dresbach,

- syndrome de Dresbach,

- maladie de Herrick,

- anémie drépanocytaire . [MANUILA et coll.,1970]

I.2. Physiopathologie

La modification de la structure de I’'hémoglobine A (HbA) en
hémoglobine S (Hbs) favorise la polymérisation de la forme
désoxygénée. Cette polymérisation entraine une déformation des
hématies qui prennent une forme en faucilles (drépanocytes). Elle se
fait généralement a basse pression en oxygene. [WAJCMAN et
coll.,1992]

Les drépanocytes tendent a bloquer les petits vaisseaux et
provoquent des thromboses [BERNARD et coll., 1996]. Ces
thromboses sont a lorigine de phénoménes inflammatoires au
niveau des territoires osseux, péri-articulaires, et des tissus mous.
[BEGUE, 1984

1.3. Symptomatologie [BEGUE, 1984 ; BERNARD et
coll., 1996 |

On distingue une forme homozygote et des formes
hétérozygotes :



Thése de pharmacie Université de Ouagadougou

1.3.1. La drépanocytose homozygote : forme SS :

Elle se manifeste déja dés la petite enfance par une
altération de I’état général, des douleurs articulaires fébriles, des
douleurs abdominales, un ictére hémolytique ou parfois des ulcéres
de jambe.

Elle évolue vers des crises d’hémolyses répétées et surtout
par des crises de thromboses avec des symptomes variables :
infarctus spléniques (favorisant les infections) ,viscéraux et osseux.

1.3.2. Les formes hétérozygotes :

+ Forme AS :
Elle est pratiquement asymptomatique. Elle peut se
manifester par une hématurie ou par un infarctus ou micro

infarctus splénique a long terme.

* Forme SC ou double hétérozygotisme SC :

Les signes sont moins sévéres que dans la drépanocytose
homozygote.

. Association drépanocytose-Hb Lepore :

Elle se manifeste cliniquement de la méme maniére que la
drépanocytose homozygote.

. Association HbS-HbD Pundjad :

Elle présente la méme sévérité que 'hémoglobinose SS.

. Associlation de la drépanocytose a une thalassemie :

- f-thalassodrépanocytose ou microdrépanocytose
- «a-thallassemie et drépanocytose SS :

La survie de ces malades est prolongée par rapport aux
drépanocytaires homozygotes simples.

10
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- a-thalassemie et drépanocytose hétérozygote :
Cette association est bien tolérée cliniquement.

En outre, les facteurs déclenchant les crises
drépanocytaires sont entre autres , l'infection (source d’acidose et de
fievre), l'humidité, le froid, le surmenage, laltitude, Ila
déshydratation due aux gastro — entérites.

1.4. Thérapeutique de la drépanocyvtose

I nexiste pas de traitement standard de Ila
drépanocytose.[SANGARE, 1990]

1.4.1. Traitement de la crise vaso-occlusive. [BEGUE,
1984 ; SANGARE, 1990]

- La réhydratation :

Une réhydratation rapide, contrélée est un geste essentiel
dans le traitement de la crise drépanocytaire. Elle permettra de
diminuer les facteurs de viscosité, d’hémoconcentration qui sont
sources de thromboses, d’anoxie, et d’acidose.

- La transfusion sanguine :

Sa pratique systématique est a éviter a cause du risque
d’augmentation de la viscosité sanguine. Elle n’est indiquée que
dans les cas précis suivants :

* Une anémie aigué€ ou une anémie ou le taux d’hémoglobine
est inférieur a 6g/dl,

* Des thromboses d’organes nobles (cerveau, rein,
poumon...),

* Une préparation a une intervention chirurgicale importante.

- Autres médicaments :

* Les antalgiques : des antalgiques comme l’aspirine et le
paracétamol sont utilisés. Le premier agit aussi comme anti-
agrégant plaquettaire.

11
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* Les anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires non
stéroidiens comme le kétoproféne peuvent étre utilisés.
* Les vaso-dilatateurs : [ls semblent abréger la durée de la

crise lorsqu’ils sont administrés précocement. Exemples :
dihydroergotoxine, vincamine.

* L'oxygéne : il est indiqué dans les accidents cérébraux,
dans les défaillances cardiaques et dans les crises anémiques.
* Molécules a visée « spécifique » anti-drépanocytaire : leur

but est de diminuer la durée de la crise en agissant sur les
hématies falciformes ou sur les troubles hémobiologiques qui
l'accompagnent. Les perfusions d’urée , de cyanate de sodium, de
pentoxyfylline en sont des exemples.

1.4.2. Traitement des complications

- Les thromboses : les thromboses cérébrales, abdominales,
et surtout osseuses nécessitent une perfusion controlée rapide et
une exsanguino-transfusion.

- Les infections : Une antibiothérapie a large spectre doit
étre faite chez 'enfant drépanocytaire fébrile.

- La transplantation médullaire est actuellement envisagée
dans le traitement de la drépanocytose.

1.5. Des médicaments de la crise drépanocytaire

I1.5.1. Les antalgiques :

Ce sont des médicaments a action symptomatique. lls
atténuent ou abolissent les sensations douloureuses sans agir sur
'étiologie de la douleur. [COHEN, 1997]

[Is sont classés en paliers :

Palier I : il est constitué par des analgésiques périphériques
non morphiniques comme l'acide acétyl salicylique, le paracetamol.

Palier Il : on peut y citer les morphiniques mineurs comme
la codéine, la dextropropoxyphéne , la buprénorphine.

Palier III : les morphiniques majeurs comme la morphine le
constitue.

A ces antalgiques on associe souvent les co-analgésiques
que sont les anti-inflammatoires, les neuroleptiques et les
antidépresseurs.

12
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1.5.2. Les anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capables de
diminuer ou de supprimer les réactions inflammatoires.

Linflammation se caractérise cliniquement par la rougeur,
la chaleur, 'cedéme et la douleur au niveau des tissus atteints.

Deux grandes classes d’anti-inflammatoires  sont
distinguées :

- Les anti-inflammatoires stéroidiens,

- les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

Ce sont ces derniers qui sont utilisés dans le traitement de
la crise drépanocytaire. Ils sont aussi antipyrétiques mais pas
hypothermisant [BOURIN et coll.,1993]. Exemples d’AINS : acide
acétyl salicylique (aspirine®), phénylbutazone (butazolidine®),
indométacine (indocid®), kétoproféne (profenid®).

1.5.3. Les vasodilatateurs

La vasodilatation modifie la distribution du sang entre des
zones normales et des régions ischémiées ou la pression artérielle
est abaissée. Cette vasodilatation résulte d’'une relaxation du muscle
lisse vasculaire [CLAUDE, 1988], permettant ainsi une meilleure
circulation sanguine et une meilleure oxygénation des organes.

En thérapeutique, les relaxants des muscles lisses
(antispasmodiques ou spasmolytiques ) sont classés en
anticholinergiques et en inhibiteurs du calcium.

. Les relaxants anticholinergiques , expérimentalement,
lévent les contractions provoquées par 'acétylcholine mais non ceux
provoqués par le chlorure de baryum.

. Les relaxants inhibiteurs du calcium levent les
contractions de la fibre musculaire lisse provoquées par le chlorure
de baryum [COHEN, 1997] . Cette action est possible grace a
I'inhibition du canal calcique de la fibre lisse [LANDRY,1989].

Quelques molécules vasodilatatrices :

- Co-dergocrine(mésilate) ou dihydroergotoxine
(hydergine® ):

13
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il présente une activité vasodilatatrice par blocage des récepteurs
alpha. Cette activité pourrait résulter aussi de mécanismes
papavériniques.

_ Pentoxifylline (torental®) : elle restituerait aux hématies
leur pouvoir de déformabilité diminué dans certaines situations
pathologiques. Elle posséderait également une action relaxante sur
la fibre musculaire lisse des vaisseaux.

[DUCHENE-MARULLAZ et coll.,1988]

II. Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae)

II.1. Description botanique :

Calotropis procera Ait. (Asclepiadaceae) ou arbre a soie en
Frangais, « puspuga » en Mooré, « fogofoko » en Bambara, « buan »
en Peul, appartient a la famille des Asclepiadaceae [BERHAUT,
1967 ;BERHAUT,1971; HANS-JURGEN VON MAYDELL, 1990].

C’est un arbuste pouvant atteindre 5 métres de hauteur .

Ses feuilles sont oblongues, obovales a largement obovales,
cordées a la base abruptement et courtement acuminées jusqu’a
30cm de longueur et 15cm de largeur, coriaces, glauques.

Les inflorescences de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae)
sont ombelliformes, pédonculées, extra-axillaires. Les fleurs sont
verdatres avec des taches bleues ou violettes.

Les fruits sont des follicules subglobuleux a ovoides,
jusqu’a 10 cm de longueur et 8cm de diamétre.

Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) est répandu dans les
régions séches de 'ancien monde. [ ADJANOHOUN et coll.,1987].

14
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CALOTROPIS PROCERA

Figure 1: Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) [HANS-JURGEN
VON MAYDELL]

15
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II.2. Usages en médecine traditionnelle

Le macéré aqueux des feuilles de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) avec le fruit de Cola nitida est conseillé en cas
de menace d’avortement.

Les feuilles sont machées et avalées dans les envenimations
par morsure de serpent.

Séchées et pulvérisées, elles sont proposées dans les crises
d’asthme.

Le décocté aqueux des feuilles est bu pour traiter la
coqueluche et la tuberculose.

Les racines sont utilisées comme anti-asthmatiques et
entrent dans le traitement de la folie. [ADJANOHOUN et coll.,
1987]

Les racines sont machées (sans avaler) pour calmer les
maux de dents. Le charbon des racines, les écorces de racines sont
employées contre le rhumatisme.[BERHAUT, 1971]

Les feuilles et les racines entrent dans le traitement de la
drépanocytose au Burkina-Faso. [NACOULMA, 1996 ; OUATTARA,
1991]

Le suc, caustique, est utilisé comme résolusif, révulsif,
rubéfiant contre les douleurs rhumatismales, ou antitussif en
application sur la poitrine .[BERHAUT, 1971]

En Arabie Saoudite ,la décoction des parties aériennes de
Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) est utilisée dans le
traitement de certaines maladies a manifestations fébrile,
douloureuse, spasmodique ou a type de constipation. [MOSSA et
coll.,1991]

II.3. Propriétés pharmacologiques établies

L’extrait éthanolique des feuilles de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) a montré une activité insecticide contre
Sarcophaga haemorrhoidalis. [LE, 1997]

L’activité anti-inflammatoire du latex de Calotropis procera
Ait(Asclepiadaceae) a été démontrée par KUMAR et coll.(1994).

L’extrait éthanolique des fleurs de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) a montré une activité anti-inflammatoire,
antipyrétique, légérement analgésique, bactéricide.[MASCOLO et
coll.,1988]

Des extraits organiques des fleurs ont montré une activité
antifongique contre Candida albicans. [VOHORA et coll., 1997]
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L’extrait chloroformique des racines de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) inhibent les ulcéres gastriques provoqués par
I’'aspirine, lindométacine, 1’éthanol, ou par le stress. Il inhibe par
ailleurs le métabolisme de l'acide arachidonique. [SEN et coll.,1988]

L'extrait éthanolique des parties aériennes de Calotropis
procera Ait. (Asclepiadaceae)] a une activité antipyrétique,
analgésique, bloquante de la transmission neuro-musculaire. Il
provoque la contraction de lintestin isolé de cobaye, laquelle
contraction est inhibée par 'atropine. [MOSSA et coll., 1991]

L’extrait aqueux des écorces de tiges a montré une activité
antitussive per-os chez le cobaye. [DIEYE et coll.,1993]

Le macéré aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait. a présenté une activité antifalcémiante [OUATTARA
1991].

I1.4. chimie [KERHARO et coll.,1974]
I1.4.1. Le latex

Sept hétérosides y ont été isolés :
¢ Hétérosides de Hess et coll. :
- calotropine
- calactine
- calotoxine
- uscharine
- uscharidine
- voruscharine
¢ Hétéroside de briischweiller et coll. : proceroside
Ces sept principes chimiques sont cardiotoxiques. Parmi eux,
seules l'uscharine et la voruscharine sont des alcaloides.
Le latex contient aussi :
- La calotropaine : enzyme protéolytique,
- le taroxstérol
- la 5-amyrine et des traces de glutathion

I1.4.2. Les feuilles et les tiges contiennent les méme
substances en particulier la calotropine. La présence d’alcaloides a
été notée dans l'extrait aqueux de tige d’origine pakistanaise.
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I1I. GROUPES PHYTOCHIMIQUES HYDROSOLUBLES A
PROPRTETES ANTI-INFLAMMATOIRE ET/OU
ANTISPASMODIQUE ET/OU ANTIFALCEMIANTE :

Le macéré aqueux brut de tout ou partie d’'un végétal peut
contenir les substances hydrosolubles suivantes :

- les glucides (oses, polyoses, polyuronides),

- les glycosides (hétérosides); Ces glycosides peuvent étre
triterpéniques, stéroliques, ou des flavonosides, des
anthracénosides, des coumarines.

- les alcaloides sels. [CIULEI, 1982]

Un certain nombre d’entre ces substances ont une activité
anti-inflammatoire et/ou antispasmodique et/ou vasodilatatrice
coronarienne et/ ou antifalcémiante.

II1.1. Les flavonoides

Souvent anti-inflammatoires, les flavonoides peuvent étre
antispasmodiques. [BRUNETON,1993; CHOUCHANE et coll.,1993]

II1.2. Les coumarines

Leur intérét pharmacologique est limité, mais il faut noter
que la visnadine (qui est une pyranocoumarine isolée de khella ) est
commercialisée pour ses propriétés vasodilatatrices coronariennes
et aussi pour son action favorable sur les troubles de la sénescence
cérébrale. [BRUNETON, 1993]

II1.3. les triterpénes et les stérols

IIs peuvent présenter des activités anti-inflammatoire et
analgésique. [BRUNETON,1993; VOHORA et coll., 1997]

II1.4. Les saponosides

De nombreuses drogues doivent leurs propriétés anti-
inflammatoire et anti-cedémateuse a des saponosides. Certains
saponosides comme ceux de Platycodon grandiflorum Dc. ont des
propriétés analgésiques.[BRUNETON, 1993]
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II1.5. Les alcaloides

Ce sont des substances trés actives a faibles doses, sous
forme bases ou sels. IIs ont des propriétés biologiques variées par
interaction avec les neuromédiateurs des muscles lisses.

Si certains sont sympathomimétiques (exemple : Ephédrine)
ou parasympathomimétiques (exemple :pilocarpine), d’autres sont
anticholinergiques donc antispasmodiques (exemples : Atropine,
Hyoscyamine).[BRUNETON, 1993]

La papavérine qui est un alcaloide a wune action
antispasmodique et hypotensive par vasodilatation périphérique.
[DOMART et coll., 1991]

II1.6. Autres :
Un acide organique ( acide 2-hydroxyméthylbenzoique )

isolé d’'une plante a montré une activité anti-falcémiante in vitro
[SOFOWORA, 1991].
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Quelgues novaux de base entrant dans la structure des alcaloides :
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Formules chimiques de quelques génines triterpéniques :
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Formules chimiques de quelques génines stéroidiques :

Siesgenine

~écogénine

Tuscogénine
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IV. LA TOXICITE GENERALE AIGUE D'UNE

DROGUE.

Elle caractérise la toxicité aprés administration d’une dose
unique d’une substance.

Elle se manifeste par un toxidrome et une atteinte des
organes a fonction vitale . Son évaluation permet d’apprécier les
doses qui engendrent la mort de l'animal et les circonstances de la
mort . A cet effet, la dose minimale mortelle (DMM) et la dose létale
50% (DL50) sont généralement déterminées :

IV.1. La DMM :

C’est la dose minimale de la substance capable de tuer un
animal par administration par voie veineuse lente (larrét cardiaque
signe la mort). Elle peut servir a faire le choix des niveaux de doses
retenues pour la détermination de la DL50.[CLAUDE, 1988]

IV.2. La DL50:

C’est la dose de substance capable de provoquer par la voie
d’administration choisie la mortalité cumulée de 50% des animaux
d’une population mise en expérience. Elle s’évalue a partir de lots
d’animaux auxquels correspondent des doses de la substance.

La méthode de MIILER et TAINTER peut permettre de
déterminer graphiquement la DL50 en tragant sur du papier log-
probit les pourcentages de mortalité par rapport au logarithme de
la dose. [ CLAUDE ,1988]

La méthode de LITCHFIELD et WILCOXON est aussi une
méthode de détermination de la DL50. Elle consiste a reporter les
taux de mortalité sur un graphique «logarithme-probabilité » et &
tracer la droite la plus probable passant par les points obtenus. On
lit ensuite sur le graphique les doses correspondant a 16% , 50% ,
84% ; Ce sont respectivement les DL16, DL50 , DL84. Le calcul de
I'ntervalle de confiance de la DL50 se fait selon les étapes
suivantes :

- calcul de « S » ou pente de la droite :
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S= _DL84/DL50+DL50/DL16
2

- calcul des limites de confiance de la DL50 ;
n’ = nombre total d’animaux traités dont les taux de mortalité sont
compris entre 16% et 84% .

e =2,77Vn’
fDL50=Se

En joignant avec une régle les valeurs de « S » et de « e » sur
l'abaque appropriée, on peut également lire «f» au point
d’intersection de la régle et de I'échelle centrale. '

Pour p = 0,05 ,
¢ limite supérieure de confiance de la DL50=DL50 x fDLS50
e limite inférieure de confiance de la DL50=DL50/fDL50
[COLOT ,1972]

Dans la pratique, la détermination de la DL50 consiste a
utiliser des lots d’animaux homogénes auxquels on administre par
une voie choisie une seule dose de substance par lot. Si possible, les
doses doivent couvrir des pourcentages de mort de 0 a 100% .

Au bout de 2 heures, 24 heures,48 heures ou 72 heures, les
animaux morts par lot sont dénombrés. La détermination de la
DL50 a 24 heures ou a 48 heures exprime la toxicité immeédiate
tandis que celle de deux semaines exprime et la toxicité immeédiate
et la toxicité retardée. [CLAUDE, 1988]

IV.3. Une observation qualitative de la toxicité
aigué (ou toxidrome) :
Elle est nécessaire au cours de ’étude de toxicité aigué
d’une substance.
La valeur de la DL50 d’'une substance permet de la situer
sur 1’échelle de toxicité de substances chimiques de HODGE et
STERNER. [CLAUDE ,1988]
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Tableau I : Echelle de toxicité de substances chimiques {(d’apres
AC HODGE et J.H. STERNER,1949) :

[Classe de toxicité DLS0 pour la souris |Doses toxiques pour
ou le rat un enfant (12,5Kg)
Extrémement toxique |<1lmg/Kg Environ 8mg (il est
généralement

suffisant de gouter le
produit pour
provoquer une

intoxication

Trés toxique 1 a50mg/kg Une petite gorgée ou
500ul

Moyennement toxique |50 a 500mg/kg Une cuillerée a café
ou 10ml

Faiblement toxique 0,5 a 5g/kg Un coquetier

Pratiquement non 5aldg/kg Environ 180g

toxique

Relativement sans >15g/kg >180g

danger
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Troisieéme partie :

NOTRE TRAVAIL
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Chapitre I : MATERIEL ET METHODES

I._CADRE DE L'ETUDE :

Notre étude s’est menée dans les Laboratoires de pharmaco-
toxicologie, et de Chimie du département Médecine et PHArmacopée
TRAditionnelle/Pharmacie @ (MEPHATRA/PH) de [IInstitut de
Recherche en Sciences de la Santé ([.R.S.S). L’ I.LR.S.S est un des
instituts du Centre National de Recherche Scientifique et
Technologique (C.N.R.S.T) qui est chargé de coordonner Iles
programmes nationaux de recherche du Burkina Faso.

Le département MEPHATRA/PH est chargé de valoriser la
médecine et la pharmacopée traditionnelles a travers des études
ethnopharmacologiques, phytochimiques, et toxico-
pharmacologiques de plantes médicinales; ceci dans le but de
conduire a la production de médicaments..

II. MATERIEL D'ETUDE

II.1. Le matériel vegétal:

I1 a été le méme pour les études toxicologiques,
pharmacologiques, et phytochimiques : Les racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepiadaceae) ont été récoltées a la périphérie de la
ville de Ouagadougou (zone de savane) pendant le mois de novembre
1998 (saison séche). Les écorces de ces racines ont été arrachées
puis séchées a l'air libre (a 'abri du soleil et de la poussiére). Ces
écorces ont été ensuite pulvérisées au mortier.

II.2. Matériel d’études phytochimiques

- Chromatoplaques de silice G60 F254 de dimensions 20cm
x 10cm x 0,2mm ,
- cuves pour chromatographie sur couche mince,
- solvants et réactifs nécessaires aux révélations des
groupes phytochimiques,
- spectrophotométre densitométre UV-visible couplé a une
imprimante,
-lampe UV a deux longueurs d’onde (254 et 366nm).

I1.3. Matériel d’études biologiques
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I1.3.1. Les animaux d’étude :

Des souris femelles de souches N.M.R.I pesant entre 20 et
30g ont été utilisés pour l'étude de toxicité. Les males ont servi a
I'étude de l'activité anti-inflammatoire.

Des rats males de souche WISTAR pesant entre 150 et 200g
(dont les duodénums ont été prélevés aprés dislocation cervicale)
ont été utilisés dans I'étude de l'activité relaxante des muscles
lisses.

Tous ces animaux ont été préalablement mis a jeun
pendant 18 heures avant leur utilisation. Ces animaux sont élevés a
I'animalerie de I’ [.R.S.S a une température ambiante de 23-25°c et
75% d’humidité. Ils sont nourris au tourteau de blé et a 'eau
courante.

[1.3.2. le sang :

Pour I’étude de l'activité antifalcémiante, du sang total
d’hémoglobine SS prélevé sur C.P.D.A (confére annexe pour formule)
a été utilisé. 11 a été obtenu chez un garcon drépanocytaire de 15
ans . Ce dernier était sous un traitement a la quinine.

Du culot globulaire (obtenu aprés lavage a I'eau physiologique
(chlorure de sodium a 0,9%) puis centrifugation) a servi dans la
réalisation du test d’hémolyse.

I1.3.3. Le matériel technique:

- Une balance de marque Berkel (de sensibilité 0,5g),

- une balance électronique de marque Sartorius (de
sensibilité 0, Img),

- Un appareil de mesure du volume des pattes : le
pléthysmométre APELEX 71350,

- un chronométre,

- des seringues de 1ml graduées au centiéme,
- Une cuve thermostatée a organe isolé de 25ml de type :Harvard
single tissue bath,

- un capteur isotonique de type Harvard,

- un enregistreur a double canaux de type : Harvard student

oscillograph,

- une potence a organe isolé munie d’un orifice de bulleuse

d’air,
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- Un microscope optique,

- des lames et lamelles pour microscope optique,
- des micropipettes,

- du papier pH,

- des tubes a hémolyse.

I1.3.4. Réactifs et solvants :

- une solution de carragénine a 1% dans de l'eau distillée,

- eau distillée,

- solution de Betaméthasone ,

- solution de chlorure de sodium a 0,45%,

- de Peau distillée, ‘

- une solution de TYRODE (voir annexe pour formule)
maintenue a 37°c,

- une solution aqueuse d’acétylcholine a 15,6pg/ml (dose de
travail),

- une solution de chlorure de baryum a 7,8mg/ml (dose de
travail),

- du métabisulfite de sodium (ou disulfite de sodium),

- de la poudre de saponine.

III. METHODES D'ETUDES

II1.1. Etude phytochimique

Elle a été faite a partir d’'un macéré aqueux total de la
« drogue », et d’'un hydrolysat du macéré.

Les extraits utilisés pour les tests ont été obtenus par
macération de la poudre d’écorces dans de 'eau distillée pendant
lheure30mn.

Préparation du macéré aqueux total :

A 100g de poudre de la « drogue » , 500ml d’eau distillée ont
été ajoutés. Cette macération a duré lheure 30mn. Le mélange a été
ensuite filtré sur coton. Le filtrat obtenu a été centrifugé a 2000
tours/mn pendant Smn. Le surnageant recueilli nous a servi de
maceéré aqueux. Son volume (V) a ét€ mesure.

Afin de calculer le rendement en matiére séche , 5Sml du
maceré ont été prélevés dans une capsule tarée. Le tout a été placé
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dans une étuve a 110°c pendant 1 heure. La capsule a été ensuite
pesée pour déterminer le poids du résidu sec (Po).

Préparation de I’hydrolysat du macéré aqueux :

Il s’est agi d’'une hydrolyse acide.

A 82ml du macéré (soit 3g d’extrait sec contenu dans le
volume prélevé ) 30ml d’acide chlorhydrique (HC1) a 10%(m/v) ont
été ajoutés. Le tout a été chauffé a reflux pendant 30 mn. Apreés
refroidissement nous avons procédé a une extraction liquide-liquide
par du dichlorométhane. L’extraction a été faite 5 fois avec 20ml de
dichlorométhane. Les phases organiques , réunies, ont été lavées
avec de l'eau distillée jusqu’a obtention d’'un pH neutre. Elles ont
ensuite été séchées sur du sulfate de sodium anhydre puis filtrées.
Le filtrat a été évaporé a sec sous pression réduite au rotavapor. Le
poids (P) du résidu a été déterminé.

Le pH des macérés a 0,5% et 1% a été mesuré au papier pH
par immersion de ce dernier dans les macérés.

II1.1.1. Essai de déetermination d’une relation entre
les concentrations des extraits en matiéres hydrosolubles et les
concentrations des macérés (aqueux) en poudre de la drogue :

Les macérés aqueux ont été préparés suivant le méme
protocole que celui utilisé pour les différents tests (confére matériel
végétal ).

Des macérés aqueux a 1%, 3%, 6%, 9%, 12%, 16% et 20%
ont été préparés . Sml de chaque macérée ont été introduits dans
une capsule tarée. Chaque capsule a été placée a I'étuve a 110°c
pendant 2 heures. La matiére séche contenue dans chaque capsule
est ensuite pesée. La concentration du macéré en matiéres
hydrosolubles est égale a ce poids divisé par Sml .

II1.1.2. Caractérisation des saponosides :

Un prélevement de 2 ml du macéré aqueux dilué avec de
l'eau distillée (dans les proportions 1 :1) a été introduit dans un tube
a essai de 1,6cm de diamétre puis secoué pendant 15 mn.
L’apparition de mousse (d’une hauteur d’au moins 1 cm) persistante
pendant au moins 15 mn indique la présence de saponosides.
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L’identification des saponosides a été également réalisée sur
des plaques de chromatographie sur couche mince (c.c.m). La
réaction de Liebermann-Burchard a servi a cette identification. Le
systéme de solvants utilisé a été le suivant : butanol ; eau ; éthanol
(4 : 8 : 5). La migration du systéme s’est faite sur une distance de 10
cm. La référence frontale (Rf) du spot qui a le plus migré a été
calculé :

Rf = distance parcourue par le spot
distance parcourue par la phase mobile

La révélation des saponosides s’est faite par immersion de
la plaque de gel de silice G60 F254 (aprés migration ) dans de
'acide sulfurique (dilué dans de I’éthanol) a 3% . La plaque a été
ensuite séchée a I'étuve (110°c pendant 10 mn ). L’apparition de
spots violets ou bleu-foncés dénote de la présence de saponosides
(hétérosides triterpéniques et/ou stéroliques).

Un extait alcoolique de Panax ginseng (riche en
saponosides) a servi de témoin de référence.

II1.1.3. Caractérisation des tannins:

Un prélévement de 2ml du macéré aqueux dilué avec de
I'eau distillée( dans les proportions 1 :1) a été introduit dans un tube
a essai. Trois gouttes de solution de chlorure ferrique (3%) v ont été
ajoutées. L’apparition d’'une coloration brun-vert indique la présence
de tannins.

L’identification des tannins sur c.c.m a été faite en
pulvérisant le chlorure ferrique sur la plaque . Le systéme d’éluant
utilisé a été : butanol; eau; éthanol (dans les proportions4 : 8 : 5) .

III.1.4. Caractérisation et dosage des alcaloides

sels :

Pour cette identification nous avons procédé d’abord a une
opération d’extraction et de dosage pondéral des alcaloides :

A 100 ml du macéré aqueux, de 'ammoniaque & 10% a été
ajouté jusqu’a obtention d’'un pH basique. Une extraction liquide-
liquide a été ensuite faite avec du dichlorométhane (par petites
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quantités de 25ml jusqu’a négativation de la réaction de
caractérisation des alcaloides dans la phase aqueuse). Les phases
organiques ont été réunies puis lavées a l'eau. Cette phase
organique a été séchée sur sulfate de sodium anhydre. L'extrait a
été enfin évaporé a sec sous pression réduite au rotavapor. Le
poids(P3) de ce résidu sec a été déterminé.

L’identification proprement dite des alcaloides dans le
maceré a été faite selon la réaction de Draggendorf : Le macéré est
évaporé a sec puis dissous dans une solution d’acide chlorhydrique
0,1N. 2 a 3 gouttes du réactif de Draggendorf y sont ajoutées.
L'apparition de précipité orange a rouge vermillon signe la présence
d’alcaloides.

Cette identification a été également faite sur une plaque de
chromatographie sur couche mince a partir de l'extrait
« alcaloidique » . Le systéme d’é¢luant retenu a été : acétate d’éthyle;
n-hexane; diéthylamine; éthanol (dans les proportions 75:24 : 6 :
5).
L’atropine sulfate a servi de témoin.

La révélation a été faite par pulvérisation du réactif de
Draggendorf sur la plaque suivie d’'une imprégnation dans de l’acide
sulfurique 0,1N. Les spots a alcaloides se caractérisent par une
coloration orange a rouge vermillon.

II1.1.5. Caractérisation des génines de
flavonosides :

Elle a été faite selon la réaction de Shibata (ou réaction de
la cyanidine) : L’hydrolysat du macéré aqueux a été dissous dans du
méthanol dilué au %. Des cristaux de magnésium et 5a 6 gouttes
d’acide chlorhydrique y ont été ajoutés. La solution dévient rouge en
cas de présence de flavonols , ou orange pour les flavonones .

II1.1.6. Caractérisation des coumarines :

25mg de ’hydrolysat du macéré ont été dissous par
chauffage dans 2ml d’eau distillée. Cette solution a été répartie dans

deux tubes.
Dans le premier tube 0,5ml d’ammoniaque 10% a été ajouté. Le
second tube sert de témoin blanc.
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L’apparition d’une coloration bleue ou verte (sous lampe
UV) plus grande pour la solution alcaline indique la présence de
coumarines.

II1.1.7. Caractérisation des terpenes et/ou stérols :

Elle a été faite selon la réaction de Liebermann-Burchard.
Une prise de 15mg de l’hydrolysat ont été dissous dans 0,25 ml
d’anhydride acétique, et une autre prise de 15mg dans 0,25ml de
chloroforme. Les deux solutions ont été réunies dans un tube a
essai sec. 1ml d’acide sulfurique 97% a été ajouté au milieu.

A l'interface des deux liquides, une coloration brun-
rougeatre ou brun-violette se forme, la partie supérieure devenant
vert-bleuatre ou violette en cas de présence de stérols et /ou
triterpenes.

L’identification a été également faite sur des plaques de
c.c.m.

Le systéme d’é€luant retenu a été : n-hexane; acétate d’éthyle;
toluéne (dans les proportions 15 : 4 : 6). L’éluant a migré sur une
distance de 10 cm.

L'a-amyrine a servi de témoin des triterpénes et le pB-
sitostérol celui des stérols.

La révélation a été faite par immersion de la plaque dans de
'acide sulfurique 3%(dans I’éthanol); La plaque a été ensuite
chauffée a 110°c pendant 10 mn. L’apparition de spots violets ou
bleu-foncé signe la présence de triterpénes ou de stérols.

Des spectres d’absorption dans l'ultraviolet des spots de
I'hydrolysat , d’'un témoin de stérols (le B-sitostérol) et d’un témoin
de triterpénes (I'a -amyrine ) ont été traceés.
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III.2. Etudes biologiques :

II1.2.1. Etude de la toxicité générale aigué

I1.2.1.1. détermination de la DL5O0 :

Un essai préliminaire de toxicité générale aigué a été réalisé
sur 3 lots de 3 souris aux doses de 100, 500 , et 1500mg/kg de
poids corporel.

Aprés cet essai, 7 lots de 5 souris ont été constitués. Ces
lots sont formés d’un lot témoin qui a regu de l’eau distillée, et de 6
lots ayant recu du macéré aqueux de la « drogue » aux doses
respectives de 600 , 750, 1000, 1250, 1500, 1750mg/kg de poids
corporel . Ces produits ont été administrés par voie intrapéritonéale.
Le nombre de morts dans chaque lot a été dénombré a 2 heures,
24 heures, 48 heures puis 72 heures aprés 'administration des
produits. Une corrélation entre pourcentages de mortalité et probits
a été faite.

La détermination de la DL50 sur 24 heures a été réalisée
selon la méthode de Litchfield et Wilcoxon en utilisant le
programme informatique P.C.S de TALLARIDA et MURRAY (1987).

I1.2.1.2. Etude qualitative de la toxicité
générale aigué :

Elle a consisté a 'observation du comportement
des animaux(symptomes d’intoxication) a 2 heures, 24
heures, 48 heures, et a 72 heures aprés 'administration
des produits dans chaque lot.

I11.2.1.3. Test d’hémolyse in vitro

Nous avons disposé de trois tubes a hémolyses :
* un tube pour un essai de témoin blanc
* un tube pour un témoin positif
* un tube test
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Tableau II : Tableau récapitulatif du test d’hémolyse

Témoin blanc |Témoin positif |Test

Eau physiologique
(solution de 5ml 5ml
chlorure de

sodium a 0,9%)

Poudre de g
saponine

Macéré aqueux a 5ml
20%

Culot globulaire | 0,5ml 0,5ml 0,5ml

Les tubes (contenant les mélanges) sont laissés au repos
pendant 24heures. L’apparition d’un surnageant rouge limpide
signe la survenue d’une hémolyse.

II1.2.1.4. Activité spasmogéne intrinséque du
maceéré a la concentration de 20%m/v : (confére méthode d’étude
de l’activité antispasmodique au 111.2.4.1.)

II1.2.2. Etude de I’activité antifalcemiante :

Elle a été menée selon le principe du test d’Emmel
[BOUREE, 1987].

Iml de sang total a été mélangé a un 1ml de macéré (des
macérés a 0,5% et 1% ont été préparés). La macération de la drogue
a été faite ici avec de 'eau physiologique (solution aqueuse de
chlorure de sodium a 0,9%)) .

Un témoin blanc a été fait en mélangeant 1ml de sang total
a 1ml d’eau physiologique.

Au bout de 15mn , 30mn, 45mn, lheure, 1heure 30mn,
puis a 2 heures une goutte du mélange a été déposée sur une lame.
A chaque dépoét, une goutte de métabisulfite de sodium a éte
rajoutée. Le tout a été ensuite recouvert d’une lamelle lutée par du
vernis a ongle.

L’'observation a été faite au microscope optique (a l'objectif
40) . Les hématies anormales (drépanocytes) prennent une forme de
faucille ou de banane, avec parfois des bords frangés en « feuille de
houx ». Pour chaque dose du macéré trois lames ont été préparées.
Il en a été de méme pour le témoin blanc.
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Le pourcentage de drépanocytes sur chaque lame a été
trouvé en comptant les drépanocytes sur 100 hématies observées.

II1.2.3. Etude de ’activité anti-inflammatoire :

La méthode de 'cedéme a la carragénine de WINTER a été
utilisée : I'injection de la carragénine sous l'aponévrose plantaire de
la patte postérieure d’une souris provoque 'apparition d’un cedéme
de la région métatarsienne.

Quatre lots de dix souris males ont été constitués :

-1 lot témoin blanc recevant de 1’eau distillée;

-1 lot témoin de référence recevant de la betamethasone a la
dose de 2mg/kg;

-2 lots tests recevant l'extrait aqueux aux doses de 85mg/kg
et 170mg/Kg.

Aprés que chaque lot a regcu son produit par voie
intrapéritonéale, le volume de la patte postérieure est mesuré. La
carragénine (0,05ml) a été administrée 1 heure aprés cette
administration. Les volumes des pattes ont été ensuite mesurés
toutes les heures jusqu’a la 6éme heure.

II11.2.4. Etude de ’activité relaxante des
muscles lisses:

Le principe de létude a été basé sur celui de
MAGNUS(1904). L’intestin isolé de rat a servi de modéle d’étude de
I'activité antispasmodique .

II1.2.4.1. L’activité antispasmodique:

0,5ml du contracturant de référence (acétylcholine
(15,6ug/ml) ou chlorure de baryum(7,8mg/ml) ) est affusé dans la
cuve a organe isolé. Cet essai a été répété 3 fois.

L’activité du macéré aqueux de la «drogue » est appréciée
en administrant 0,5ml du macéré 30 secondes avant
Padministration du contracturant. Ce test est répété 5 fois. Entre
deux tests l'intestin isolé est rincé trois fois par de la solution de
Thyrode.

Lorsque le macéré aqueux seul a une certaine dose a
provoqué une activité spasmogéne , cette activité a été étudiée
(toujours selon le principe de Magnus) en utilisant un anti-
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spasmodique de référence : l'atropine a 26mg/ml (doses de travail ).
L’atropine a été utilisée en prévention.

II1.2.4.2. Etude de ’activité spasmolytique

0,5ml du contracturant de référence (acétylcholine(15,6pg/ml))
ou chlorure de baryum(7,8mg/ml) ) est affusé dans la cuve a organe
isolé. Le rincage (3 fois avec de la solution de Thyrode ) n'intervient
quaprés obtention d’'un plateau de contraction. Cet essai a été
répété 3 fois.

L’effet du macéré aqueux a été apprécié par l'affusion de
0,5ml du macéré dans la cuve lorsque le pic de contraction est
atteint avec le contracturant . La hauteur du nouveau plateau de
contraction est alors appréciée. Cinq essais ont été réalisés.

IV. METHODES D'ANALYSES DES RESULTATS

IV.1. Données phytochimiques

Vo= prise d’essai du macéré(Sml).

P1= prise d’essai de la drogue(100g).
V= volume du macéré aqueux obtenu

o Le rendement“’e‘iil xtfajf-?ﬁ’queux sec en hydrolysa(R 1) ':
R1=(P/P2)x" 100 : L
P = poids du résidu sec issu de l’hydrolyse de 82ml macéré
P2 = Poids de I'extrait sec issu de la prise d’essai de 82ml du
macéré (soit 3g).

¢ Le rendement de la poudre de « drogue » en hydrolysat (R2) :
R2=(P x Ro) x 100 / P2
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V1= prise d’essai du macéré aqueux(100ml).
P3= poids du résidu organique obtenu a partir des 100ml du
maceré

IV.2. Etudes biologiques

IV.2.1. Etude de la toxicité générale aigueée

Le test de ¢2 , le calcul des rapports DL50/DL95 et
DL5/DL50 ont servi de tests pour valider la droite de toxicité.

La DLS0 trouvée a permis de classer le macéré aqueux de la
« drogue » sur I’échelle de toxicité de HODGE et STERNER (1949).

Le rapport DLS/DL9S5 a été calculé afin d’apprécier
I'intervalle de sécurité d’utilisation des doses du macéré de la

drogue.

IV.2.2. Etude de ’activitée antifalcémiante

L’activité antifalcémiante (A.A) a été calculée comme suit :

P,= moyenne des pourcentages de drépanocytes sur les lames
témoins blancs.
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P1= moyennes des pourcentages de drépanocytes sur les lames
tests.

IV.2.3. L’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire est calculée en pourcentage de
réduction de l'oedéme chez les souris traitées par rapport aux
témoins.

¢ Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la
patte(P.M) : '

Soit Vo le volume initial de la patte et Vih le volume de la
patte a la iéme heure aprés linjection de la carragénine .Le
pourcentage d’augmentation du volume de la patte est :

PM = (Vih-Vo)}x100 / Vo

e Calcul du pourcentage d’inhibition de 'cedéme.

Soient PoM le pourcentage moyen d’augmentation du
volume de la patte du lot témoin blanc , et PiM le pourcentage
d’augmentation du volume de la patte du lot traité a la i€me heure
apreés l'injection de la carragénine.

Soit Pi.I le pourcentage d’inhibition de l'cedéme a la iéme heure.

IV.2.3. L’activité relaxante des muscles lisses

IV.2.3.1. Etude de ’activite

antispasmodique

L’activité antispasmodique a été quantifiée par le calcul du
pourcentage d’inhibition (P.I)de la contraction.

PI=(Xi-X2)x 100 /Xu
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X1= moyenne des hauteurs des pics dus au contracturant seul.

X2= moyenne des hauteurs des pics dus au contracturant en
présence du maceére.

IV.2.3.2. Etude de ’activité spasmolytique

L’activité antispasmodique a été appréciée par le calcul du
pourcentage d’inhibition (P.I).

Xs3= moyenne des hauteurs des plateaux dus au contracturant seul.

X4= moyenne des hauteurs des plateaux dus au contracturant en
présence du macéré.
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Chapitre II : RESULTATS D’ETUDES

I. CARACTERISTIQUES PHYTOCHIMIQUES :

Poids du résidu sec(Po)= 183mg
Prise d’essai du macéré= 5ml

Prise d’essai de la drogue(P1)=100g.
Volume du macéré issu de la macération de 100g dans 500ml d’eau
distillée(V) =375ml.

166,8mg.

Poids du résidu issu de l'extraction des alcaloides (de 100ml du
mace€reé).

Rendement de la drogue en: alcaloxdes sels(R3)— 0,40

e Concentration de ’extrait aqueux sec en alcal ides
(C3)=2,93%(m /m). -
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Tableau Il : Screening phytochimique a partir du macéré agueux

total et de I’hydrolysat du macéré aqueux.

Groupes Macéré agueux total

Hvydrolysat du macéré

phytochimiques

agueux

Saponines +

+

Tannins

Alcaloides sels +

Flavonosides _

Coumarines

Terpénes et/ou non caractérisés
stérols

-: Absence des substances.
+ : Présence des substances

pH des macérés a 0,5% et a 1% =6
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N\
Maceéré aqueux

I
Extrait éthanolique
de Panax ginseng

Université de Quagadougou

a~= Spot «an»
aT = SpOt «aT »

Rfa= 0,75

RfaT: 0 ,72

Figure 2 : Chromatogrammel du macéré aqueux total (pour

recherche de saponines)
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Extrait « alcaloidique »

Sulfate d’atropine

Université de Ouagadougou

b=spot«b»
bT = spot « bT »

Rf»,=0,72
Rfyr=0,28

Figure 3 : Chromatogramme 2 de l'extrait « alcaloidique
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Rfc=0,97

Rch1=0,35
Rch‘Q=O,53
=8pot«cCn»

cT1 = spot «cT1 »
cT2 = spot « cT2 »

4 © 7 em

-3
i :“:
i : }
o-amyrine Hydrolysat  B-sitostérol
du maceéré

Figure 4 : Chromatogramme 3 de ’hydrolysat du macéré aqueux
(Recherche de terpénes et/ou stérols)
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56,7.

>

Figure 5 :Spectre d’absorption(dans 'ultra-violet] des spots du
chromatogramme de I’hydrolysat
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L B - sitostérol

¢ -amyvrine _ —_—

e
N
AN

- ‘tongueur ¢ onde [ nm

—

Figure 6: Spectres d’absorption(dans l'ultra-violet) du
chromatogramme de la (3-sitostérol et de 'o-amyrine.
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en poudre de la drogue et les concentrations des macérés en

matiéres hyvdrosolubles

Concentrations des macérés en

Concentrations des macérés en

oudre de la drogue matiéres hydrosolubles

1% (m/v) 1,2 mg/ml

3% (m/v) 4,0 mg/ml

6% (m/v) 7,3 mg/ml

9% (m/v) 12,5 mg/ml

12% (m/v) 14,4 mg/ml

16% (m/v) 18,0 mg/ml

20% (m/v) 24,2 mg/ml

— o S o

N
(5]

N
(=
|

'y =1,1665x + 0,492

—_
8]

—
(=

hydrosolubles(mg/ml)
|

Concentrations des macérés en matiéres

0 S

10 15 20

Concentrations des macérés en poudre de la drogue (%ml/v)

Figure 7: Courbe d'étalonnage des concentrations des macérés en

matiéres hvdrosolubles en fonctions des concentrations des macérés

en poudre de la drogue.
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II.1. La toxicité de Calotropis procera Ait.

II.1.1. La toxicité générale aigué

[I1.1.1.1. Essai préliminaire :

Tableau V : Evolution du pourcentage de mortalité en

fonction de la dose administrée.

Lots |Doses (mg/Kg) |Proportions de morts |

Pourcentages de

S morts
Lot 1 100 0/3 0
Lot 2 500 0/3 0
Lot3 | 1500 3/3 100

[I1.1.1.2. Détermination de la DL50

Tableau VI : Evolution du pourcentage de mortalité en fonction de

la dose 2 heures aprés administration.

Lots ~ |Doses(mg/kg) |Proportion de Pourcentage de
morts morts :

Lot témoin 0 0/5 0

Lot 1 600 0/5 0 |

Lot 2 750 2/5 40

Lot 3 1000 3/5 60

Lot 4 1250 3/5 60

Lot 5 1500 4/5 80

Lot 6 1750 5/5 100
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Tableau VII : Evolution du pourcentage de mortalité corrigé(et leur
probit correspondant) en fonction de la dose , 2 heures aprés
administration.

Doses(mg/kg) Pourcentages de Probits
mortalité
600,0001 8,1 3,601376
750 40,0 4,747066
1000 60,0 5,252934
1250 60,0 5,252934
1500 80,0 5,841457
1750 94,8 6,626114
100

i 90 1— y = 80,633Ln(x) - 505,57

80 R?=0,9268

70 1

60 ~

50

40
30
20
10

Pourcentages de mortalité

100 10000

| Doses du macéré (mg/kg)

L

figure 8: Courbe de toxicité du macéré agueux de la "drogue”

Relation entre probits et pourcentages de mortalité :
Probit de 5% de mortalité =3,354789
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Probit de 50% de mortalité =5
Probit de 95% de mortalité =6,645211

 Limite inférieure de Ja DL50 =721mg/kg
 Limite supérieure de la DL50 =1312mg/kg

X2+ théorique =9,488
y24calculé =1,178

x%4 calculé <y24 théorique , la courbe de toxicité est valide pour
p=0,05.

DL5= 487mg/kg
DL95= 1944mg/Kg

DL50/DLY5S = 0,50
DL5/DL50 = 0,50

DLO5 = 4DL5

[1.1.1.3. Etude qualitative : symptomes

d’intoxication

Ces symptéomes ont apparu aux doses létales. Ils se sont
manifestés dans les deux heures suivant l'administration du
macéré. Les signes suivants ont €té observés :

- baisse de l'instinct d’exploration,

- refus momentané de s’alimenter (pendant au moins
30mn),

- troubles respiratoires de type polypnée,

- des convulsions ont toujours précédé la mort des
animaux.

Les animaux qui ne sont pas morts dans les deux heures
suivant 'administration du macéré aqueux ne mouraient plus
pendant les 72 heures d’observation.
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II.1.2. Test d’hémolyse in vitro

Tableau VIII : Réponses aux tests hémolytiques

Témoin blanc

Témoin positif Test (macéré)

Hémolyse

+ -

- :absence d’hémolyse
+ :présence d’hémolyse

II.1.3. Etude d’une activité intrinséque
spasmogene d’un macéré aqueux de la « drogue » & la

concentration de 20%(m/v).

Tableau IX: Effets de l'interaction de 'atropine sulfate sur les pics

de contractions induites par le macéré & 20%.

I

maceéré Macéré+ atropine
Moyenne des hauteurs 3,83 0,36
des pics (cm)
Ecart-type (cm) 0,29 0,15

Tableau X :Pourcentages d’inhibition des contractions {induites par

le macéréa 20% ) par latropine (26mg/ml)

Atropine a 26mg/ml

Moyenne (%)

91

Ecart-type (%)

4
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ok "
i..'-}w};‘ \ “’.‘)v,\

W’

Figure 9 : Effets de linteraction de ’'atropine sur les contractions
provoguées par le macéré a la concentration de 20%(m/v).

$20 : Administration du macéré 20%{m /v)

$at.» :administration d’atropine 26mg/ml
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I1.2. L’activitée antifalcemiante

Tableau XI: Activité antifalcémiante du macéré a la concentration de
0,5% en fonction du temps de contact.

Po 75 75 74 75 75 76
s0 ] 2 1 2 ] ]
P1 30 35 32 36 29 38
sl 5 5 3 8 8 8

Tableau XII: Activité antifalcémiante du macéré a la concentration
1% en fonction du temps de contact.

Temps de | 15mn 30mn 45mn 60mn 90mn 120mn
contact

Ps 75 75 74 75 75 76

SO 1 2 1 2 1 1

P, 32 26 26 20 35 33

S1 3 2 3 4 8 10

Fo: moyenne des pourcentages de drépanocytes sur les lames
témoins blancs; so leur écart-type .

P1= moyenne des pourcentages de drépanocytes sur les lames tests ;

s1 leur écart-type.
A.A= activité antifalcémiante.
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Taux de drépanocytes(%)

| —— Eau physiologique

—8— macéré & 0,5%(mN)
macéré a 1%(m/v)

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Temps de contact (mn)

Figure 10: Courbes d'évolution des taux de drépanocytes en fonction
du temps de contact

Tableau XIII : Pourcentages d’'inhibition de la falciformation (Activité
antifalcémiante) en fonction des doses du macéré.

Temps de | 15mn 30mn 45mn 60mn 90mn 120mn
contact

maceére 60% 53% 57% 52% 61% 50%
a 0,5%

macéré |57% 65% 65% 73% 53% S57%
al%
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Activités antifalcémiantes(%)
F.S
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N
o

Université de Ouagadougou

M

45

75
Temps de contact (mn)

60

90

—&— macéré 4 0,5% (nm
——- maceré & 1% (mv)_|

Figure 11: Courbes d'évolution des activités antifalcémiantes en
fonction du temps de contact

II.3. L’activité anti-inflammatoire

Tableau XIV : Evolution du pourcentage d’augmentation du volume
des pattes en fonction du temps (heure) chez le lot témoin blanc

PiM(%) |PoM(%) |PaM(%) |PaM(%) |PsM(%) |PsM(%)
moyenne | 56 68 92 99 71 69
écart- 16 16 16 20 10 19
type
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Tableau XV : Evolution du pourcentage d’augmentation du volume
des pattes en fonction du temps (heure] chez le lot de

référence(Betaméthasone a la dose de 2mg/Kg).

PiM(%) |PaM(%) |PsM(%) |PaM(%) [PsM(%) |PsM({%)
moyenne |55 53 42 39 47 49
écart- 12 8 12 9 8 10
type

Tableau XVI : Evolution du pourcentage d’augmentation du volume
des pattes en fonction du temps {heure) chez le lot 1{(macéré agueux

3 la dose de 85mg/Kg).

PiM(%) |PaM(%) [PsM(%) |PsM(%) |PsM(%) |PsM(%)
moyenne |53 54 48 45 47 46
ecart- 22 17 15 21 16 19
type

Tableau XVII :Evolution du pourcentage d’augmentation du volume
des pattes en fonction du temps{ heure) chez le lot 2 {macéré

aqueux a la dose de 170mg/Kg

PiM (%) |P2M (%) |PsM (%) | PaM (%) PsM ( %) | PeM (%)
moyenne |40 44 41 39 39 43
écart- 24 20 22 27 24 24
type
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Tableau XVIII : Pourcentages d’inhibition de I'cedéme en fonction du
temps et des doses.

heures |41 6 heures’

1,78 % 22,05 % (54,35 % |60,61 % |33,80 % |28,99 %
Macéré a .{ 5,36 %20,59 % |47,83 % |54,55 % (33,80 % |33,33 %

a e
‘,fzmg / Kg

128,57 %|35,29 % (55,43 % |60,61 % |45,07 % | 37,68 %

F
o
-

—&— Betaméthasone a 2mg/kg |
—m— Macéré a 85mglkg |
| —&—Macere a 170mg/kg

8]
o
|

Pourcentages d'inhibition
w
o

‘ 0 1 2 3 4 5 6 7
|‘ Temps (heures)

Figure 12: Courbes d'évolution des pourcentages d'inhibition de
I'oedéme en fonction du temps
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I1.4. L’activité relaxante des muscles

lisses
I1.4.1. Etude de D’activité antispasmodique
11.4.1.1._Effet du macéré sur l’action de
lacétylcholine

Tableau XIX : Effets du macéré sur les contractions de l'intestin
induites par 'acétylcholine

macéré |macéré |macéré |macéré |macéré |macéré a
‘él%‘ a3% /a,6% a12% al6% 20%

s2(cm) 0,0 0,1 0,3 0,4 0,7 1

Z= moyenne des hauteurs(cm) des pics dus a l'acétylcholine seule ;
s1 leur écart-type.

X2= moyenne des hauteurs(cm) des pics dus a l'interaction
acétylcholine-macéré; sz leur écart-type.

Tableau XX : Pourcentages d’inhibition des contractions induites
par 'acétylcholine en fonction de la concentration du maceéré.

macéré |macéré |macéré &macéré |macéré |maceéré
al% |a3% |a6% al12% al6% |a20%
(% R .
Ecart- 0,00 2 8 8 17 18
L type (7o) ]
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Figure 13 : Effets du macéré aqueux sur les contractions de
Yintestin dues a Yacétylcholine [administration préventive)

T 16 :administration du macéré a 16%(m/v)

4 A :administration de Vacétylcholine
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CIHauteur des pics (cm) de
contractions ddes a
l'acétylcholine seule.

B Hauteur des pics (cm) de
contractions dies a
l'acétylcholine en présence
du macéré

Hauteur des pics des contractions

1 2 3 4 5 6

ﬁg;e 14: Effet du macéré sur l'action de l'acétylcholine

1,2, 3, 4,5, 6 correspondent respectivement aux concentrations du macéré de 1, 3,
6.12.16.20%




Thése de pharmacie Université de Ouagadougou

S :
] |
: ’
€ 30 i
© |
"
o
o
5% 2 L
Q 0 ‘
e
3
o
S 1
10
'\
0

Concentrations du macéré[%(m/v)] .

Figure 15: Courbe d'évolution des pourcentages d'inhibition des
contractions(induites par l'acétyicholine) en fonction des
concentrations du macéré (administration préventive)

e



Thése de pharmacie

Université de Ouagadougou

I1.4.1. 2. Effet du macéré sur ’action du

chlorure de baryvum

Tableau XXI:_Effets du macéré sur les contractions de intestin

induites par le chlorure de baryum

macere a
1%

3%

maceéré a

maceré a 12% [(macéré a 16%

X1= moyenne des hauteurs(cm) des pics de contraction dus au
chlorure de baryum seul ; s: leur écart-type.

X2= moyenne des hauteurs (cm)des pics de contraction dus a
Vinteraction chlorure de baryum- macéré ; s; leur écart-type.

Tableau XXII : Pourcentages d’inhibition des contractions induites
par le chlorure de baryum en fonction de la concentration du

macéré.

‘macéré a-1%]
Moyenne (%} 31
Ecart-type 26
%
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Figure 16 : Effets du macéré agueux sur les contractions dues au
chlorure de baryumméthode préventive)

1'12 :administration du macéré a 12%(m/v)

4% B :administration du chlorure de baryum
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E

L6 - - 8
@ B contractions

8 5 provoguées par le
g chlorure de baryum
£ 4

c seul

(3]

3 3 ,

8 B contractions

a2 provoquées par le
§ chlorure de baryum
w ! en présence du

S c -

g . macéré

T 1 2 3 4

Figure 17 :Effet du macéré sur l'action du chlorure de baryum

1, 2, 3, 4 correspondent respectivement aux concentrations du macéré de 1,
3.12 . 16%.
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| . . 1 : :

y = 17,688Ln(x) + 34,143
R?=0,9305

1 10 100
Concentrations du macéré[%(m/v)]

Figure 18: courbe d'évolution des pourcentages d'inhibition{P.]) des
contractions (induites par le chlorure de baryum) en fonction des
concentrations du macéré (administration préventive)

C.1.50% = 2,5%(m/v)
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I1.4.2. L’activité spasmolytique

11.4.2.1. Effet du macéré sur l’'action de

Tableau XXIII :Effet du macéré sur les contractions

induites par l'acétylcholine.

S3 (ch{)

maceéreé a
1%

0,0

maceéré a

3%

0,1

maceéreé a
6%

maceéreé a
9%

0,1

s+ (cm)

0,2

0.6

macéreé a
12%

1,2

Z= moyenne des hauteurs (cm) des plateaux dus a l'acétylcholine
seule; s3 leur écart-type.

X4= moyenne des hauteurs (cm)des plateaux dus a l'interaction
macéré — acétylcholine; s4 leur écart-type.

Tableau XXIV : Pourcentages d’inhibition des contractions induites
par 'acétylcholine en fonction de la concentration du macéré.

macéré |macéré |macéré |macéré |maceéré
al% a 3% a 6% a 9% a 12%
Moyenne . | 6. . . | 34 155 ... 66 ... :100.0(
(%) - | i o
Ecart- S 10 13 21
type (%o)
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Figure 19 : Effet du macéré aqueux sur les contractions dues a
l'acétylcholine(administration curative)

i 6 :administration du macéré a 6% (m/v)

4 A :administration de l'acétylcholine
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@contractions provoquées
par l'acétylcholine

B contractions provoquées
par l'acétylcholine en
présence du macéré

hauteurs des contractions (cm)

Figure 20 : Effet du macéré sur I'action de l'acétylcholine

1, 2, 3, 4, 5 correspondent respectivement aux concentrations du macéré de 1, 3, 6,
9. 12%
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k

0
C.1.50=4,25%(m/v) C° du macéréo(miv))

Figure 21: Courbe d'évolution des pourcentages d'inhibition(P.I) des
contractions en fonction des concentrations du macéré(C®)

C.Iso = 4,25%(m /v)
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11.4.2.2. Effet du macéré sur l'action du

chlorure de baryum

Tableau XXV: Effet du macéré sur les contractions induites par le
chorure de baryum.

macéré a |macéréa |macéréa |macéréa |macéré a
V 19/ 6% 9%

X3= moyenne des hauteurs(cm) des plateaux de contractions dus
au chlorure de baryum; s3 leur écart-type.

X4= moyenne des hauteurs (cm)des plateaux de contractions dus a
I'interaction macéré — chlorure de baryum; s4 leur écart-type.

Tableau XXVI : Pourcentages d’inhibition des contractions induites
par le chlorure de baryum en fonction de la concentration du
maceéreé.

macéré |macéré Kmacéré |macéré |macéré
a 1% a 3% a 6% a 9% al2%

Ecart- | 4 1 000 | 2 0.00
e {(%o)
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Figure 22 : Effets du macéré aqueux sur les contractions dues au
chlorure de baryum(administration curative)

¢9 :administration du macéré a 9%(m/v)

TB :administration du chlorure de baryum
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Figure 23 : Effet du macéré sur l'action du chlorure de baryum

1,2, 3,4, 5 correspondent aux concentrations respectives du macéré de 1, 3, 6,
9, 12%.
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C.Lso%=1,75%(m/v)
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Figure 24: Courbe d'évolution des pourcentages d'inhibition {(P.}) des contractions en
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Chapitre III : COMMENTAIRES ET DISCUSSIONS.

I. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

Le screening chimique du macéré aqueux des écorces de
racines de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) a révélé la
présence d’alcaloides, de saponines, de triterpénes et de stérols
(sous forme hétérosidique) . Les spectres d’absorption des spots de
’'hydrolysat ont eu la méme évolution que ceux du B-sitostérol et de
l'a-amyrine. On pourrait dire que ces spots sont du méme groupe
chimique (stérol ou triterpéne) que le B-sitostérol ou I'a-amyrine.
Leur absorbance maximale dans l'ultraviolet a été obtenue a une
longueur d’onde située entre 290 et 315nm. Les composés
chimiques mis en évidence par chromatographie sur couche mince
ont confirmé les résultats des réactions de caractérisation usuelles
sur tube a essai. Les coumarines, les flavonoides , les tannins n’ont
pas été retrouvés dans le macéré selon les réactions de
caractérisation.

Les alcaloides pourraient participer aux effets
anticontracturant ou antifalcémiant du macéré aqueux de la
drogue. Les alcaloides sont connus comme susceptibles d’avoir ces
propriétés physiologiques [PARIS et coll.,1965; BRUNETON,1993].
Les stéroides sont a la base des anti-inflammatoires stéroidiens de
la médecine moderne.

L’activité anti-inflammatoire du macéré pourrait s’expliquer
par la présence des saponosides , des triterpénes , ou des stérols.
Ces groupes phytochimiques sont le plus souvent impliqués dans
cette activité [PARIS et coll.,1965; LOMPO,1999 ;

BRUNETON, 1993].

MOSSA et coll.(1991) ont trouvé que l'extrait éthanolique
des parties aériennes de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae)
contenait des alcaloides , des hétérosides cardiotoniques , des
flavonoides, des tannins, des saponines, des stérols et /ou
triterpénes .

Le screening chimique, Le dosage des alcaloides du macéré,
les différents chromatogrammes et les spectres d’absorptions du
chromatogramme 3 ( figure S ) pourraient constituer des traceurs
chimiques de la poudre d’écorces de racines de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) .
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Le chromatogramme 3 (figure 4) a montré que les spots 4 et
S avaient respectivement les mémes références frontales que le B-
sitostérol et 'a-amyrine .Cela pourrait laisser penser a la présence
de ces substances dans I’hydrolysat. Cependant, la seule
chromatographie sur couche mince ne nous permet de nous
prononcer sur la structure chimique exacte de ces spots.

IT. ETUDES BIOLOGIQUES
Le choix d’¢tude de la toxicité aigué des propriétés
antifalcémiante, anti-inflammatoire, et relaxante des muscles lisses
s’est fait sur la base de la physiopathologie de la maladie
drépanocytaire et sur la recherche d’innocuité; Ceci pour voir la part
de Calotropis procera Ait. dans l'effet thérapeutique du FACA® .

II.1. La toxicité de Calotropis procera Ait.

II.1.1. La toxicité générale aigué

La DL50 de 973mg/Kg (par voie intrapéritonéale ) du
macéré aqueux de la drogue nous permet de le classer comme
composé faiblement toxique selon 1’échelle de toxicité de HODGE et
STERNER (1949). L'égalité des rapports DL5/DL50 et DL50/DL95
indique la validation de la courbe de toxicité. Le rapport DL95/DL5
étant de 4 montre que l'intervalle de sécurité d’utilisation du macéré
est étroit. Il faudrait donc l'utiliser en respectant scrupuleusement
les doses prescrites au risque d’atteindre des doses toxiques.

DIEYE et coll.(1993) ont trouvé que le macéré aqueux des
écorces de tiges de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae). a une
DLS50 de 5,50g/Kg (par voie orale) chez les souris; donc
pratiquement sans toxicité. MOSSA et coll.(1991) ont trouvé que
I'extrait éthanolique des parties aériennes de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae). n’a pas provoqué de mort ou de symptomes
d’intoxication jusqu’a une dose de 3g/Kg (par voie orale).

Cette différence de toxicité (d’avec nos résultats) s’explique
par la différence de voies d’administration et des parties de la plante
utilisée. La voie intrapéritonéale (assurant une plus grande
biodisponibilité) que nous avons utilisée s’avére plus favorable a une
intoxication.

Une étude de toxicité générale aigué menée par LOMPO et
coll. (1999) sur l'extrait aqueux de FACA ® (mélange de poudre
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d’écorces de racines de deux plantes dont Calotropis procera Ait) a
conduit & une DL50 de 600mg/Kg (par voie intrapéritonéale). Le
macéré aqueux du FACA s’avére un peu plus toxique que celui des
écorces de racines de Calotropis Procera Ait.(Asclepiadaceae) du fait
d’une synergie d’effet entre les deux plantes. Cependant, il reste
classé, comme le macéré aqueux des écorces de racines de
Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) dans la catégorie des
substances faiblement toxiques (selon ’échelle de toxicité de
HODGE et STERNER).

Outre les symptdémes d’intoxications ( dyspnées,
convulsions, anorexie et passivité) que nous avons notés dans notre
étude, PAHWA (1988) a noté dans une étude de toxicité subaigué
(10 jours) , une hématurie, des rectorragies, des diarrhées chez
certains rats ; Ceci aprés une administration quotidienne de latex de
Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) par voie orale. Ils ont
enregistré des morts d’animaux dans les 10 jours suivant cette
administration quotidienne. Ces résultats pourraient confirmer les
propriétés toxiques immeédiates du latex rapportées par certains
auteurs [KERHARO et coll.,1974].

Dans notre étude, les symptémes d’intoxications et les morts
ont été observés dans les deux heures suivant 'administration des
macérés de la « drogue » aux doses toxiques. Aucun mort n’a plus
été enregistré aprés ces deux d’observation. On pourrait donc dire
que la toxicité aigué du macéré aqueux de la « drogue » est
immédiate.

[1.1.2. Test d’hémolyse in vitro

In vitro, la concentration du macéré aqueux des écorces de
racines de Calotropis procera Ait. n’a pas provoqué d’hémolyse & la
dose de 20% ; Ceci malgré la présence de saponosides dans le
macéré. Le risque d’hémolyse aprés administration du maceré
aqueux des écorces de racines de Calotropis procera Att. est donc
peu probable.

11.1.3. L’activité intrinséque spasmogéne d’'un macéré
agueux de la « drogue » 4 la concentration de 20% .

Le macéré aqueux de la « drogue » a 20% a provoqué une
contraction de V'intestin isolé . Cette contraction a été précédée d'un
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reldchement (inhibition) des contractions spontanées de
lntestin(Figure 18) . L’activité spasmogéne de Uextrait aqueux et
ethanolique des racines de Calotropis procera a déja été signalée par
KERHARO J et coll.(1974).

La contraction provoquée par le macéré a été inhibée par
latropine sulfate. Pour la méme dose d’atropine sulfate, les
pourcentages d’inhibition des contractions ont augmenté au fur et a
mesure que les tests sont répétés sur le méme intestin (figure 18).
Ce phénomeéne pourrait conforter ’'hypothése (que nous avons
émises plus haut) selon laquelle le macéré contiendrait et des
substances antispasmodiques se fixant fortement sur leur(s) site(s)
d’action, et des substances spasmogénes qui, elles, se fixeraient de
maniére réversible sur leur(s) récepteur(s). Ces substances
pourraient étre les alcaloides,qui du reste ont été caractérisés dans
le macéré aqueux. En effet, ils sont réputés doués d’activités
spasmogénes ou antispasmodiques [BRUNETON,1993].

Nos résultats corroborent ceux de MOSSA et coll.(1991) qui
ont rapporté que l'extrait éthanolique des parties aériennes de
Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) a induit des contractions de
lintestin isolé de cobaye; lesquelles contractions sont antagonisées
par l'atropine.

DOMO (1998) a trouvé que l'extrait alcoolique des écorces
de racines de Ximenia americana contractait (de facon irréversible)
I'Intestin isolé de rat aprés une phase d’inhibition .Ceci a été
constaté aux doses supérieures ou égales a 4mg/ml; alors qu’aux
doses inférieures l'extrait s’était révélé antispasmodique.

L’activité spasmogéne du macéré aux fortes doses pourrait
expliquer les convulsions, les dyspnées ( peut-étre par
bronchoconstriction) constatées lors du test de toxicité générale
aigué chez la souris N.M.R.IL, et aussi la relative faible activité
anticholinergique du macéré. La mise en évidence de l'activité
spasmogéne pourrait expliquer 'utilisation traditionnelle de cette
plante comme fortifiant stomacal signalée par HANS-JURGEN VON
MAYDELL (1990).

On pourrait alors dire que le macéré aqueux contient
différents principes ,qui les uns sont capables d’inhiber les
contractions, les autres induisant des contractions; les seconds ne
s’exprimant qu’a des doses fortes.

L’inhibition des contractions (provoquées par le macéré a
20%) par l'atropine laisse penser que l'atropine antagonise de
maniére compétitive certains principes actifs du macéré. L’atropine
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étant un anticholinergique de référence, le macéré a 20% aurait
donc une activité cholinomimetique. Cette activité cholinomimetique
pourrait étre & l'origine d’une activité vasodilatatrice (du macéré).En
effet, en injection intraveineuse, I'acétylcholine provoque de maniére
indirecte une vasodilatation par libération d’oxydes nitriques (NO)
des cellules endothéliales vasculaires [ELGHOZI et coll., 1989].

L’activité cholinomimetique du macéré 3 la forte dose
suggeére des précautions d’emploi de la poudre d’écorces de racines
de Calotropis procera Ait. chez les sujets asthmatique, hypotendu,
parkinsonien.

I1.2. L’activité antifalcemiante

Le macéré aqueux de la « drogue » aux doses de 0,5% et 1%
ont inhibé la formation de drépanocytes. Cette activité anti-
drépanocytaire a été maximale en 1 heure 30mn de contact (les
hématies avec le macéré) a la dose de 0,5%. Cette activité maximale
a été atteinte en lheure a la dose de 1%. L’effet maximal a été donc
plus précoce a la plus forte dose (figure 20).

L’activité antifalcémiante (antidrépanocytaire) maximale du
macéré a augmenté avec la dose du macéré. En effet, le maximum
de l'activité antifalcémiante a été de 61,77% a la dose de 0,5%, et a
atteint 72,77% a la dose de 1% .

Nos résultats corroborent ceux de OUATTARA (1991) qui
avait déja fait cas de I'activité antifalcémiante du macéré aqueux des
écorces de racines de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae) a la
dose de 1% .

L’hypothése selon laquelle une neutralisation du pH du
milieu sanguin pourrait inhiber la falciformation [MIALE, 1982] est
trés peu probable car le pH de nos macérés était acide (pH=6).

Une autre hypothése est que ’hypotonicité du milieu
extraglobulaire favoriserait une hydratation des hématies ,
réduisant ainsi la falciformation [LONDORFER et coll.,1988]. Cette
derniére est aussi moins probable car nos macérés ont été faits avec
de 'eau physiologique (solution de chlorure de sodium a 0,9%
isotonique au milieu intraglobulaire), empéchant donc le
mouvement ionique du sodium a travers la membrane. .
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I1.3. L’activité anti-inflammatoire :

Les macérés aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepiadaceae) (aux doses de 85mg/kg et 170mg/kg)
ont inhibé pendant au moins six heures I'cedéme induit par la
carragénine. Cette inhibition (induite aussi par la betaméthasone a
la dose de 2mg/kg) a été maximale 4 la quatriéme heure suivant
l'administration de la carragénine. L’activité anti-inflammatoire du
macéré a la méme cinétique que celle de la betaméthasone (figure
9). Cette activité serait due aux stérols ou aux triterpénes
caractérisés dans le macéré (Tableau I). MASCOLO et coll.(1988)
ont trouvé que l'extrait éthanolique des fleurs de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) avait une activité anti-inflammatoire.
Cependant, I'activité anti-inflammatoire de l'extrait éthanolique des
parties aériennes (a la dose de S00mg/kg) n’est pas significative
chez le rat selon MOSSA et coll.(1991). Une différence de
composition chimique (ou de concentration en principes chimiques)
des différentes parties de la plante pourrait étre a l'origine de ces
différences d’activités.

Les pourcentage d’inhibition maximal de 'cedéme ont été de
54,60% et de 55,04% respectivement aux doses de 85mg/kg et de
170mg/kg du macéré. Ces doses sont inférieures a la dose atoxique
de 600mg/Kg. L’activité anti-inflammatoire de la betaméthasone est
nettement supérieure a celle des macérés aqueux. En effet, le
pourcentage d’inhibition maximal de 'oedéme par la betaméthasone
a été de 61,21% a la dose de 2mg/kg.

Le mécanisme d’action de cette activité anti-inflammatoire
pourrait étre I'action anticalcique ou l'inhibition du métabolisme de
I'acide arachidonique (qui est un métabolite important de tout
processus inflammatoire).En effet, SEN (1988) a montré que l'extrait
chloroformique des racines de Calotropis procera
Ait.(Asclepiadaceae) inhibait le métabolisme de l'acide arachidonique
induit par la 5-lipoxygénase.

II.4. L’activité relaxante des muscles lisses :

Les macérés aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepiadaceae) ont inhibé les contractions (de l'intestin
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isolé) provoquées par l'acétylcholine et par le chlorure de baryum. Ils
sont doués donc d’activités antispasmodiques neurotrope et
musculotrope; ceci tant en administrations préventive que curative .

En administration curative , les pourcentages d’inhibition
des contractions ont augmenté toujours avec les doses du macéré
(figurelS et 17). L’activité antispasmodique du macéré en
administration curative est dose — dépendante.

Par contre en administration préventive , les pourcentages
d’inhibition des contractions dues a l'acétylcholine fluctuent
beaucoup avec les doses du macéré comme l’atteste le faible
coefficient de corrélation dose-effet (R2= 0,3957).

En administration curative, la concentration de macéré
capable d’inhiber a 50% les contractions (concentration inhibitrice
50%) provoquées par l'acétylcholine a été de 4,25% (m/v). Elle est
supérieure a celle capable d’inhiber a 50% les contractions
provoquées par le chlorure de baryum : C.Ise% =1,75% (m/v).

En administration préventive, la concentration inhibitrice
50% du macéré vis a vis des contractions provoquées par le chlorure
de baryum est égale a 2,5%(m/v). Du fait du faible coefficient de
corrélation dose-effet en administration préventive, il nous a été
difficile d’extrapoler une C.Iso vis a vis des contractions dues &
l'acétylcholine. :

L’activité antispasmodique musculotrope s’est avéré plus
marquée que la neurotrope. Il s’agit d’un effet d’inhibition de
I'activité du calcium sur les muscles lisses.

Le macéré aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepiadaceae) inhibent mieux les contractions
provoquées par l'acétylcholine ou le chlorure de baryum en
administration curative qu’en administration préventive.

Dans une étude d’activité antispasmodique, LOMPO et coll.
ont trouvé qu’en curative , le macéré aqueux des écorces de tronc de
Khaya senegalensis (Desr.) A. Juss inhibait plus les contractions
provoquées par le chlorure de baryum que celles provoquées par
l'acétylcholine; ceci a la méme dose du macéré. Mais en
administration préventive, les pourcentages d’inhibitions des
contractions provoquées par l'acétylcholine ou le chlorure de
baryum €taient égaux.

Au fur et a mesure que les tests sont répétés sur le méme
intestin , nous avons observé une tendance a une diminution
progressive des pics ou des plateaux de contractions aux méme
doses de macéreé. Nous pourrions penser a un effet cumulatif des
doses lorsque les essais sont répétés successivement. Certaines
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substances actives du macéré créeraient de fortes liaisons
(lentement réversibles) avec leurs sites d’action qu’un simple lavage
(a la solution de TYRODE) n’arrive pas a rompre.

En effet, aprés la réalisation de cinq tests (macéré plus
contracturant), 'administration du contracturant seul donnent des
pics ou des plateaux de contraction inférieurs a ceux obtenus avec
le contracturant seul avant administration du macéré aqueux de la
«drogue » (figure 12). Le macéré aqueux des racines de Calotropis
procera Ait. est donc doué d’une activité antispasmodique dont la
réversibilité n’est pas totale et immeédiate.

En administration préventive, le macéré aqueux a une
activité intrinséque spasmogéne précédée d’une inhibition des
contractions de base de l'intestin. Ces activités ne se sont
exprimées de facon nette qu’a la dose de 20% du macére.

Malgré ce phénoméne , le macéré a 20% a inhibé les contractions
provoquées par le contracturant tout en exprimant dans un premier
temps son activité intrinséque spasmogéne. Des substances actives
spasmogénes et des substances actives antispasmodiques

« cohabiteraient » donc dans le macéré. Les substances actives
spasmogénes n’atteindraient leurs doses actives qu’aux fortes
concentrations du macéré d’oul une nécessité de respecter les
posologies.
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CONCLUSION

Le screening phytochimique du macéré aqueux des écorces
de racines de Calotropis procera Ait. a révélé la présence de
saponines, d’alcaloides sels, et de terpénes et/ou stérols. Suivant
notre protocole d’extraction, les rendements de la « drogue » en
alcaloides sels, en matiéres séches hydrosolubles, et en hydrolysat
acide ont été respectivement de 0,40% (m/m), de 13,73% (m/m), et
de 0,76% (m/m).

La dose létale 50% (DLso) du macéré chez des souris a été
de 973mg/kg (par voie intrapéritonéale); avec un intervalle de
conflance de 721mg/kg a 1312mg/kg pour p = 0,05. Cette DLso fait
du macéré aqueux une substance faiblement toxique selon I’échelle
de toxicité de Ac. HODGE et J.H . STERNER. Les symptémes
d’intoxication ont été caractérisés par une baisse de l'instinct
d’exploration et de I'appétit, une polypnée et des convulsions
précédant la mort des animaux. L'intoxication aigué a été manifeste
dans les deux heures suivant 'administration du macéré. Les
animaux n’ayant pas présenté de signes d’intoxication dans ce laps
de temps ne les ont plus présentés dans les 72 heures.
Lintoxication aigué au macéré semble seulement immeédiate mais
non retardée.

Le macéré aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait. n’a pas été hémolytique in vitro a la concentration de
20% .

Le macéré aqueux des écorces de racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepiadaceae) a provoqué des contractions de
I'intestin isolé lorsqu’il a été administré seul a la dose de 20% m/v.
Ces contractions ont été précédées de légéres inhibitions des
contractions de base de l'intestin. L’activité spasmogéne du macéré
a 20% a été inhibée par un antispasmodique neurotrope de
référence (atropine sulfate). Le macéré aurait une activité
cholinomimetique aux fortes doses.

In vitro , le macéré aqueux aux doses de 0,5% et 1% ont
inhibé la formation de drépanocytes provoquée par le métabisulfite
de sodium. L’activité antifalcémiante maximale est plus forte et plus
précoce a la plus forte dose. Elle a été de 72,77% aprés 60 mn de
contact des hématies avec le macéré a 1% , alors que cette activité
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maximale a été de 61,77% aprés 90mn de contact avec le macéré a
0,5%.

Le macéré aqueux a été doué d’activité anti-inflammatoire
chez la souris par voie intrapéritonéale. Cette activité s’est avérée
dose-dépendante. La maximale a été atteinte a la quatriéme heure
suivant 'administration de la carragénine. A la dose de 85mg/kg du
macéré l'activité anti-inflammatoire maximale a été de 54,60% ;
alors qu’a la dose de 170mg/kg elle a été 55,04% .

L’activité antispasmodique du macéré aqueux a été
manifeste . I a inhibé les contractions provoquées par le chlorure de
baryum ou par l'acétylcholine. Il est antispasmodique musculotrope
et neurotrope tant en administration curative que préventive.
L’activité antispasmodique musculotrope du macéré a été plus
marquée que celle neurotrope : en curative la concentration du
macéré inhibant la contraction a 50% (=1,75% m/v ) la contraction
provoquée par le chlorure de baryum est inférieure a celle provoquée
par l'acétylcholine (4,25% m/v); en préventive, cette concentration
inhibitrice a été de 2,5%(m/v). Le macéré aqueux est plus efficace
en administration curative qu’en préventive.

Deux hypothéses peuvent étre retenues pour expliquer une
éventuelle activité vasodilatatrice du macéré aqueux de la drogue.
La premiére est que l'activité intrinséque cholinergique du macéré
pourrait provoquer de maniére indirecte une vasodilatation par
libération d’oxydes nitriques des cellules endothéliales vasculaires.
La deuxiéme est que le macéré relaxerait directement le muscle lisse
vasculaire grace a sa trés grande activité antispasmodique
musculotrope (anticalcique).

L’étude a justifié les bases pharmacochimiques de
I'utilisation de la poudre d’écorces de racines de Calotropts procera
Ait. dans la formulation du FACA® , phytomédicament
antidrépanocytaire, par une activité myorelaxante, antifalcémiante
et anti-inflammatoire. Elle est active aux doses atoxiques.
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PERSPECTIVES

1.Isoler le ou les principe(s) actif(s) responsable(s) des
différentes activités pharmacologiques établies.

2. Etudier la toxicité chronique du macéré aqueux des écorces
de racines de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae).

3. Explorer d’autres mécanismes d’actions des écorces de
racines de Calotropis procera Ait.(Asclepiadaceae ) dans le
traitement de la crise drépanocytaire :

a. activité analgésique
b. activité vasodilatatrice directe
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Résumeé :

La drépanocytose est un probléme de santé publique en
Afrique noire. Maladie génotypique de ’'hémoglobine, son traitement
fait encore l'objet de nombreuses controverses bien que sa
physiopathologie soit bien connue.

Afin de trouver les supports phytochimiques et
pharmacologiques explicatifs de l'efficacité clinique d’une drogue
(poudre d’écorces de racines de Calotropis procera
Att.(Asclepediaceae) ) utilisée dans la prise en charge des crises
drépanocytaires, nous avons mené des études phytochimique, de
toxicité aigué, d’activité anti-inflammatoire, d’activité
antispasmodique et d’activité antifalcémiante du macéré aqueux
de la drogue.

Le screening phytochimique du macéré a révélé la
présence d’alcaloides, de saponines, de triterpénes et/ou de
stérols.

Par voie intrapéritonéale, la dose létale 50%(DLso) du
maceéré chez des souris males a été de 973mg/ kg avec un
intervalle de 721mg/kg a 1312mg/kg, pour p= 0,05.

A la dose de 20%, le macéré aqueux des écorces de
racines de Calotropis procera Ait. n’a pas présenté d’hémolyse in
vitro,

Le macéré a montré une activité anti-inflammatoire qui est
maximale a la quatriéme heure aprés 'administration de la
carragénine. Les pourcentages d’inhibition maximal de I'oedéme ont
été de 55,04% et de 54,60% respectivement aux doses de 170mg/kg
et de 85mg/kg.

En curative, la concentration de macéré capable
d’inhiber a 50% les contractions provoquées par le chlorure de
baryum a été de 1,75%(m/v]) contre 4,25 % (m/v) pour les
contractions provoquées par l’'acétylcholine. En préventive, cette
concentration inhibitrice 50% a été de 2,5%(m/v) .

A la dose de 20% m/v le macéré a une activité
intrinséque spasmogéne inhibée par l'atropine.

Les macérés aqueux a 0,5% et 1% ont inhibé de maniére
dose-dépendante la formation de drépanocytes provoquée par le
métabisulfite de sodium. L’activité antidrépanocytaire maximale a
été de 61,77% a la dose de 0,5% contre 72,77% a la dose de 1%.

Les résultats de toutes ces études sont susceptibles
d’expliquer le fait que la poudre d’écorces de racines de Calotropis
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procera Ait.(Asclepediaceae) soit cliniquement efficace dans le
traitement des crises vaso-occlusives de la drépanocytose.
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Annexes

1. Etude de ’activité anti-inflammatoire

Vo = volume de la patte avant injection de la carragénine.
Vi = Volume de la patte a la i €éme heure aprés l'injection de la
carrageénine.

Tableau XXVII : Evolution du volume des pattes en fonction du
temps chez le lot témoin

'N°souris| Vo Vih |v2h [v3h [V4h |V5h |V6h

1 0,13 (0,22 (0,22 (0,25 10,29 0,23 10,23

2 0,13 1]0,17 10,24 [0,24 [0,29 0,22 0,21

3 0,13 - - - - - -

4 0,13 0,21 021 [0,22 (0,22 (0,24 [0,21 |
5 0,14 |0,25 [0,26 (0,30 10,30 ]0,24 10,23 |
6 0,14 0,20 (0,23 0,25 0,25 0,25 0,21 |
7 0,13 (0,21 0,22 [0,27 10,27 ]0,22 0,23
8 0,12 (0,20 (0,22 10,25 0,25 10,21 (0,25 |
9 0,13 0,20 [0,21 0,25 0,25 [0,20 0,23
110 0,14 0,19 |0,19 0,25 [0,25 [0,22 0,20 |
‘moyenne [0 13 |0,21 |0,22 10,25 0,26 0,23 10,22
Ecart 0,01 0,02 0,02 (0,02 0,03 0,02 0,02
type |

- :souris morte



Tableau XXVIII: Evolution du volume des pattes en fonction du

temps chez le lot de référence ( Betaméthasone a 2mg/kg )

'N°souris | Vo Vih  V2h  'Vv3h |V4h |[V5h |V6h
1 0,16 10,28 10,26 0,27 [0,23 0,24 |0,24
2 0,16 10,26 [0,23 0,22 10,24 [0,23 0,25
3 0,16 0,24 10,25 10,22 0,23 (0,23 0,26
4 0,17 10,27 10,28 10,22 [0,22 (0,26 |0,24
5 0,18 10,25 (0,27 10,23 0,22 10,26 0,24
6 0,17 10,23 0,25 (0,24 (0,25 0,24 0,25 |
7 0,17 10,26 0,25 10,24 10,22 ]0,26 10,24
8 0,17 10,27 0,27 10,25 10,23 0,24 0,27
9 0,16 10,27 10,25 [0,24 [0,23 0,26 [0,25 |
10 0,17 10,26 0,24 0,23 0,24 (0,23 [0,24
moyenne 0,17 10,26 0,26 0,24 0,23 [0,25 0,25
tEycan 0,01 0,02 {0,02 10,02 [0,01 [0,01 10,01
Pe

Tableau XXIX: Evolution du volume des pattes en fonction du

temps chez le lot 1{macéré agueux a la dose de 85mg/kg)

type

N°souris | Vo Vih [V2h [v3h |V4h |V5h [V6h
1 0,14 0,19 [0,22 0,20 0,20 0,20 |0,22
2 0,13 10,22 ]0,24 10,22 0,23 0,22 0,22
3 0,15 10,24 [0,24 1024 10,22 (0,24 0,23
4 0,14 10,27 0,25 (0,24 [0,25 0,23 0,25
5 0,16 [0,23 (0,23 [0,25 0,22 [0,24 10,24
6 0,15 [0,23 [0,22 [0,22 0,24 10,24 0,21
7 0,15 [0,20 [0,21 0,19 0,21 0,22 [0,20
8 0,17 10,24 (0,25 [0,23 0,20 |0,21 0,23
9 0,17 10,21 [0,25 (0,24 0,21 (0,22 (0,22
10 0,18 (0,32 0,24 10,24 0,23 (0,23 0,21
moyenne |0,15 (0,24 0,24 [0,23  |0,22 (0,23 [0,22
ecart /0,02 0,04 [0,01 (0,02 (0,02 [0,01 0,02




Tableau XXX:Evolution du volume des pattes en fonction du
temps chez le lot 2 (macéré agueux a la dose de 170mg/kg)

N°souris | Vo V1h V2h V3h V4h V5h V6h
1 0,12 10,23 10,22 0,22 [0,23 [0,21 10,22
2 0,15 0,21 0,23 [0,22 [0,22 J0,24 10,26
3 0,15 0,22 0,23 10,23 10,24 0,24 0,22
4 0,17 ]0,22 10,22 (0,22 10,23 |0,24 0,24
5 0,15 0,18 0,18 [0,17 0,17 0,17 0,19
6 0,18 0,18 0,18 10,18 0,17 (0,17 0,18
7 0,16 10,21 10,22 J0,21 (0,19 [0,21 0,21
8 0,15 0,22 10,22 (0,22 10,20 (0,19 [0,20
9 0,18 10,21 10,23 [0,22 [0,20 10,19 0,20
Moyenne [0,15 [0,22 0,22 0,21 0,21 [0,21 10,22
Ecart 0,02 [0,03 |0,03 [0,02 (0,03 (0,03 0,03
type

Tableau XXXI: Evolution du pourcentage d’augmentation du
volume des pattes en fonction du temps chez le lot témoin blanc

N°souris |P1M P2M P3M P4M P5M P6M |
1 69,23 169,23 (92,31 |123,08 |76,92 76,92

2 30,77 [84,62 (84,62 123,08 69,23 61,54

3 - - - - - -

4 61,54 |61,54 (69,23 [69,23 184,62 (61,54
5 78,57 85,71 114,29 114,29 71,42 164,29

6 42,86 |64,29 |78,57 |78,57 78,57 50,00
7 61,54 69,23 [107,69 107,69 [69,23 76,92

8 66,67 83,33 108,33 [108,33 |75,00 108,33
9 53,85 161,54 19231 (92,31 (53,85 76,92
10 35,71 |35,71 |78,57 78,57 |57,14 42,86
‘moyenne |56 68 92 99 71 69 1
Ecart 16 16 16 20 10 19

type

- :souris morte

H1



Tableau XXXII:Evolution du pourcentage d’augmentation du
volume des pattes en fonction du temps chez le lot de référence

(Betaméthasone a la dose de 2mg/kg).

N°souris |P1M 'P2M P3M P4M P5M P6M
1 75,00 62,50 [68,75 (43,75 150,00 |50.00
2 62,50 43,75 37,50 50,00 [43,75 56,25
3 50,00 56,25 37,50 43,75 [43,75 ]62,50
4 58,82 64,71 12941 29,41 [52,94 41,18
5 38,89 |50,00 [27,78 12222 [44,44 33,33
6 3529 47,06 41,18 |47,06 [41,18 [47,06
7 52,94 47,06 41,18 29,41 52,94 |41,18
8 58,82 58,82 47,06 [35,29 [41,18 [58,82
9 68,75 156,25 50,00 [43,75 62,50 [56,25
10 52,94 41,18 [35,29 [41,18 [35,29 [41,18
Moyenne |55 53 42 39 47 49
Ecart 12 8 12 9 8 10
type

Tableau XXXIII:Evolution du pourcentage d’augmentation du
volume des pattes en fonction du temps chez le lot 1{macéré

agueux a la dose de 85meg/kg).

type

|

|

|

N°souris |[P1M P2M P3M P4M PSM P6M
1 35,71 57,14 42,86 42,86 42,86 57,14
2 69,23 84,62 69,23 76,92 69,23 69,23
3 60,00 60,00 60,00 46,67 60,00 53,33
4 92,86 78,57 71,43 78,57 64,29 78,57
S 43,75 43,75 56,25 37,50 50,00 50,00
6 53,33 46,67 46,67 60,00 60,00 40,00
7 33,33 40,00 26,67 40,00 46,67 33,33
8 41,18 47,06 35,29 17,65 23,53 35,29
9 23,53 47,06 41,18 23,53 29,41 29,41
10 77,78 33,33 33,33 27,78 27,78 16,67
Moyenne |53 54 48 45 47 46
Ecart 22 17 15 21 16 19




Tableau XXXIV: Evolution du pourcentage d’augmentation du
volume des pattes en fonction du temps chez le lot 2({macéré

agueux a la dose de 170mg/kg).

N°souris |P1M P2M 'P3M P4M P5M P6M

1 91,67 [83,33 83,33 [91,67 75,00 83,33 |
2 40,00 [53,33 46,67 46,67 |60,00 73,33 |
3 46,67 153,33 153,33 |60 60,00 46,67 |
4 2041 (29,41 2941 3529 41,18 41,18
5 20,00 20,00 13,33 13,33 [13,33 26,67
6 31,25 |37,50 31,25 [18,75 [31,25 31,25
7 46,67 46,67 46,67 [33,33 26,67 |33,33
8 16,67 27,78 2222 [11,11 [5,56 11,11
Moyenne |48 51 46 45 45 51

Ecart 31 28 25 31 29 133
type




2. Etude de ’activité relaxante des muscles lisses

2.1.

Tableau XXXV: Effets de I'interaction des macérés sur les
contractions de I'intestin dues a 'acétylcholine

Etude de lactivité antispasmodique

2.1.1. Effet du macéré sur l'action de 'acétylcholine

macéré |macéré |macéré |macéré |macéré |macéré a

a 1% a 3% a 6% al2 |ale% 20%
Essail |3,0 5,5 3,5 5,0 3,9 5,0
Essai 2 |3,0 5,5 3,2 4,5 4.3 4.9
Essai3 (2,8 5,5 3,9 4.7 4,0 9,0

sl 0,1 0,0 0,2 0,3 0,2 0,1

Essail 2,9 3,6 3,8

Essai2 (2,9 3,8 3,0

Essai3 [2,9 3,8 1,9

Essai4 2,9 3,7 1,6

Essai 5 2,9 3,7 12,0 _
29 BT e
0,0 0,1 1

X1= moyenne des hauteurs des pics dus a l'acétylcholine seule (cm);
sl leur écart-type.

X2= moyenne des hauteurs des pics dus a l'interaction
acétylcholine-macéré (cm); s2 leur écart-type.

Vi



2.1.2. Effet du macéré sur 'action du chlorure de baryum

Tableau XXXVI: Effets de I'interaction des macérés sur les
contractions de l'intestin dues au chlorure de baryum

maceéeré a 1%

macéré a3%

macéré al2%

macéré a 16%

Essai 1 |5,3 4,0 5,7 4,1
Essai2 5,0 4,3 5,7
Essai 3 |50 4,0 577

02

sly , 0,0

Essail [4,8 3,1 5,1 2,0
Essai 2 |4,8 2,0 2,7 0,5
Essai13 |3,5 1,5 0,3 0,2
Essai 4 3,0 0,8 0,1 0,0
Essai5 |1,6 0,7 0,0 0,0
s2 1 1 2 0,8

X1= moyenne des hauteurs des pics de contraction dus au chlorure
de baryum seul(cm); sl leur écart-type.

X2= moyenne des hauteurs des pics de contraction dus a
'interaction chlorure de baryum- macéré (cm); s2 leur écart-type.

Vil



2.2. Etude de l'activité spasmolytique

2.2.1. Effet du macéré sur I'action de 'acétylcholine.

Tableau XXXVII:Effets de l'interaction du macéré sur les

contractions

dues a l'acétylcholine.

macéréa |macéréa |macéréa |macéréa |macéré a
1% 3% 6% 9% 12%
Essail |3,2 4,9 5,8 2,40
Essai 2 |3,2 4,8 5,6 2,40
4,8 2,30

Essai3 3,2

SRS A SR

5.0

T

0,1 0,1 0,1 0,1
Essail |3,2 2,7 3,2 3,6 0,0
Essai2 |[3,1 2,0 2,1 2,5 0,0
Essai3 |3,0 2,3 1,9 1,8 0,0
Essai4 |2,9 2,0 2,0 1,1 0,0
Essai 5

X3= moyenne des hauteurs des plateaux dus a 'acétylcholine seule
(cm); s3 leur écart-type.

X4- moyenne des hauteurs des plateaux dus a l'interaction macéré
- acétylcholine(cm]; s4 leur écart-type.

VI



2.2.2. Effet du macéré sur l'action du chlorure de barvum

Tableau XXXVIII:Effets de l'interaction du macéré sur les
contractions dues au chorure de baryum.

macéré a [macéréa |macéréa |macéréa |macéré a
1% 3% 6% 9% 12%
Essail |34 3,3 2,9 3,5 2,0
Essai 2 2,9 3,5 '
Essai 3 2,8

s4

0.0

s3 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2
Essail |2,6 0,5 0,2 0,2 0,0
Essai2 |2,6 0,6 0,2 0,1 0,0
Essai3 12,6 0,5 0,2 0,1 0,0
Essai4 |2,3 0,5 0,2 0,1 0,0
EssaiS |2,4 0,5 0,2 _ 0,0 0,0

X3= moyenne des hauteurs des plateaux de contractions dus au
chlorure de baryum (cm); s3 leur écart-type.

X4= moyenne des hauteurs des plateaux de contractions dus a
I'interaction macéré - chlorure de baryum(cm); s4 leur écart-type.

IX




Tableau XXXIX: Effets de l'interaction de l'atropine sulfate 26mg/ml

sur les pics de contraction dus au macéré 20%.

'Hauteurs (cm) des macéré macéré + atropine

pics de contraction

Essai 1 3,50 0,20

Essai 2 4,00 0,50

Essai 3 4,00 0,40

Essai 4 0,50 |
Essai 5 0,20 |
‘Moyenn: 13,83 0,36 e |
Ecart-type 0,29 0,15 - |




Solution de TYRODE de (composition):

NaCl.ooii 8g
KL e e 0,2g
CaCly..uviiiiiiieiii 0,2g
MEClg i 0,01g
NaH2P04 .............................................. 0,0Sg
NaHCO3 ..o lg
GIUCOSE. ..ot lg
Eau distillée..............cceeeinnin Q.S.P 1L

Solution C.P.D.A:

Acide citrique(@nhydre).......ccccocoeveiiiiiiiiiiii 0,30g
Citrate de sodium. 2 HoO.......ooooi 2,63g
Monophosphate de sodium. 1HoO..................ooo. 0,222g
Dextrose. 1 HoO ... 3,19g
AENINE. ..ttt 0,0275¢g
Eau pour préparation injectable........................ Q.S.P 100ml

Réactif de Draggendorf:

Sous-nitrate de bismuth................. 30mg
Jodure de potasSIUM.....c.coeiiiiiiiiiiiiiie e 700mg
Acide acétique glacial.........ooovviiniiiiiiiii 7ml
7 O P 3ml
Acétate d’éthyle...........cooviiiiiiii e, 90ml
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Abréviations:

C.H.N.Y.O :Centre hospitalier national Yalgado Ouédraogo

C.I5O% : Concentration inhibitrice 50%

DLgq: Dose létale 50%

« Drogue » : écorces de racines de Calotropis procera Ait.
g : gramme

h : heure

[.LR.S.S : Institut de recherche en sciences de la santé
kg: Kilogramme

L :litre

mg: milligramme

ml : millilitre

m/m : masse/masse

ME.PHA.TRA./PH : Médecine et Pharmacopée traditionnelles /
Pharmacie

m/v : masse/volume
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de la Faculté, des conseillers
de lordre des Pharmaciens et de mes condisciples :

« d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a
leur enseignement ;

» d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation en
vigueur, mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement ;

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

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et
mon état pour corrompre les maeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les Hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si
1’y manque.



‘Résumeée :

La drépanocytose est un probléme de santé publique en Afrique
noire. Maladie génotypique de I’hémoglobine, son traitement fait encore
Pobjet de nombreuses controverses bien que sa physiopathologie soit bien
connue.

Afin de trouver des supports pharmaco-chimiques explicatifs de
lefficacité clinique d’une drogue (poudre d’écorces de racines de Calotropis
procera Ait.(Asclepediaceae) ) utilisée dans la prise en charge des crises
drépanocytaires, nous avons mené une étude chimique du macéré aqueux
de la drogue et recherché ses activités antifalcémiante, anti-inflammatoire, et
relaxante des muscles lisses. La toxicité aigué du macéré a été évaluée par la
détermination de la DL50, le test d’hémolyse et l’activité intrinséque
spasmogéne du macéré a forte dose.

Le screening phytochimique du macéré a révélé la présence
d’alcaloides, de saponines, de triterpénes et de stérols.

Par voie intrapéritonéale, la dose 1étale 50%(DLso) du macéré chez
des souris males a été de 973mg/kg avec un intervalle de 721mg/kg a
1312mg/ kg, pour p= 0,05.

A la concentration de 20%, le macéré aqueux des écorces de racines
de Calotropis procera Ait. n’a pas présenté d’hémolyse in vitro. A la méme
dose, Il a eu une activité intrinséque spasmogéne inhibée par 'atropine.

Les macérés aqueux a 0,5% et 1% ont inhibé de maniére dose-
dépendante la formation de drépanocytes provoquée par le métabisulfite de
sodium. L'activité antidrépanocytaire maximale a été de 61,77% a la dose de
0,5% contre 72,77% a la dose de 1%.

Le macéré a montré une activité anti-inflammatoire qui est
maximale a la quatriéme heure aprés ’administration de la carragénine. Les
pourcentages d’inhibition maximal de 'oedéme ont été de 55,04% et de
54,60% respectivement aux doses de 170mg/kg et de 85mg/kg.

En curative, la concentration de macéré capable d’inhiber a 50% les
contractions provoquées par le chlorure de baryum a été de 1,75%(m/v)
contre 4,25 % {m/v) pour les contractions provoquées par ’acétylcholine. En
préventive, cette concentration inhibitrice 50% a été de 2,5%(m/v) .

Les résultats de toutes ces études sont susceptibles d’expliquer
Pefficacité clinique de la poudre d’écorces de racines de Calotropis procera
Ait.(Asclepediaceae) dans le traitement de la maladie drépanocytaire.
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