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RESUME

En Afrique, la valorisation des pharmacopées traditionnelles constitue bien souvent un moyen
d’orienter la recherche vers de nouveaux antipaludéens. Les plantes médicinales antipaludiques
peuvent servir de base a la formulation de Médicaments Traditionnels Améliorés (MTA) ou étre
source de nouvelles molécules antiplasmodiales. Sur la base d'une recherche bibliographique
exhaustive, 10 plantes médicinales largement utilisées au Mali dans le traitement du paludisme et des
affections hépatiques (ictéres) ont été sélectionnées par une approche d'ethnopharmacologie
quantitative et évaluées in vitro sur Plasmodium falciparum FcB1, conduisant a la sélection de
Terminalia macroptera (Feuilles et Racines). Terminalia macroptera est une espece largement utilisée

au Mali contre le paludisme, la fiévre, les affections hépatiques (ictéres) et la plaie.

Dans le contexte de mise sur le marché d'un MTA, une monographie botanique a été réalisée
sur ces organes de plante afin de définir les normes pharmacopées de la poudre de feuilles et de
racines permettant d’éviter les falsifications. Une étude toxicologique in vivo et une étude
pharmacologique in vivo (activités antiplasmodiales, antipyrétiques, antalgiques, antiinflammatoires et
hépatoprotectrice) ont été réalisées. L’extrait éthanolique des feuilles et des racines ont démontré des
propriétés antiplasmodiales in vivo sur des modeles murins de paludisme simple et paludisme sévere
des propriétés antipyrétiques, antalgiques, antiinflammatoires et hépatoprotectrices sur modéles
murins d’hyperthermie, d’algie, d’inflammation et d’hépatotoxicité, respectivement. Un
fractionnement bio-guidé, et une méthode de déréplication ont été réalisés sur les extraits actifs afin

d'établir leur profil chimique.

Ces résultats vont dans le sens de la validation de 1’utilisation traditionnelle de Terminalia
macroptera dans le traitement du paludisme et des affections hépatiques, et peuvent servir de base

pour I'élaboration d'un médicament traditionnel amélioré au Mali.

Mots clés : Paludisme, paludisme séveére, hépatoprotection, médecine traditionnelle, Terminalia
macroptera, Plantes médicinales, Mali, ethnopharmacologie, médicament traditionnel amélioré, in

vivo, Afrique de I'ouest.



SUMMARY

In Africa, the promotion of traditional pharmacopoeias is often a means of directing research
towards new antimalarial drugs. Anti-malarial medicinal plants can be used as a basis for the
formulation of improved traditional medicine (médicament traditionnel amélioré, MTA) or as a source
of new antiplasmodial molecules. Based on a comprehensive literature search, 10 medicinal plants
widely used in Mali for the treatment of malaria and liver disease (jaundice) were selected by a
quantitative ethnopharmacology approach and evaluated in vitro on Plasmodium falciparum FcB1,
leading to the selection of Terminalia macroptera (leaves and roots). Terminalia macroptera is a
species widely used in Mali against malaria, fever, liver diseases (jaundice) and wound.

In the context of the marketing of a Terminalia macroptera based MTA, a botanical
monography has been carried out on previously cited plant organs in order to define pharmacopoeia
standards for leaf and root powder in order to avoid falsification. An in vivo toxicological study and a
pharmacological study in vivo (antiplasmodial, antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and
hepatoprotective activities) were carried out. Ethanolic extract from leaves and roots demonstrated
antiplasmodial properties in vivo on mouse models of simple malaria and severe malaria, antipyretic,
analgesic, anti-inflammatory and hepatoprotective properties on mouse models. A bioguided
fractionation and a dereplication method were carried out on the active extracts in order to establish
their chemical profile.

These results support the validation of the traditional use of Terminalia macroptera in the
treatment of malaria and liver disease, and may serve as a basis for the development of an improved

traditional medicine in Mali.

Key words: Malaria, severe malaria, hepatoprotection, traditional medicine, Terminalia macroptera,

medicinal plants, Mali, ethnopharmacology, improved traditional medicine, in vivo, West Africa
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Ce travail de thése a été soutenu financierement par l'allocation d'une bourse de la part de
I’Institut de Recherche pour le Développement (IRD) a travers son programme Allocation de
Recherche pour une Thése au Sud (ARTS) et une contribution partielle du Programme de

Formation des Formateurs (PFF) des universités du Mali.

Le doctorat s'est déroulé sur une période de 3 ans, avec une alternance de 6 mois de séjour
entre le Mali et la France. Le travail de recherché a été effectué¢ dans le laboratoire de 'UMR
152 (IRD-Université Toulouse 3) de Toulouse (France) et le laboratoire du Département de
Médecine Traditionnelle (DMT) de I’Institut National de Recherche en Santé Publique
(INRSP) du Mali.

Les différentes actions de recherches qui ont contribu¢ a la réalisation de ce doctorat sont :

o Une recherche bibliographique, réalisée au DMT et a ’'UMR 152,

o Une sélection d'especes meédicinales, la mise en place d'enquétes auprés des
tradipraticiens-herboristes, réalisées au Mali,

o Une préparation d'extraits bruts, réalisée au DMT

o Des analyses phytochimiques, réalisées au DMT (caractérisation en tube) et a
I’UMRI152 (déréplication).

e Un controle de qualité, réalis¢ au DMT (parametres physicochimiques) et a ’'UMR152
(contrdle botanique)

o  Une évaluation des extraits in vitro, réalisée a ’UMR152

e Une évaluation des extraits de Terminalia macroptera in vivo, réalisée au DMT (test de
toxicité, test antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et hépatoprotecteur) et a

I’UMR 152 (test antiplasmodial).

La recherche menée dans ce travail de thése s'inscrit dans le souhait de pouvoir contribuer a
l'amélioration de la santé de la population malienne et plus largement d’Afrique de l'ouest par
le biais de la valorisation de la pharmacopée traditionnelle africaine, patrimoine culturel
vivant inestimable, transmis de génération en génération, mais malheureusement menacé, et

souvent déprécié.
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1. Présentation du Mali

1.1 Géographie

Situé au ceeur de ’Afrique de I"ouest, la République du Mali s'étend entre le 10°™ et le 25°™
degré de latitude nord d'une part et d'autre part entre le 4™ degré de longitude Est et le 12°™

degré de longitude Ouest, sur une superficie de 1 241 238 km”. Elle est limitée

e au Nord par I’Algérie

e al’Estpar le Niger

e au Sud-est par le Burkina Faso

e a1’Ouest par la Mauritanie et le Sénégal

e au Sud par la Cote d’Ivoire et la Guinée

Le relief est peu élevé et peu accidenté ; c’est un pays de plaines et de bas plateaux. L’altitude
moyenne est de 500 metres. Deux fleuves traversent le Mali : le fleuve Niger et le fleuve
Sénégal. Le réseau hydrographique dessert surtout le sud du pays. La partie septentrionale de
cette zone est arrosée par le fleuve Sénégal et ses affluents, la partie orientale par le fleuve
Niger et ses constituants. Le régime de I’ensemble de ce réseau est tropical : hautes eaux en

période d’hivernage et basses eaux en saison séche.

1.2 Climat

Le climat est sec avec une saison seche et une saison des pluies. On distingue 3 zones

climatiques :

e la zone soudano guinéenne : a I’extréme sud du pays avec une pluviométrie de 1500
mm d’eau environ par an.

e la zone sahélienne : au centre recevant 200 a 800 mm d’eau par an.

e la zone saharienne, qui occupe la moiti¢é nord du pays, les précipitations y sont

irrégulieres, voire accidentelles et tres souvent inférieures a 200 mm d’eau par an.

1.3 Division administrative

Sur le plan administratif, le Mali était découpé en 8 Régions administratives (Kayes,
Koulikoro, Sikasso, Ségou, Mopti, Tombouctou, Gao, et Kidal) et un District (la capitale
Bamako) qui a rang de région. Recensement de deux nouvelles Régions sont en cours de
création. Ces deux nouvelles Région sont la Région de Taoudéni et la Région de Ménaka.

Taoudéni faisait partie de la Région de Tombouctou et Ménaka de la Région de Gao.

18



INTRODUCTION GENERALE

Figure 1: Carte du Mali (source : Direction des Ressources Humaines Secteur Santé, Développement
Social et Promotion de la Famille, 2017)

1.4  Données sociodémographiques sur la population malienne

Le Mali a réalisé quatre Recensements Généraux de la Population et de I’Habitat (RGPH) en
1976, 1987, 1998 et 2009. Selon les données du quatrieme Recensement Général de la
Population et de I’Habitat (RGPH), la population résidente du Mali s’¢levait a 14.528.662
habitants en avril 2009 dont 51 % de femmes et 49 % d’hommes (EDSM V, 2012 — 2013).
Selon les projections des données de RGPH 2009, le Mali compte une population de
18.343.000 habitants en 2016 avec 49.6% d’hommes et 50.4 % de femmes (Direction des
Ressources Humaines Secteur Santé, Développement Social et Promotion de la Famille,
2017). Prés de 40% des habitants du pays appartiennent a l'ethnie mandingue ; ce sont
majoritairement des Bambara vivant principalement dans le district de Bamako, et dans les
régions de Koulikoro et Ségou, et les Malinké (6.6 %). Aprés viennent les Peul (13.9 %), les
Sénoufo (9%), les Soninké (8.8 %), les Dogon (8 %), les Songhai (7.2 %), les Dioula (2.9 %),
les Bwaba (2.4 %), les Touaregs (1.7 %), les Maures ou Berbéres (1.2 %).

L’islam est la religion de 90 % des Maliens, Quelque 9 % d'entre eux ont conservé des

croyances animistes. Le christianisme est pratiqué par 1 % de la population.
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2. Les différents systémes de soins au Mali

Au Malj, il existe les ressources la médecine traditionnelle (Praticiens- pratiques- produits) et

médecine conventionnelle, avec une organisation pyramidale de différents niveaux.
2.1  Ressource de la médecine traditionnelle

2.1.1 Définition de la Médecine traditionnelle (MT)

Selon I’OMS, la MT est «I’ensemble de toutes les connaissances et de toutes les pratiques,
explicables ou non,transmises de génération en génération, oralement ou par écrit, utilisées
dans une société humaine pour diagnostiquer, prévenir ou €liminer un déséquilibre du bien-

étre physique, mental, social, moral et spirituel» (OMS, 2013).

2.1.2 Tradipraticiens de Santé (TPS)

Le TPS, est une personne reconnue par la collectivité dans laquelle elle vit, comme
compétente pour dispenser les soins de santé, grice a I’emploi de substances végétales,
animales et minérales, et d’autres méthodes, basées sur le fondement socioculturel et
religieux, aussi bien que sur les connaissances, comportements et croyances liées au bien-étre
physique, mental, social et spirituel, ainsi qu’aux causes des maladies et invalidités prévalant
dans la collectivité.

Il existe différentes catégories de TPS, citons entre autres :

e Accoucheuse Traditionnelle (AT) est une personne qui est réputée dans son entourage
pour aider les parturientes et dont la compétence provient d’un héritage familial ou de
son apprentissage aupres d'autres accoucheuses traditionnelles.

e Pédiatre Traditionnelle, est une personne qui prodigue des soins traditionnels aux
nouveaux nés et aux enfants a domicile et au niveau des marchés.

e Traumatologue Traditionnel, est un TPS, spécialis¢ dans la prise en charge des
luxations, des entorses, les douleurs articulaires et utilise des méthodes de réduction des
fractures.

e Herboriste Traditionnel (HT) est une personne qui détient des connaissances sur les
plantes médicinales et en exerce le commerce a une place fixe, de préférence dans un

marché.
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Au Mali, les TPS sont organis€s en associations a différents niveaux. A partir de 2002, il a été
créé la Fédération Malienne des Associations des Thérapeutes Traditionnels et Herboristes
(FEMATH), qui regroupe aujourd’hui 142 associations dans toutes les régions du Mali avec

10 400 TPSs.

2.1.3 Recours aux ressources de la MT

Au Mali, il existe 1 TPS pour 500 habitants. L’itinéraire thérapeutique commence par la
famille et les tradipraticiens de santé (TPS). La MT constitue le premier recours de plus de 80
% de la population pour les soins de santé primaires. Les structures de santé sont consultées
dans la majorité des cas apres passage des malades chez un TPS (Diallo et Dussart, 2008).
Une étude menée par ’ONG Aidemet (www.aidemet.org) en partenariat avec PSDS
(Coopération Suisse), PCSM 2 (Coopération Frangaise) de 2008 — 2009 dans la commune de
Zégoua (frontiere entre le Mali et la Cote d’Ivoire) a montré que 10 tradipraticiens de santé
ont consulté 277 patients par mois avec comme premiere cause de consultation le paludisme.
Cette étude a estimé en moyenne, 1 TPS pour 236 habitants.

Une enquéte menée en 2010 aupreés des pédiatres traditionnels sur la prise en charge des
maladies infantiles dans les quatre zones du Mali, a permis de recenser de nombreuses plantes
médicinales utilisées dans le traitement du paludisme chez les enfants (DEA de Mme
Korotoumou TRAORE, données non encore publiée).

Des études conduites par le programme Faire Reculer le Paludisme en 1998 indiquent qu’au
Ghana, au Mali, au Nigeria et en Zambie, plus de 60% des enfants souffrant de forte fievre
sont traités & domicile a I’aide de médicaments a base de plantes (Guedje et al., 2013, OMS,

2003).

2.1.4 Les recherches en médecine traditionnelle au Mali

Le Département Médecine Traditionnelle (DMT) de I’Institut National de Santé Publique
(INRSP), est la structure technique du Ministére de la Santé qui gére la politique malienne de
recherche, de promotion et de développement des ressources de la MT.

Les objectifs du DMT :

e Organiser le systeme de la médecine traditionnelle pour assurer la complémentarité avec
la médecine conventionnelle;

e Valoriser les ressources de la MT pour la mise au point de Médicaments Traditionnels

Améliorés (MTA).
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Ces médicaments a base de plantes issues des pharmacopées traditionnelles sont dits
améliorés car leur composition chimique a été testée, ils ont fait I’objet de tests de toxicité
sur animaux et des études scientifiques ont évalué¢ leur efficacité thérapeutique et leur
production est contrélée (Pousset, 2006).

e Assurer la formulation et production de phyto-médicament a partir des ressources

naturelles.

Pour atteindre ces objectifs, le DMT est composé de trois (3) services et un centre régional de

médecine traditionnelle :

e Un service Ethnobotanique et matiéres premieres, chargé de la conception des herbiers
et des droguiers, de la culture expérimentale des plantes médicinales, approvisionnent en
matiéres premicres et le recensement des tradipraticiens de santé ;

e Un service des sciences pharmaceutiques pour la recherche scientifique (phytochimie,
galénique, pharmacologie, toxicologie) sur les plantes médicinales ; la formation et la
production de MTA

e Un service des sciences médicales pour la consultation, la dispensation des MTA, les
essais cliniques et les évaluations de I'évidence ethno-médicale,

e Un centre régional de médecine traditionnelle de Bandiagara (CRMT)

Le DMT occupe depuis janvier 2005 de nouveaux locaux construits par le Ministere de la
Santé a Sotuba sur le budget national. Ce nouveau batiment offre un environnement adapté
aux activités de formation, de recherche et de production de médicaments a base de plantes:
administration, gestion et maintenance, bibliotheque et salle informatique et salle de
formation et de conférence, salles de consultations médicales, salle de de séchage des plantes
et de salle avec moulin pour la pulvérisation des matiéres premieres végétales, salle de
I’Herbier (herbier d’environ 3000 échantillons espeéces végétales collectées depuis 1960,
important pour toute identification de plantes médicinales du Mali), les laboratoires pour les
extractions et les analyses phytochimiques (Extracteurs, Rotavapor, Lyophilisateur, matériels
chromatographiques sur couche mince, des appareils HPLC, CPG, Spectrophotomeétres et
d’absorption atomique etc.); une unité artisanale de production de tisane et de sirop, un jardin
expérimentale de 1 ha et un terrain de 20 ha a aménager.

Pour les études d’activités biologiques sur les animaux, le DMT, a la disponibilité¢ d’une
animalerie qui ¢éléve des souris males et femelles blanches. Le Laboratoire de

pharmacodynamie est équipé pour certaines études d’activités pharmacologiques.
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La recherche en MT implique une équipe multidisciplinaire et un réseau de partenaires au
Mali et a I’extérieur. Pour cela, le DMT, travaille en partenariat avec la FEMATH et d’autres
intervenants dans la recherche sur les ressources de la MT :

e Chercheurs
Ce sont les scientifiques et les chercheurs de différentes facultés, des instituts (Sciences,
Médecine, Pharmacie, Odontostomatologie) des facultés littéraires, juridiques et
¢conomiques, ou certains chercheurs se spécialisent dans le domaine de la MT, des

sociologues, des ethnosociologies, des anthropologues, des juristes, des économistes.

e Organisations et autres partenaires
Les autres partenaires de la MT sont entre autres : I’OMS, le Fond Environnemental Mondial,
Banque Mondiale (Programme savoirs locaux), Coopération Suisse, Terra Nuova,
Coopération Décentralisée, Universit¢ de Messine, Salerne, Pise (Italie), Antenna
technologies (Suisse) ; ONG Aidemet, GTZ Christian-aide, le Group Pivot Santé et
Population, universit¢ d’Oslo (Norveége), d’Ottawa (Canada), de Toulouse, de Montpellier

(France), Universités et instituts en Afrique.

2.2 Médecine conventionnelle

Le systeme sanitaire malien est de type pyramidal et a trois niveaux de prise en charge :

» Le niveau central comprend cinqEtablissements Publics Hospitaliers (EPH) et six
Etablissements Publics Scientifiques et Technologiques (EPST) a Bamako (Institut
National de Recherche en Santé Publique (INRSP),Centre National de Transfusion
Sanguine, Laboratoire National de la Santé, Centre National d’Appui a la lutte contre la
Maladie, Centre de Recherche, d’Etudes et de Documentation pour la Survie de
I’Enfant, Centre de Recherche et de Lutte contre la Drépanocytose).

Ces établissements et instituts du sommet de la pyramide, constituent la 3™ référence. C’est
a ce niveau que sont orientés tous les cas graves nécessitant une intervention spécialisée ou

des investigations paracliniques poussées.

> Le niveau intermédiaire regroupe sept Etablissements Publics Hospitaliers (EPH)
assurant la 2°™ référence a vocation générale et situés respectivement dans les régions
de Kayes, Sikasso, Ségou, Mopti, Tombouctou, Gao et Koulikoro (I’hopital de Kati).
A ceux-ci s’ajoute I’Hopital « Mere-enfant » le Luxembourg, un établissement sanitaire

privé a but non lucratif.
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» Le niveau district sanitaire avec 2 échelons :

Le premier échelon (la base de la pyramide) ou premier niveau de recours aux soins, offre le
Paquet Minimum d’Activités (PMA) dans les Centres de Sant¢ Communautaires (CSCom). 11
existe d’autres structures de santé : parapubliques, confessionnelles, dispensaires, maternités
rurales et établissements de santé privés qui complétent le premier échelon. Certains aspects
de I’offre des soins sont assurés par les ONG, il s’agit surtout de la santé de la reproduction, la
survie de I’enfant et la lutte contre les IST, VIH/SIDA.

Le deuxieme échelon ou deuxiéme niveau de recours aux soins (premiere référence) est
constitué par les Centres de Santé de Référence (CSRéf) au niveau des districts sanitaires,
correspondant aux cercles, communes ou zones sanitaires. Ils assurent la prise en charge des

cas référés par le premier échelon

2.3 Articulation de la médecine conventionnelle et de la médecine traditionnelle

Il existe des expériences de collaboration entre la MT et la Médecine conventionnelle dans
la prise en charge de pathologies fréquentes comme le paludisme.
Référence des cas graves de paludisme par les PMT (Praticiens de la Médecine
Traditionnelle) de 1997 a 2002: Implication des PMT dans la détection et la référence rapide
des cas de fievres palustres. Amélioration de la prise en charge du Paludisme et contribution a
la diminution de la mortalit¢ infantile due au paludisme grave (40% a moins de
10%) (Expérience du MRTC a Bandiagara Région de Mopti, Mali).
Au Mali, la législation pharmaceutique définit 4 catégories de MT (Willcox et al., 2012):

e Catégorie 1 : Médicaments traditionnels préparés par un tradipraticien pour un patient
avec des matieres premicres fraiches ou séches, avec une courte durée de conservation

e Catégorie 2 : Médicaments traditionnels actuellement utilisés dans la communautg,
préparée a l'avance, et composée de matieres premieres brutes

e Catégorie 3: Extraits standardisés préparés a l'avance suite a des recherches
scientifiques

e Catégorie 4 : Molécules purifiées a partir de médicaments traditionnels a la suite de

recherches scientifiques.

Ainsi, les travaux du DMT ont permis de mettre sur le marché pharmaceutique malien sept
MTA (tableau 1), chacun avec une indication thérapeutique différente et enregistrés sur la
liste nationale des médicaments essentiels avec autorisation de mise sur le marché

pharmaceutique du Mali.
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Tableau 1 : Liste des MTA inscrits sur la liste des médicaments essentiels du Mali

Produit Catégorie Composition Présentation Indication Mode d'emploi et posologie
Balembo® 3 Extraits des fruits de Crossopteryx febrifuga(Afzel. Sirop Adulte et Enfant de Sédatif de la toux et Adultes: 3 a 4 cuillérées a café / jour
ex G.Don) Benth. : 20g (Adulte) et 10g (Enfant) 100mL toux rebelle Enfant: 3 a 4 cuillérée a café / jour
Parahydroxybenzoate de méthyle sodique: 0.2g
Sirop simple: ...QSP (100 mL)
Dysenteral® 2 Euphorbia hirta L. (Partie aérienne) Paquet de 8 sachets unidoses de ~ Dysenterie Faire bouillir le contenu d'un sachet dans 1/2 litre
10 g de poudre d'eau pendant 10 mn. Boire le décocté filtré le soir
apreés le repas
Gastrosédal® 2 Baccharoides adoensis var. kotschyana (Sch.Bip. Sachets de 225 g de poudre Gastrite, Ulcére Prendre en suspension le contenu d'une cuillerée a
ex Walp.) "Isawumi, El-Ghazaly & gastroduodénal café dans un 1/2 verre d'eau tiéde trois fois par jour
B.Nord."(Racines) avant le repas
Hépatisane® 2 Combretum micranthum G.Don (Feuilles) Paquet de 14 sachets unidoses  Cholagogue, Faire bouillir le contenu d'un sachet dans 1/2 litre

de 10 g de poudre

Cholérétique Diurétique

d'eau pendant 10 mn. Boire le décocté filtré le matin

a jeun et le soir apres le repas
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Tableau 1: Liste des MTA inscrits sur la liste des médicaments essentiels du Mali

Produit Catégorie Composition Présentation Indication Mode d'emploi et posologie
Laxa-cassia® 2 Senna italica Mill. (Feuilles) Paquet de 4 sachets Constipation Faire bouillir le contenu d'un sachet dans 1/2
unidoses de 5g de litre d'eau pendant 10 mn. Boire le décocté filtré
poudre le soir apres le repas
Malarial 5° 2 Lippia chevalieri Moldenke (Feuilles): 32% Senna  Paquet de 11 Sachets Affections grippales,  Faire bouillir le contenu d'un sachet dans 1/2
occidentalis (L.) Link (Feuilles): 62% Acmella  unidoses de 10 g de Etats fébriles en cas de litre d'eau pendant 10 mn. Boire le décocté filtré
oleracea (L.) R.K.Jansen (Feuilles): 6% poudre paludisme 2 fois par jour pendant les 4 premiers jours et 1
fois par jour pendant 3 jours
Psorospermine” 3 Extrait des racines de Psorospermum guineense (L.) Hochr.: 10 g Pommade 10% en Eczémas Une application deux fois par jour

Vaseline ....... QSP (100g)

boite de 100g
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3. Le paludisme en Afrique de I’Ouest et au Mali

Selon le rapport de I’OMS sur le paludisme publié en 2017, I’incidence du paludisme était
estimée a 109.9 millions de cas en Afrique de 1’ouest, et la mortalité associée était a 224 000
déces. La population a risque d’étre infecter et de développer le paludisme était de 367
millions de personnes (WHO, 2017). Il est a noter que grace au développement de grands
projets internationaux, pilotés par I'OMS, dont Roll Back malaria, Medicine for Malaria
Venture, I’incidence du paludisme a diminué de 0.01 % en Afrique de 1’ouest entre 2010 et
2016, et la mortalité associée de 22% (WHO, 2017).Cependant, méme si l'objectif de I'OMS
est une élimination, au niveau mondial, du paludisme en 2030, il est a craindre que ces
avancées remarquables restent fragiles car trés liées aux importants financements

internationaux (WHO, 2017).

3.1  Les parasites et les vecteurs du paludisme au Mali (PNLP, 2013)

Au Mali, les parasites responsables du paludisme sont : Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae et Plasmodium ovale. Parmi ces quatre especes Plasmodium
falciparum est I’espéce la plus fréquente. Elle représente a elle seule 85 — 90 % des cas, et

elle provoque les formes létales, graves et compliquées du paludisme.

Les principaux vecteurs du paludisme sont les complexes Anophéles gambiae (An.

gambiaes.l.) et Anophéles funestus (An. funestus s.1.).

3.2  Dynamique de la transmission du paludisme et niveau d’endémicité au Mali

(PNLP, 2013)

Selon la saison et I’indice plasmodique cinq facies épidémiologiques de transmission du
paludisme sont identifiés. L'indice plasmodique est la proportion de sujets (d'un échantillon
d'enfants non fébriles 4gés de 2 a 9 ans) présentant des plasmodiums dans le sang, quel que

soit le stade parasitaire. Ces facies sont :

e les zones soudano-guinéennes : La transmission saisonnicre est intense et longue (= 6
mois). Dans cette zone, 1’indice plasmodique (IP) chez les enfants est > 80 %. L’¢état de
, . . \A
prémunition est acquis vers 1’age de 5-6 ans
e les zones sahéliennes : La transmission saisonniere est intense et courte < 3 - 4 mois.

Dans cette zone, 1I’IP se situe entre 50-70 %.
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o les zones sahariennes : La transmission est sporadique voire épidémique. L’IP est en
dessous de 10 %. Tous les groupes d’age sont a risque de paludisme grave.

e les zones périodiquement inondées : La transmission est bi ou plurimodales. I’IP se
situe entre 26-50 %.

e les milieux urbains : ce sont des zones peu propices a ’impaludation. L’IP est < 10 %

et les adultes peuvent faire des formes graves et compliquées de paludisme.

Figure 2: Strates épidémiologiques selon le nombre de mois de transmission (PNLP, 2013).

3.3  Morbidité et mortalité du paludisme au Mali

Le paludisme est un probléeme de santé et développement au Mali. Les enfants de moins de 5
ans et les femmes enceintes sont les plus vulnérables. La prévalence nationale de la
parasitémie était de 52% chez les enfants de moins de 5 ans. La prévalence du paludisme est
variable suivant les régions (voir figure 3) : Mopti (71%), Sikasso (62 %), Ségou (56 %),
Koulikoro (50 %) et Kayes (37 %), Gao, Tombouctou et Kidal (17% chacune) et le district
Bamako (10 %) (PNLP, 2013).
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Figure 3 : Prévalence de la parasitémie du paludisme chez les enfants (source PNLP, 2013)

Selon DI’annuaire de la statistique publié en 2015 par I’Institut National de Statistique
(INSTAT) du Mali, le paludisme représentait 40% des motifs de consultation dans les
formations sanitaires au Mali en 2014. Il a été enregistré dans les établissements de santé plus
de 2.500.000 cas suspects de paludisme (1.789.581 cas simples et 801.060 cas graves) avec
2.309 déces (INSTAT, 2015).

L’incidence du paludisme est variable suivant les régions. En 2014, I’incidence la plus élevée
a ¢t¢ observée dans la Région de Sikasso (21 %) suivie par la Région de Koulikoro et la
capital Bamako (17 % chacune). L’incidence la plus faible a été observée dans la Région de

Kidal (4%) (Voir tableau 2)(INSTAT, 2015).
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Tableau 2 : Paludisme au Mali du 1% Janvier au 31 Décembre 2014

Régions Population Cas de paludisme Incidence (%) Décés
Kayes 2375000 264 394 11 166
Koulikoro 2 885 000 488 537 17 240
Sikasso 3 149 000 650 849 21 539
Ségou 2786 000 424 926 15 172
Mopti 2426 000 210989 9 132
Tombouctou 804 000 110 596 14 61
Gao 646 000 74 415 12 21
Kidal 81 000 2910 4 0
Bamako 2 157 000 363 025 17 978
Total Mali 17 309 000 2590 641 15 2309

3.4  Axes stratégiques de lutte contre le paludisme au Mali (PNLP, 2013)

La lutte contre le paludisme a toujours été une priorité pour le gouvernement du Mali avec la
mise en place du Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) en 1993 suite a sa
participation a la conférence ministérielle d’Amsterdam. Le Mali dispose d’une politique
nationale de lutte contre le paludisme dont la vision est : «Un Mali sans paludisme». Les

stratégies majeures de lutte contre le paludisme au Mali sont axées sur

e la prise en charge des cas de paludisme (le diagnostic, le traitement curatif précoce des
cas de paludisme)

e la prévention du paludisme chez la femme enceinte

e la chimio-prévention du paludisme saisonnier chez les enfants de 3 a 59 mois,

e la lutte anti vectorielle

e la prévention et la gestion des épidémies.
Ces actions sont soutenues par la politique nationale de lutte contre le paludisme au Mali dont
I’objectif est d’inverser les tendances de ’incidence du paludisme, et d’amorcer ’arrét de sa

transmission dans la perspective de son élimination a 1’horizon 2030, suivant en cela les

directives de 'OMS (OMS, 2016, http://www.who.int/hrh/resources/global_strategy2030fr.pdf).
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3.4.1 La prise en charge des cas de paludisme

Au Mali, la gratuité de la prise en charge du paludisme (traitement, diagnostic) pour les
enfantsde moins de 5 ans et les femmes enceintes d’une part et la forte subvention chez les
adolescents et les adultes venant en consultation curative dans les structures publiques,
parapubliques de santé d’autre part sont des stratégies mises en ceuvres par I’Etat enfin de

réduire la morbidité et la mortalité liées au paludisme (PNLP, 2016).

Les directives du ministére de la Santé¢ du Mali pour le diagnostic du paludisme sont celles de
I’OMS qui recommande une confirmation parasitologique rapide des cas suspects par un
diagnostic basé sur la recherche des plasmodies par microscopie (goutte épaisse/frottis mince)

ou un test de diagnostic rapide (TDR) (OMS, 2013).

Le traitement du paludisme simple est basé sur I’utilisation des Combinaisons Thérapeutique
a base d’artémisinine (CTA) par voie orale. Les combinaisons Artemether — Lumefantrine et
Artesunate — Amodiaquine sont retenues. La quinine injectable est utilisée lorsque la voie
orale est inaccessible pour les cas de diarrhées ou vomissements (PNLP, 2016). L’ Artésunate
ou I’Artemether ou la quinine injectable sont retenus pour traiter les cas de paludisme grave
(PNLP, 2016 ; PNLP, 2013). Le traitement du paludisme chez la femme enceinte se fait avec
la quinine injectable et comprimé au cours du premier trimestre et les CTA a partir du

deuxiéme trimestre (PNLP, 2016 ; PNLP, 2013).

3.4.2 La prévention du paludisme chez la femme enceinte

Pour assurer la prévention du paludisme chez la femme enceinte, le ministére de santé en
collaboration avec le PNLP offre gratuitement aux femmes enceintes des moustiquaires
imprégnées d’insecticide longue durée (MILD) et la Sulfadoxine (500 mg) - Pyriméthamine
(25mg) comprimé comme Traitement Préventif Intermittent (TPI) lors de la consultation
prénatale. La Sulfadoxine-Pyriméthamine est administrée en raison de 2 cures de 3
comprimés de Sulfadoxine-Pyriméthamine en prises supervisées et espacées d’au moins un

mois, entre le 4°™ mois de la grossesse et I’accouchement (PNLP, 2016 ; PNLP, 2013).
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3.4.3 La chimio-prévention du paludisme saisonnier chez les enfants de 3 a 59 mois

Le ministére de santé en collaboration avec le PNLP organise chaque année une campagne de
chimio-préventiongratuitequi se fait de porte en portependant la période de haute transmission
(aolt a novembre) chez les enfants de 3 a 59 mois. Une dose de Sulfadoxine-Pyriméthamine
(SP) et Amodiaquine (AQ) est administrée chaque mois pendant 4 mois (PNLP, 2016 ; PNLP,
2013).

3.4.4 La lutte anti vectorielle

Le controle des vecteurs est une intervention clé dans la lutte contre le paludisme. La lutte anti
vectorielle a pour but de réduire voire arrété la transmission du paludisme. Les objectifs de la
lutte anti vectorielle visent essentiellement une couverture en moustiquaires imprégnées
d’insecticides longue durée (MILD) de 100 % de la population (couverture universelle), une
couverture d’au moins 85 % des maisons/structures éligibles des districts retenus dans le
cadre de la pulvérisation intra domiciliaire (PID), la promotion de I’aménagement de

I’environnement et le traitement biologique des gites larvaires (PNLP, 2016 ; PNLP, 2013).

»> Promotion de D'utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides Longue
Durée (MILD)

De nombreuses actions sont menées par le ministére de la santé en collaboration avec le

PNLP pour assurer une couverture universelle de la population en moustiquaires imprégnées

d’insecticides. En routine les MILD sont distribuées gratuitement aux femmes enceintes au

cours des consultations prénatales (premier contact) et aux enfants de moins de 1 an apres la

vaccination anti rougeoleuse.

En plus de la routine, des campagnes de distribution gratuite de moustiquaires sont souvent
organisées. Par exemple entre 2009 — 2010, 403.040 MILD ont été distribuées dans les zones
traversées par le fleuve Sénégal au Mali appelé zones OMVS (Organisation pour la Mise en
Valeur du fleuve Sénégal). La distribution visant la couverture universelle est en cours depuis

avril 2011 avec la distribution de 4.369.197 MILD.

» La pulvérisation intra domiciliaire (PID)
Le PNLP, avec I’appui de 'USAID/PMI a mis en ceuvre la pulvérisation intra domiciliaire
dans les districts sanitaires de Bla et Baroué¢li (Région de Ségou) et Koulikoro (Région de
Koulikoro). Deux classes d’insecticides ont été utilisées au cours cette PID : les

pyréthrinoides (lambda-cyhalothrine et deltaméthrine) et les carbamates.
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4. Contexte et traitements alternatifs antipaludiques

Selon les dernieres estimations de 'OMS, on a globalement assisté grace au développement
de grands projets internationaux, pilotés par I'OMS, dont Roll Back malaria, Medicine for
Malaria Venture, a une diminution globale de I’incidence (0.01 %) en Afrique de 1’ouest entre
2010 et 2016, et la mortalité associée de 22 % (WHO, 2017). Cependant, méme si l'objectif de
I'OMS est une élimination, au niveau mondial, du paludisme en 2030, il est a craindre que ces
avancées remarquables restent fragiles car trés liées aux importants financements
internationaux (WHO, 2017) mais aussi au développement des résistances du Plasmodium

face a I’artémisinine (Rogers et al., 2009 ; Paloque et al., 2016).

En effet l'histoire a montré que, quel que soit le type de molécule utilis¢, des résistances
surviennent. Ceci a été¢ mis en évidence pour la chloroquine, et maintenant en Asie du sud est
pour l'artémisinine, obligeant a la formulation de médicaments mixtes associant plusieurs
molécules, le défi étant de trouver les molécules actives sur les formes de résistances de P.

falciparum induites par l'artémisinine (Paloque et al., 2016).
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CHAPITRE 1 : VALIDATION D’USAGE DES PHARMACOPEES TRADITIONNELLES EN AFRIQUE DE L’OUEST CONTRE LE
PALUDISME, SELECTION DE PLANTES POUR ETUDE

1. Contexte et objectifs

En Afrique de I’Ouest plus particuliecrement au Mali, la médecine traditionnelle est un
¢lément important du patrimoine culturel et demeure le principal recours pour une large
majorité¢ de personnes pour les soins de santé. Dans ce pays le paludisme reste un probléme
de santé publique important. Bien qu'actuellement le traitement de référence préconisé par
I’OMS pour le paludisme soit en théorie accessible a tous ceux qui en ont besoin (MSF,
2008). de nombreuses études soulignent le fait que, pour traiter cette parasitose, les plantes
médicinales sont un recours thérapeutique treés utilisé par les populations, en particulier
rurales, employées seules ou en association avec des traitements conventionnels (Sanon et al.,

2013 ; Nadembega et al., 2011).

Etant donné la récente apparition de résistances a l'artémisinine (Rogers et al., 2009)
I'étude des plantes médicinales antipaludiques représente toujours un espoir de découverte de
molécules pouvant étre formulées sous forme de médicament dans de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Par ailleurs, il est également tout aussi important de continuer a mener des
¢tudes sur les plantes médicinales antipaludiques, dans un objectif de santé publique afin de
formuler des recommandations d'usage et ce contribuer ainsi a la santé des populations

premicres utilisatrices de la pharmacopée traditionnelle.

Dans les pays dont la législation reconnait la médecine traditionnelle de maniere officielle,
I'étude des plantes médicinales permet également de continuer a I'¢laboration de
pharmacopées nationales (Pharmacopée OOAS, 2013). En I’Afrique de l'ouest, et en
particulier au Mali, de nombreux travaux ont déja été réalisé sur les plantes médicinales
antipaludiques conduisant pour certaines a la mise sur le marché de médicaments traditionnels
améliorés MTA (Willcox et al., 2012). Afin de contribuer dans cette voie, et dans un but de
valorisation d'especes médicinales ayant fait I'objet de peu de travaux, nous sommes attachés

dans ce chapitre a :

e Faire une ¢étude actualisée de la littérature afin de recenser les especes utilisées au Mali
comme antipaludique et identifier celles qui ont démontré une activité antiplasmodiale

e Analyser les données expérimentales fournies dans la littérature sur 10 especes
communément utilisées au Mali dans un but de validation d'usage et de valorisation.

e Sélectionner 10 especes peu étudiées utilisées traditionnellement contre le paludisme en

Afrique de l'ouest, afin évaluer leur potentialité antiparasitaire.
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CHAPITRE 1 : VALIDATION D’USAGE DES PHARMACOPEES TRADITIONNELLES EN AFRIQUE DE L’OUEST CONTRE LE
PALUDISME, SELECTION DE PLANTES POUR ETUDE

2. Méthodologie

Une premiére recherche bibliographique aussi exhaustive que possible a été réalisée afin
d’identifier les espéces utilisées dans le traitement du paludisme au Mali. Les livres, théses,
mémoires et rapports disponibles dans la bibliothéque du DMT/INRSP de Bamako, Mali

portant sur des études ethnobotaniques ont été analysés.

Un premier tri a été effectué, au sein de ces références, afin de dégager les especes les plus
citées. Cette estimation s'est faite en comptabilisant le nombre de publications dans lesquelles
chaque espece était mentionnée. Puis, sur la base de ces noms d'especes une recherche
systématique bibliographique approfondie a été faite dans un deuxiéme temps. Les bases de
données suivantes ont été consultées : PubMed et Google scholar. Ont été retenues toutes les
publications faisant état des activités pharmacologiques de ces especes, ainsi que celles

fournissant des données de toxicologie, et de phytochimie.

Dans un deuxieéme temps la recherche de références de nature ethnobotanique s'est
poursuivie, en étendant la recherche a tous les pays d’Afrique de l'ouest (Mali, Benin,
Burkina Faso, Cap-Vert, Cote d’Ivoire, Gambie, Ghana, Guinée, Guinée-Bissau, Liberia,
Niger, Nigéria, Sénégal, Sierra Leone et Togo) et en consultant des bases de données Pubmed,
Science direct, Google Scholar.

Puis, afin d'avoir un apercu sur les activités antiplasmodiales d'especes d’Afrique de
l'ouest, nous avons complété cette recherche sur Pubmed, Science direct, Google Scholar, en
sélectionnant les références correspondantes. Pour ce faire, les mots-clés suivants : medicinal
plant, traditional medicine, combiné avec malaria, Plasmodium, antiplasmodial, antimalarial
ont été utilisés.

Selon le type de publication, les informations suivantes ont été relevées pour chaque
espece citée : le nom du pays d'origine dans laquelle la plante est utilisée pour le paludisme, le
bindme latin de l'espéce, la partie de plante utilisée, la recette, la voie d'administration et la
posologie, le type de test utilisé pour évaluation antiparasitaire, 1'organe de plante soumis a
¢valuation, le type d'extrait testé, la souche de Plasmodium pour les tests in vitro, ou l'espéce
utilisée pour les tests in vivo ainsi que les résultats aux tests. Les binomes latins de toutes les

especes citées ont été vérifiés et actualisés, le cas échéant avec la base de données The Plant

List (http://www.theplantlist.org/).
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D'autres parameétres non analysés ici ont également été pris en compte pour alimenter une
base de données en cours de construction "malaria plant DBcommunity" (Voir annexe 1) a

laquelle nous avons contribué. Toutes ces données ont été rentrées dans un fichier Excel.
3. Résultats et discussion

3.1  Analyse bibliométrique

Pour le Mali, au total 14 publications ethnobotaniques ou ethnopharmacologiques dont
3 livres, une thése de doctorat d’état en pharmacie, un rapport et 9 articles scientifiques ont
permis de recenser 262 espéces appartenant a soixante-deux (61) familles utilisées dans le
traitement paludisme. (Diarra et al., 2015 ; Nergard et al., 2015 ; Nordeng et al., 2013 ; Pham
et al., 2011 ; Somboro et al., 2011 ; Arbonnier, 2009 ; Grenhaug et al., 2008 ; Togola et al.,
2008 ; Diallo et al., 2007 ; Togola et al., 2005 ; Sangaré, 2003 ; Malgras, 1992 et Adjanohoun
et al., 1981).

Il est a noter qu'au Mali, le méme terme de sumaya en langue banaman désigne les acces
palustres et les poussées ictériques pouvant survenir de maniére concomitante a ces crises.
C'est pourquoi, trés souvent dans les références consultées provenant du Mali les usages

. o |
"paludisme et ictére" sont associés .

Les premieres cinq especes les plus citées étaient : Combretum micranthum G. Don
(Combretaceae), Opilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) et Mitragyna inermis (Willd.)
Kuntze(Rubiaceae)(toutes citées dans 9 publications), et Guiera senegalensis J. F. Gmel.
(Combretaceae) et Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce (Rubiaceae)citées dans 8

références (voir annexe 2).

En ce qui concerne les publications portant sur 1'évaluation antiplasmodiale d'especes
originaire d'Afrique de l'ouest, 140 articles de recherche parus entre 2007 — 2017 et une
compilation portant sur les années 1987-2006 (Soh et Benoit-Vical, 2007) ont été
sélectionnés pour analyse. Au total ce sont 165 espéces qui ont été €valuées sur les 262
especes recensées précédemment. Pour quarante-six (46) références, 1'évaluation des activités

antiplasmodiale a ét¢ menée a bien en utilisant des tests in vitro.

"Une approche nosologique de la pathologie appelée sumaya que certains auteurs traduisent
par "paludisme et symptomes associés" est donnée dans le §2.
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Des tests in vivo ont été utilisés dans quatre-vingt-une (81) références, les deux types de tests

¢taient utilisés dans onze (11) références. Enfin deux études cliniques ont été sélectionnées.

Pour les évaluations in vitro, tous les auteurs ont utilisés la méthode classique de culture
continue de souches de Plasmodium falciparum (Trager et Jensen, 1976) et ont utilisés
diverses méthodes d’évaluation de I’activité antiplasmodiale. Les méthodes d’évaluation les
plus fréquemment utilisées étaient des méthodes radioactives ([*H]-hypoxanthine (17

références), enzymatiques et fluorométriques (SYBR Green) (10) et microscopiques (9),

Diverses méthodes ont été utilisées par les auteurs pour I’évaluation in vivo sur des modeles
murins de I’activité antiplasmodiale. Le test Peters ou test de suppression de 4 jours, le test
Rane ou test curatif et le test Repository ou test prophylactique (Okokon et al., 2015 ;

Christian et al., 2015) ont été les plus fréquemment utilisés.

Quarante-huit espéces ont démontré une activité antiplasmodiale in vitro sur des souches de
Plasmodium falciparum avec une Clsy inférieure ou égale a 5 ug/mL. Parmi ces espéces
figurent les cinq espéces les plus fréquemment citées (Combretum micranthum, Opilia

amentacea, Mitragyna inermis, Guiera senegalensis et Sarcocephalus latifolius).

Sur les 48 especes actives in vitro sur des souches de Plasmodium falciparum (Clsy inférieure
ou égale a 5 pg/mL), 8 espéces ont démontré une activité antiplasmodiale in vivo sur des

souris infectées par des souches de Plasmodium (Voir tableau 3)

Le nombre élevé d’espece ayant démontré une activité antiplasmodiale in vitro par
rapport au test in vivo pourrait s’expliquer par le fait que dans le test in vivo le produit passe
par différentes phases (libération, absorption, distribution, métabolisme et élimination) qui
n’existe pas en in vitro. En effet le test in vitro ne prend pas en compte la complexité du
fonctionnement de I’organisme car le produit est en contact direct avec les cellules donc il y a
un risque d’avoir une activité cytotoxiquequi est parfois non sélective. Par exemple I’extrait
hexane de la plante entiere de Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae) a démontré une activité
antiplasmodiale in vitro sur Pf-K1 (Clso = 4.33pug/mL) couplée a une faible sélectivité sur les
cellules L6 (myoblastes squelettiques de rat) avec un indice de sélectivité de 3.28 (Abiodun et
al., 2011). Un résultat similaire (Clsp = Spg/mL sur Pf-K1) a été obtenu avec les alcaloides
totaux des feuilles de Pavetta crassipes K.Schum. (Rubiaceae) avec un indice de sélectivité
de 1.6 sur les cellules CHO (lignée cellulaire issue d'ovaires de hamster de Chine) (Ouattara et

al., 2014). Cependant dans peu de publications il y a des études de cytotoxicité.

38



CHAPITRE 1 : VALIDATION D’USAGE DES PHARMACOPEES TRADITIONNELLES EN AFRIQUE DE L’OUEST CONTRE LE
PALUDISME, SELECTION DE PLANTES POUR ETUDE

3.2  Validation et valorisation de dix espéces trés communément utilisées au Mali,

contre sumaya

L'usage antipaludique des 5 espéces les plus citées dans la littérature selon notre
recherche bibliographique n'est pas cantonné au Mali, mais se trouve également cité dans
d’autres pays d’Afrique de 1I’Ouest. Toutes ces especes ont fait I'objet de nombreuses études
pharmacologiques afin de valider leur réputation traditionnelle (Voir tableau 4).

Par la suite, nous avons étendu cette sélection a 10 especes (Voir tableau 5) afin de pouvoir
approfondir les activités pharmacologiques et fournir des recommandations d'usage.

Au total 88 publications portant sur les activités biologiques de ces dix especes ont été
retenues pour analyse.

Des études ont montré une trés bonne activité antiplasmodiale in vitro des extraits de
Argemone mexicana L. (Diallo et al., 2007), Cochlospermum tinctorium Perrier ex A.Rich.
(Soh et Benoit-Vical 2007), Combretum micranthum G. Don (Soh et Benoit-Vical 2007),
Erythrina senegalensis DC. (Soh et Benoit-Vical 2007), Gymnanthemum coloratum (Willd.)
H.Rob. & B.Kahn (Kaou et al., 2008), Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Serge et al., 2012 ;
Soh et Benoit-Vical, 2007), Trichilia emetica Vahl(Soh et Benoit-Vical 2007),
Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce(Soh et Benoit-Vical 2007) avec une Clsyp < 5
pg/mL. Les extraits de Securidaca longipedunculata Fresen.(Bah et al., 2007) ont montré une

activité antiplasmodiale modérée avec une Clso comprise entre 5 — 10 pg/mL.

Parmi ces dix especes, seule Sarcocephalus latifolius a été testéein vivo. L’extrait
¢thanolique des écorces de tronc (300 mg/kg) administré par gavage a démontré une activité
antiplasmodiale in vivo en réduisant (63.84 % d’inhibition) la parasitémie chez des souris

infectées par Plasmodium berghei berghei (Ettebong et al., 2014).

Argemone mexicana a fait I’objet d’essais cliniques. Les études cliniques ont permis
d’évaluer I’évidence ethnomédicale de I’utilisation du décocté de A. mexicana dans le
traitement du paludisme simple. Les résultats les plus encourageants ont été enregistrés pour
les patients de plus de 5 ans, avec 89 % de réponses cliniques adéquates (Willcox et al.,
2007). L’étude clinique randomisée contrdlée, a permis de comparer le traitement du
paludisme simple présomptif avec le décocté de A. mexicana au traitement avec une
combinaison thérapeutique a base d’Artémisinine. Dans les deux groupes, I’évolution vers le

paludisme sévere, qui €tait I’indicateur principal retenu, est restée en dessous de 5 %, niveau
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de référence rapporté dans les études internationales (Gratz et al., 2010 et Willcox et al.,

2011).

En plus des propriétés antiplasmodiales, les propriétés hépatoprotectrices ont été
démontréespour la plus part de ces espéces (7) sauf pour Gymnanthemum coloratum,
Sarcocephalus latifolius et Securidaca longipedunculata. Une activité anti-hépatocarcinome a
¢t¢ démontrée in vitro pour Entada africana, Erythrina senegalensis et Securidaca

longipedunculata sur des cellules d’hépatocarcinome humain Hep3B (Haidara, 2013).

3.3  Sélection d'espéces peu étudiées, utilisées traditionnellement contre le paludisme

en Afrique de l'ouest

10 especes utilisées au Mali dans la prise en charge du paludisme dont
I’approvisionnement en mati€re premicre était facile et pour lesquelles 1’on ne disposait que
de peu d’informations de nature chimique et/ou biologique ont été sélectionné pour un
criblage antiplasmodial in vitro. Ces especes sont présentées dans le tableau 6 et les images
dans la figure 4.

Parmi les dix espéces sélectionnées sept ont démontré une activité antiplasmodiale in vitro sur
des souches de Plasmodium falciparum avec des Clso< 10 pg/mL, deux espéces n’ont pas
fait 1’objet d’étude antiplasmodiale Aucune espéce n'a fait l'objet de recherches
phytochimiques approfondies dans un but d’identification de composés responsable de

I'éventuelle activité antiplasmodiale.
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Tableau 3 : Activité in vitro et in vivo des espéces utilisées au Mali. Sont retenus dans ce tableau seulement les espéces démontrant une Clsp <5 (ug/mL).

Nom scientifique (Famille) Type de test Solvant d'extraction Souche de Clso (ng/mL) Dose (mg/kg/jour) et (% Référence
Plasmodium suppression de la parasitémie)
Acanthospermum hispidum DC. (Compositae) in vitro Dichlorométhane w2 4.8£1.6 (5]
in vitro Chloroforme D6 4.69 [33]
in vitro Eau K1 4.84 [21]
Alchornea cordifolia (Schum. & Thonn.) Miill. Arg. (Euphorbiaceae)
in vitro Méthanol EHI 2.8+0.6 [19]
in vitro Ethanol FcM29 2.3 [33]
Anogeissus leiocarpa (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) in vitro Alcaloides totaux EHI 2.59 [31]
in vitro Méthanol W2 4.9 [13]
in vitro Meéthanol FcB1 2.6 [33]
in vitro Dichlorométhane K1 2.6 [33]
Argemone mexicana L. (Papaveraceae) in vitro Méthanol K1 1 [10]
in vitro Dichlorométhane K1 1.22 [10]
Azadirachta indica A.Juss. (Meliaceae) in vitro Acétate d'éthyle D10 1.31+£0.48 [9]
in vitro Acétate d'éthyle W2 1.92+0.84 [9]
in vitro Ethanol w2 2.4 [33]
in vitro Ethanol D6 2.5 [33]
in vitro Eau FcB1 4.17 [33]
in vivo Eau P. berghei 10 (3.1) [26]
in vivo Ethanol P. berghei 650 (54.79) [18]
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Tableau 3 : (suite)

Nom scientifique (Famille) Type de test Solvant d'extraction Souchede Clso (ng/mL) Dose (mg/kg/jour) et (% Référence
Plasmodium suppression de la parasitémie)
Bauhinia thonningii Schum. (Leguminosae) in vitro Acétate d'éthyle K1 3.56+0.83 [2]
in vivo Ethanol P. berghei 400 (91.94) [16]
Boscia angustifolia A. Rich. (Capparaceae) in vitro Eau D6 1.4 [24]
in vitro Eau w2 4.7 [24]
Calotropis procera (Aiton) Dryand. (Apocynaceae) in vitro Ethanol 3D7 25 (30]
Capparis tomentosa Lam. (Capparaceae) in vitro Dichlorométhane NF54 2,19 [4]
Carica papaya L. (Caricaceae) in vitro Acétate d'éthyle D10 2.96 +0.14 [17]
in vitro Acétate d'éthyle DD2 3.98 £0.42 [17]
Cochlospermum planchonii Hook.f. ex Planch. (Bixaceae) in vitro Dichlorométhane 3D7 24+22 [15]
in vitro Dichlorométhane K1 44 [33]
in vitro Ethanol 3D7 2.3 [33]
in vitro Ethanol FcB1 3.8 [33]
Cochlospermum tinctorium Perrier ex A.Rich. (Bixaceae) in vitro Eau F32 0.93 [33]
Combretum adenogonium Steud. ex A.Rich. (Combretaceae) in vitro Dichlorométhane K1 5 [29]
Combretum collinum Fresen.Combretaceae) in vitro Dichlorométhane K1 4 [29]
in vitro Dichlorométhane K1 0,2 [30]
Combretum micranthum G. Don Combretaceae) in vitro Eau W2 0.8 [33]
in vitro Eau FcB1 1.18 [33]
in vitro Eau F32 1.7 [33]
Cordia myxa L. (Boraginaceae) in vitro Alcaloides K1 42 [30]
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Tableau 3 : (suite)

Nom scientifique (Famille) Type de test Solvant d'extraction Souche de Cls) (ng/mL) Dose  (mg/kgiour) et 4 Référence
Plasmodium suppression de la parasitémie)
Dichrostachys cinerea (L.) Wight & Arn. (Leguminosae) in vitro Dichlorométhane NF54 2.10 (4]
in vivo Eau P. berghei 10 (6.3) [26]
Diospyros mespiliformis Hochst. ex A.DC. (Ebenaceae) in vitro Dichlorométhane NF54 440 (4]
in vivo Eau P. berghei 200 (73.2) [3]
Erythrina senegalensis DC. (Leguminosae) in vitro Ethanol K1 1,82 [33]
Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae) in vitro Hexane K1 4.33+0.48 [2]
in vitro Ethanol 80% MRC-Pf-43 422 [8]
Flueggea virosa (Roxb. ex Willd.) Royle (Phyllanthaceae) i Vitro Méthanol D6 2.2 (23]
in vitro Alcaloides K1 1.6 [30]
in vitro Méthanol-Eau w2 2 [13]
in vitro Méthanol D6 2.28+0.17 [22]
in vitro Dichlorométhane K1 241 [10]
in vivo Méthanol P. berghei 100 (70.91 £ 4.53) [22]
Guiera senegalensis J. F. Gmel. (Combretaceae) in vitro Eau FcBl1 0.79 [35]
Gymnanthemum coloratum (Willd.) H. Rob. & B. Kahn )
(Compositac) in vitro Dichlorométhane W2 3 [13]
Gymnosporia senegalensis (Lam.) Loes. (Celastraceae) in vitro Méthanol D6 4.7 [23]
Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) in vitro Acétate d'éthyle K1 2.39+0.54 [2]
in vitro Acétate d'éthyle NF54 3.45+0.10 [1]
Lophira lanceolata Tiegh. ex Keay (Ochnaceae) in vitro Eau K1 4.7 [32]
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Tableau 3 : (suite)

Nom scientifique (Famille) Type de test Solvant d'extraction Souche  de Clso (ng/mL) Dose  (mg/kgljour) et (% Référence
Plasmodium suppression de la parasitémie)
Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Rubiaceae) in vitro Alcaloides EHI 235 [31]
in vitro Chloroforme w2 43 [33]
in vitro Chloroforme 3D7 4.8 [33]
Ochna schweinfurthiana F.Hoffm. (Ochnaceae) in vitro Acétate d'éthyle 3D7 0.71£1.21 (20]
Opilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) in vitro Dichlorométhane K1 2.8 [30]
in vitro Dichlorométhane K1 4.01 [10]
Parkia biglobosa (Jacq.) G.Don (Leguminosae) in vitro Polyphénol EHI 0,51 [7]
Pavetta corymbosa (DC.) F.N.Williams (Rubiaceae) in vitro Meéthanol EHI 2.041 [14]
Pavetta crassipes K.Schum. (Rubiaceae) in vitro Alcaloides K1 49 [34]
in vitro Alcaloides K1 5 [29]
in vitro Chloroforme D6 1.02 [33]
in vitro Chloroforme w2 1.23 [33]
Prosopis africana (Guill. & Perr.) Taub. (Leguminosae) in vitro Ethanol W2 0.5 [25]
Pterocarpus erinaceus Poir. (Leguminosae) in vitro Chloroforme EHI 1,93 [33]
Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A. Bruce (Rubiaceae) in vitro Eau FcBl1 0.6 [33]
Eau FcB1 0.7 [33]
in vivo Ethanol P. berghei 300 (63.84) [11]
Senna siamea (Lam.) H.S. Irwin & Barneby (Leguminosae) in vitro Acétate d'éthyle NF54 2.61+0.54 [1]
Sida acuta Burm.f. (Malvaceae) in vitro Ethanol FcM29 3.9 [33]
in vitro Eau FcM29 0.92 [33]
in vitro Chloroforme FcM29 0.87 [33]
Spondias mombin L. (Anacardiaceae) in vitro Meéthanol K1 2.8 [34]
in vitro Dichlorométhane K1 2.57 [10]

*EHI : Erythrocytes humains infectés
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Tableau 3 : (fin)

Nom scientifique (Famille) Type de test Solvant d'extraction Souche de Clso (ng/mL) Dose  (mg/kgiour) et 4 Référence
Plasmodium suppression de la parasitémie)
Tamarindus indica L. (Leguminosae) in vitro Eau EHI 4.786 [14]
in vivo Eau P. berghei 10 (25.1) [26]
in vivo Eau P. berghei 650 (81.09) [18]
Terminalia avicennioides Guill. & Perr. (Combretaceae) in vitro Méthanol-Eau K1 35 [29]
in vitro Dichlorométhane K1 1.6 [30]
in vitro Dichlorométhane K1 3.6 [30]
in vitro Chloroforme K1 1.9 [30]
in vitro Chloroforme K1 4.5 [30]
in vivo Méthanol P. berghei 200 (84) [27]
Terminalia macroptera Guil. & Perr. (Combretaceae) in vitro Eau w2 1 [33]
Trichilia emetica Vahl (Meliaceae) in vitro Ethanol K1 39 [33]
in vitro Meéthanol Dd2 2.5 [33]
Vernonia amygdalina Delile (Compositae) in vitro Méthanol D6 4.9 [23]
in vitro Chloroforme MRC-Pf-43 434 [8]
Vitex doniana Sweet (Lamiaceae) in vitro Hexane K1 3.60 +0.46 [2]
Vitex madiensis Oliv. (Lamiaceae) in vitro Dichlorométhane FCB 2.36 [28]
Ximenia americana L. (Olacaceae) in vitro Ethanol w2 0.05 [25]
in vitro Eau F32 0.6 [33]
in vitro Eau FcB1 1.05 [33]
Xvlopia aethiopica (Dunal) A.Rich. (Annonaceae) in vitro Méthanol w2 3.75+0.10 [6]
Zanthoxylum zanthoxyloides (Lam.) Zepern. & Timler (Rutaceae) in vitro Alcaloides w2 1,2 [12]
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Tableau 4 : Type de test utilisé pour I'évaluation antiplasmodiale des 5 espéces les plus communément utilisées au Mali contre le paludisme / sumaya

Nom scientifique (Famille) Pays Indications Partie utilisée Référence usage Test antiplasmodial
Combretum micranthum G. Don (Combretaceae) Mali Ictéres Feuilles [39, 44] In vitro [33]
Mali Ictéres Racines [43]
Mali Fiévre Feuilles ou racines [37, 39, 43]
Mali Paludisme Feuilles [35-36, 39, 40, 42-43]
Mali Paludisme Non précisée [10]
Burkina Faso Paludisme Ecorces de tronc [47]
Guinée Paludisme Feuilles [50]
Opilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) Mali Ictéres Feuilles ou acines [39, 43] In vitro [10, 30]
Mali Fiévre Feuilles [37]
Mali Paludisme Feuilles [35-36, 39, 42]
Mali Paludisme Non précisée [40-41]
Togo Fiévre Tiges feuillées [53]
Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Rubiaceae) Mali Ictéres Feuilles [39, 43] In vitro [33]
Mali Icteres Non précisée [44]
Mali Fiévre Feuilles ou écorces [37, 39]
Mali Paludisme Feuilles, écorces, racines [35-36, 42-43]
Mali Paludisme Non précisée [10, 44-45]
Burkina Faso Paludisme Ecorces [47]
Guinée Paludisme Feuilles [50]
Ghana Paludisme Feuilles [49]
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Tableau 4 :Type de test utilisé pour l'évaluation antiplasmodiale des 5 espéeces les plus communément utilisées au Mali contre le paludisme / sumaya

Nom scientifique Pays Indications Partie utilisée Référence Test antiplasmodial
Guiera senegalensis J. F. Gmel. (Combretaceae) Mali Fiévre Feuilles ou rameaux [38-39] In vitro [33]
Mali Fievre Non précisée [12]
Mali Paludisme Feuilles, racines [35-36, 39, 42-43]
Mali Paludisme Non précisée [10]
Burkina Faso Paludisme Feuille [47]
Guinée Paludisme Feuilles. [50]
Sénégal Paludisme Feuilles [52]
Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce (Rubiaceae) Mali Ictéres Racines, écorces, fruits [39, 43] In vitro [33]
Mali Fi¢vre Feuilles, écorces [37, 39, 43] In vivo [11]
Mali Paludisme Feuilles, racines, écorces, fruits [35-36, 39, 42-44]
Mali Paludisme Non précisée [10]
Benin Paludisme Racines [46]
Burkina Faso Paludisme Feuilles [47]
Cote d'Ivoire Paludisme Ecorces de racine [48]
Ghana Paludisme Racines [49]
Guinée Paludisme Feuilles, racines, écorces [50]
Nigéria Paludisme Racines [51]
Sénégal Paludisme Ecorces de tronc [52]
Togo Paludisme Racines [53]

*** Dans ce tableau sont aussi reportés les pays d’Afrique de 1'ouest dans lesquels 1'espeéce considérée est utilisée traditionnellement contre le paludisme
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Tableau 5 :Usages traditionnels des dix espéces communément utilisées au Mali dans la prise en charge du paludisme et des affections hépatiques (sumaya).

Nom scientifique (Famille) Indications Partie utilisée Référence
Argemone mexicana L. (Papaveraceae) Ictéres Feuilles, racines [44]
Paludisme Feuilles [35, 42]
Paludisme Non précisée [10]
Cochlospermum tinctorium Perrier ex A.Rich. (Bixaceae) Ictéres Racines [41, 44]
Ictéres Non précisée [54]
Paludisme Feuilles, racines [35, 41-42]
Paludisme Non précisée [10, 45]
Combretum micranthum G. Don (Combretaceae) Ictéres Feuilles [39, 44]
Ictéres Racines [44]
Fiévre Feuilles ou racines [37, 39, 43]
Paludisme Feuilles [35-36, 39-40, 42-43]
Paludisme Non précisée [10]
Gymnanthemum coloratum (Willd.) H. Rob. & B. Kahn (Compositae)  Fiévre Feuilles, écorces [39, 43]
Icteres Feuilles [43-44]
Paludisme Feuilles [35, 42]
Fiévre Non précisée [45]
Paludisme Non précisée [45]
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Tableau 5 :Usages traditionnels des dix espéces communément utilisées au Mali dans la prise en charge du paludisme et des affections hépatiques (sumaya).

Nom scientifique (Famille) Indications Partie utilisée Référence
Entada africana Guill. & Perr. (Leguminosae) Fiévre Feuilles, racines, écorces [39, 43]

Ictéres Racines, écorces de tronc [39, 43-44]

Paludisme Feuilles, racines, écorces [35, 42-43]
Erythrina senegalensis DC. (Leguminosae) Ictéres Feuilles, racines, écorces [39, 43, 54]

Paludisme Feuilles, racines, écorces [35, 41,43, 54]

Ictéres Non précisée [44]
Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Rubiaceae) Ictéres Feuilles [39, 43]

Ictéres Organe non précisé [44]

Fiévre Feuilles ou écorces [37,39]

Paludisme Feuilles; écorces; Racines [35-36, 42-43]

Paludisme Non précisée [10, 44-45]
Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce (Rubiaceae) Ictéres Racines écorces, fruits [39, 44]

Fievre Feuilles, écorces [37, 39, 43]

Paludisme Feuilles, racines, écorces, fruits [35-36, 39, 42, 44]

Paludisme Non précisée [10]
Securidaca longipedunculata Fresen. (Polygalaceae) Icteres Racines [39, 43]

Fievre Feuilles [44]

Paludisme Feuilles, racines [35, 42-43]
Trichilia emetica Vahl (Meliaceae) Icteres Ecorces [39]

Paludisme Feuilles, racines [35, 37, 39, 41-42]

Paludisme Non précisée [10]
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Tableau 6 : Usages traditionnels des dix espéces sélectionnées pour le criblage antiplasmodial in vitro. Synthése des travaux reportés dans la littérature concernant
1'évaluation de l'activité antiplasmodiale de chaque espéce et isolement de molécules liées a cette activité

Noms scientifique (Famille) Indication Partie utilisée Références usage I;/r[l(t)ilgf:sllejo diales isolées Activité antiplasmodiale in vitro
Bauhinia reticulata DC. (Leguminosae) Fi¢vre Gui feuillu [43] Non rapportée Non rapportée
Ictéres Fruits [43]

Paludisme Fruits, Loranthus sp [35, 42]

Burkea africana Hook. (Leguminosae) Fiévres Feuilles [39] Non rapportée Non rapportée
Paludisme Ecorces de tronc [42-43]

Cordyla pinnata (A.Rich.) Milne-Redh. (Leguminosae)
Fiévre Feuilles [5]

Non rapportée Non rapportée

Icteéres Ecorces de tronc [43]

Diospyros mespiliformis Hochst. ex A.DC. (Ebenaceae) Fiévre Feuilles, rameaux [39] Non rapportée Actif [4]
Ictéres Feuilles, racines [39, 43]
Paludisme Feuilles, écorces [35, 43]

Feretia apodanthera Delile (Rubiaceae) Fiévre Tige feuillée [43] Non rapportée Actif [10]
Paludisme Feuilles, écorces [35,42]
Paludisme Non précisée [10]

Hymenocardia acida Tul. (Phyllanthaceae) Ictéres Feuilles [39, 43] Non rapportée Pas actif [34]
Fiévre Feuilles, écorces [39, 43]
Paludisme Feuilles, racines [39, 43]
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Tableau 6 : Usages traditionnels des dix espéces sélectionnées pour le criblage antiplasmodial in vitro. Synthése des travaux reportés dans la littérature concernant
1'évaluation de l'activité antiplasmodiale de chaque espéce et isolement de molécules liées a cette activité

Molécul L
Noms scientifique (Famille) Indication Partie utilisée Références usage ohecu s . L, Activité antiplasmodiale in vitro
antiplasmodiales isolées
Opilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) Fiévre Feuilles [37] Non rapportée Actif [10, 30]
Icteéres Feuilles ou acines [39, 43]
Paludisme Feuilles [35-36, 39, 42]
Paludisme Non précisée [40-41]
Psydrax acutiflora (Hiern) Bridson (Rubiaceae) Paludisme Feuilles [42] Non rapportée Modérément actif [10]
Paludisme Non précisée [10]
Terminalia macroptera Guil. & Perr. (Combretaceae)  Fiévre Feuilles, racines [39, 43, 55] Non rapportée Actif [33]
Ictéres Feuilles, racines, écorces de tronc ~ [39, 43-11, 55] Modérément actif [34]
Paludisme Racines [55]
Vitex madiensis Oliv. (Lamiaceae) Paludisme Feuilles [35] Non rapportée Actif [28]

NB : Les références concernant les tableaux sont mentionnées en fonction des chiffres attribués aux documents suivants : (1-Abiodum et al., 2010) ; (2- Abiodun et al., 2011) ; (3- Adzu et al., 2009) ; (4- Bapela
et al., 2014) ; (5-Bero et al., 2009) ; (6-Boyom et al., 2011) ; (7-Builders et al., 2014) ; (8-Chenniappan et al., 2010) ; (9-Chianese et al., 2010) ; (10-Diallo et al., 2007) ; (11-Ettebong et al., 2014) ; (12-Gansané et al.,
2010) ; (13-Kaou et al., 2008) ; (14-Koudouvo et al., 2011a) (15-Lamien-Meda et al., 2015) ; (16-Madara et al., 2010) ; (17-Melariri et al., 2011) ; (18-Mesfin et al., 2012) ; (19-Mesia et al., 2008) ; (20-Messi et al.,
2016) ; (21-Muganza et al., 2012) ; (22-Muthaura et al., 2007) ; (23-Muthaura et al., 2015a) ; (24-Muthaura et al., 2015b) ; (25-Nassirou et al., 2015) ; (26-Nguta, et al., 2013) ; (27-Omonkhua et al., 2013) ; (28-Ondo et
al., 2012) ; (29-Ouattara et al., 2014) ; (30-Sanon et al., 2013) ; (31-Serge et al., 2012) ; (32-Singh et al., 2015) ; (33-Soh et Benoit-Vical 2007) ; (34-Traor¢ et al., 2014) ; (35-Diarra et al., 2015) ; (36-Nergard et al.,
2015) ; (37-Nordeng et al., 2013) ; (38-Somboro et al., 2011) ; (39-Arbonnier, 2009) ; (40-Grenhaug et al., 2008) ; (41-Togola et al., 2005) ; (42-Sangar¢, 2003) ; (43-Malgras, 1992) ; (44-Adjanohoun et al., 1981) ; (45-
Traoré M cité par Prelude database); (46-Yetein et al., 2013) ; (47-Nadembega et al., 2011); (48-N’Guessan et al., 2009) ; (49-Asase et al., 2005) ; (50-Traoré et al., 2013) ; (51-Ajibesin et al., 2008) ; (52-Kerharo et
Adam 1974) ; (53-Koudouvo et al., 2011b) ; (54-Togola et al., 2008) ; (55-Pham et al., 2011)
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Bauhinia reticulata

Hymenocardia acida

Burkea africana Cordyla pinnata Diospyros mespiliformis

Opilia amentacea Psydrax acutiflora Terminalia macroptera
(West African Plants)

Figure 4 : Les images des dix plantes sélectionnées pour I’étude
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4. Conclusion

Les propriétés antiplasmodiales des 10 especes communément utilisées au Mali contre le
paludisme permettent de valider I’utilisation traditionnelle de ces espéces. Actuellement une
demande d’autorisation de mise sur le marché pharmaceutique malien est en cours pour la
mise au point d’un MTA appelé SUMAFURA "TIEMOKO BENGALY " a base des feuilles de
Argemone mexicana utilisé contre le paludisme simple. Les autres especes plus
particulierement Sarcocephalus latifolius peuvent étre des potentiels candidats pour le

développement de nouveau MTA contre le paludisme.

La potentialit¢ antiparasitaire des dix espéces sélectionnées selon des criteres
ethnopharmacologie, mais ayant fait I'objet de peu de publications, sera évalué par le biais
d’un criblage antiplasmodial in vitro afin de sélectionner les extraits les plus intéressants dans

le chapitre 2 suivant.

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article soumis le 2 mars 2015 a la revue
scientifique Natural Product Communications, publi¢ dans cette méme revue en 2016 aprés

révision, et intitulé :
Article 1: Medicinal Plants Used in Mali for the Treatment of Malaria and Liver Diseases

Haidara M, Bourdy G, De Tommasi N, Braca A, Traore K, Giani S, Sanogo R.

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.
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confirm the safety, efficacy and quality of many of these medicinal
plants and their effectiveness in the liver protection and in the
treatment of malaria.

The aim of this review is to analyse experimental and literature data
on ten medicinal plants frequently used in Malian traditional
medicine for the management of malaria and liver diseases, selected
through  ethno-pharmacological and experimental studies:
Argemone mexicana L. (Papaveraceae), Cochlospermum tinctorium
Perr. ex A. Rich (Cochlospermaceae), Combretum micranthum G.
Don (Combretaceae), Entada africana Guillet Perr. (Mimosaceae),
Erythrina senegalensis A. DC (Papilionaceae), Mitragvna inermis
(Willd) Kuntze (Rubiaceae), Nauclea latifolia Smith syn.
Sarcocephalus latifolius (Smith) Bruce (Rubiaceae), Securidaca
longepedunculata Fresen (Polygalaceae), Trichilia emetica Vahl.
(Meliaceae), and Vernonia colorata (Willd) Drake (Asteraceae).

Argemone mexicana L. (Papaveraceae)

Argemone mexicana (Papaveraceae), known as Mexican poppy or
Mexican prickly poppy, is a species of poppy found in Mexico and
now in the United States, India, Ethiopia and in other countries in
Africa. The plant is pantropic in distribution and is a weed in waste
places. A leaf decoction of 4. mexicana is used by traditional
healers in Mali to treat malaria and malarial fevers. So, it has been
investigated in terms of modern pharmacology for anti-malarial
activity [3-5]. After a long process, 4. mexicana decoction was
selected [6, 7], it has undergone clinical trials [3, 6, 8, 9], and will
soon be approved as a new MTA for malaria. The new
phytomedicine will be called SUMAFURA® Tiemoko BENGALY,
in honour of the traditional healer who mainly used 4. mexicana to
treat malaria. It will be prepared from the plant aerial parts, without
seeds. Other research is ongoing to prepare syrup with the decoction
and hydro-ethanolic extract of the plant [10, 11]. This syrup can
contribute to a better management of uncomplicated malaria in
children.

A. mexicana is also traditionally used in the treatment of dropsy and
jaundice [4], and has been investigated in terms of modern
pharmacology for hepatoprotective activity [12]. Moreover, A.
mexicana is extensively used as a traditional medicine for the
treatment of ulcers, cataracts, as an antimicrobial, for wound
healing, as a larvicidal agent, chemosterilant, and for its
nematicidal, allelopathic, antibacterial, antifungal, molluscicidal,
anticancer, anti-HIV and neuro-pharmacological activities [4, 13].

Chemical investigations of this plant revealed the presence of
alkaloids [14, 15] and phenolics [16]. The aerial parts contain
isoquinoline and benzylisoquinoline alkaloids; other alkaloids like
berberine, tetrahydroberberine, protopine, and benzo-
phenanthridines have also been isolated from the plant [17], while
sanguinarine is an alkaloid present in the seeds with potential liver
toxicity [18].

Cochlospermum tinctorium Perr.ex A. Rich (Cochlospermaceae)

Cochlospermum finctorium is one of the plants used in rural areas
of Mali for the management of malaria, abdominal pains and
dermatitis [19]. Information collected from 106 traditional health
practitioners (THPs), by an ethno-pharmacological survey
demonstrated that the roots of the plant were the most frequently
used for medicinal purposes in Mali. The main indications were to
treat jaundice, gastro intestinal diseases or ailments, malaria,
schistosomiasis and dysuria [20]. This species is also used to treat
infectious diseases in Guinea Conakry [21] and in the West African
sub-region for the management of various affections, including pain
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and inflammation [22]. Various studies have been reported on
different activities of extracts of C.tinctorium, but the main
researches were focused on hepatoprotective and antiplasmodial
properties.

Concerning malaria, fresh, frozen, and lyophilized extracts of C.
tinctorium exhibited antiplasmodial activity against two strains of P.
Jfaleiparum (chloroquine resistant and chloroquine sensitive) with 1Cs,
values of 1-2 pg/mL [22]. Crude extracts of the leaves tested in vitro
showed the most antiplasmodial activity. The aqueous extract of
rhizomes also demonstrated antiplasmodial activity in vitre and in vivo
[23]. Recently, the essential oil of C. tinctorium was demonstrated to
be active as an insecticide in the control of the malarial vectors in West
Africa [24]. Fractionation of the ethanol extract of the roots afforded
five compounds: 3-O-E-p-coumaroylalphitolic acid, cochloxanthin,
dihydrocochloxanthin, alphitolic acid, and 1-hydroxytetradecan-3-one,
of which the first demonstrated an antiplasmodial activity with an ICs;
value of 2.3 uM [25].

The methanol and ethanol extracts exhibited antihepatotoxic effects
against cytotoxicity induced by CCly and galactosamine in primary
cultured rat hepatocytes [26]. Pretreatment of rats with different
extracts of the plant (36 mg/kg), orally, resulted in vitro and in vivo
in protection against hepatotoxicity induced by CCl,, galactosamine
and aflatoxin Bl [27]. Aqueous, hydro-ethanolic and ethanolic
extracts showed significant dose-dependent hepatoprotective
actions. The ethanolic and hydro-ethanolic extracts exhibited
remarkable effects against the induction of lipid peroxidation and
hepatocyte lysis [28]. The extracts and preparations with potent
antihepatotoxic activity from C. tinctorium were selected for the
treatment of various liver disorders [29]. The aqueous extracts (100-
300 mg/kg) significantly and dose dependently demonstrated a
hepatoprotective effect against CCly-induced liver damage in rats.
This extract (5000 mg/kg) appeared to be safe when administered
orally [30].

C. tinctorium demonstrated many other activities. Antimicrobial
activities of some carotenoids from C. tinctorium were reported
against Candida albicans, Aspergillus fumigatus, and Escherichia coli
[31]. Arjunolic acid, an oleanene-type triterpene isolated from the
rhizome of C. tinctorium, and its acetate and methyl ester derivatives,
were tested using the short-term in vitro assay on Epstein-Barr virus
early antigen activation in Raji cells induced by 12-0-
tetradecanoylphorbol 13-acetate. Their inhibitory effects on skin
tumor promoters were greater than those of previously studied natural
products [32, 33]. Structures of two pectic arabinogalactans and their
complement fixation and induction of B cell proliferation in vitro
were also reported [34]. The cytotoxicity of the crude extract assessed
on the K562 cell line, showed ICs; values of 33-2000 pg/mL [35, 36].
Other reported activities are antifungal, antibacterial, radical
scavenger, immunomodulating, anti-ulcer, analgesic and anti-
inflammatory. The aqueous and methanol extracts of the rhizomes
showed antibacterial and antifungal activities against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumonia and Pseudomonas aeruginosa [37]. The
methanol extract of the roots demonstrated a potent antibacterial
activity against Shigella dysenteriae [38]. Polysaccharides and
polyphenols of the aqueous extract showed significant anti-ulcer
activities against HCl/ethanol-induced gastric lesions in mice. The
extract showed also DPPH-radical scavenging and immuno-
modulating activities in vitro [20]. The anti-ulcer activities of the
crude water extracts and isolated polysaccharide fractions from the
rhizome of C. tinctorium can be explained by the anti-adhesive
properties of Helicobacter pylori [39]. Finally, the aqueous methanol
extract of the leaves of C. finctorium significantly and dose
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dependently inhibited the acetic acid induced writhing in mice. The
highest protection was produced by the aqueous methanol extract (80
mg/kg); the same extract significantly and dose-dependently inhibited
carrageenan-induced hind paw edema in the rat [40].

Many phytochemical studies on the plant crude extracts are reported
in the literature. Firstly, in 1987, polyphenolic compounds (gallic
and ellagic acids) and carotenoids were detected in the
antihepatotoxic active fractions [26]. Major carotenoids, identified
as 6-hydroxy-8'-apo-e-caroten-3-one-8'-oic acid (cochloxanthin)
and  4.5-dihydro-6-hydroxy-8'-apo-g-caroten-3-one-8'-oic  acid
(dihydrocochloxanthin), were later isolated from C. tinctorium by
countercurrent  chromatography and HPLC  [41, 42].
Triacylbenzenes were isolated from a petrol extract of the rhizome
of C. tinctorium [43], while phenolic and polyphenolic compounds
(gallic and ellagic acids, ellagitannins, flavonoids), carotenoids,
triterpenes, and flavonoids were identified in aqueous, hydro-
ethanolic and ethanolic extracts of the plant roots [28, 23]. The
aqueous extract of the plant roots contained polysaccharides
(59.3%) and polyphenols (9.3%): the polysaccharides were purified
and characterized as highly complex pectic arabinogalactans type 11,
while gallotannins and ferulic acids were identified as parts of the
polyphenolic compounds [20]. Alkaloids, tannins, saponins,
flavonoids, triterpenes, sterols, cardiac and cyanogenic glycosides,
and volatile oils were identified from different plant extracts [30,
37]. Recently, pectin- and inulin-type polysaccharides, phenolic
substances and proteins were isolated from the crude water extracts
of C. tinctorium wild and cultivated roots [44].

Combretum micranthum G. Don (Combretaceae)

Combretum micranthum, locally called “N’golobé”, is a small tree,
common on the poor soil of the Sahel savannah. Like other
Combretum species, it has characteristic four-winged fruit. Twigs
with leaves are commonly sold in markets with the name of
“Kinkeliba™ and yield a drug having the same name, which has been
listed in French, Spanish, and British Extra Pharmacopoeia under
supplementary drugs with indication for black-water fever and
bilious gastrointestinal conditions [45]. It was added to the French
Pharmacopoeia in 1937 and to the African Pharmacopoeia in 1985
[45]. The plant is used in West Africa for the treatment of different
diseases [46-49]. C. micranthum is also one of the most used plants
in traditional medicine of Burkina Faso for the treatment of kidney
symptoms [50], and is one of the common plants used in popular
traditional herbal medicines from the Joolas [51].

Extracts obtained from C. micranthum and others plants, commonly
used in Cote d'lvoire by native healers for the treatment of malaria,
tested on two strains of Plasmodium falciparum, FeB-Colombia
(chloroquine-resistant) and F32-Tanzania (chloroquine-sensitive),
had an apparent inhibitory effect on P. falciparum growth in vitro,
while the other seemed to be less efficient [52]. In Mali,
HEPATISANE® is an MTA produced with powder of C.
micranthum leaves. The decoction is taken orally, and the operation
is repeated twice daily for seven days. HEPATISANE® is used in
the symptomatic treatment of hepatic insufficiency, in colds,
hepatitis, dyspepsia and constipation. It is also used as diuretic
remedy; it is not toxic and can be safely consumed when used
appropriately. Patients with non-obstructive jaundice have been
treated with HEPATISANE® and their bilirubin and transaminases
returned to normal within 2-3 weeks of starting the treatment [53].
About 50 asymptomatic patients with chronic viral hepatitis B have
been treated with HEPATISANE® in a clinical trial, but there was
no clearance of the hepatitis B surface antigen. However, the herbal
treatment was well-tolerated, there were no adverse effects, and the
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compliance was good. Further clinical trials are needed to determine
whether this treatment helps patients with symptomatic hepatitis, or
whether it helps to prevent long-term consequences of chronic viral
hepatitis.

The root extract of C. micranthum presented antibacterial activity
against Gram-positive and Gram-negative organisms [54]. The
methanolic extract of the leaves, prepared 7 days before the assay,
demonstrated in vifre antiviral activity against HSV-1 and HSV-2.
The freshly prepared extract contained inactive precursors which
undergo spontaneous transformations into active compounds. The
precursors have been identified as condensed catechinic tannins,
which, under alkaline conditions, suffer rapid cleavage,
intramolecular rearrangement to catechinic acid and autooxidation.
ECs5s of catechinic acid autooxidation products against HSV-1 and
HSV-2 replication were 2 pg/mL and 4 pg /mL, respectively, when
cell cultures were treated with the compound during virus infection
[54]. Therefore, C. micranthum extracts are not only interesting
sources for antimicrobial molecules, but also potential sources of
phenolic antioxidants [55]. Methanol extract of C. micranthum
leaves was studied for anti-inflammatory activity in rats and mice
using the carrageenan-induced rat paw edema and the acetic acid-
induced vascular permeability in mice. The extract (50, 100 mg/kg)
significantly (P<0.05) inhibited the edema production induced by
carrageenan in rats. Increased vascular permeability caused by
acetic acid injection was also inhibited by the extract, within the
same dose range. C. micranthum extract (100 mg/kg) inhibited
the granuloma formation in rats to a similar degree as indomethacin
(5 mg/kg). These results provide evidence for the anti-inflammatory
property of C. micranthum leaves [56]. An ethanol extract of C.
micranthum leaves exhibited an anti-inflammatory activity. The
extract was fractionated based upon polarity and subsequently
assayed for antioxidant capacity. The most active fraction,
ethylacetate, was then tested for anti-inflammatory activity and
exhibited an inhibition of NO by 93.5% at only 60 pg/mL and
100% at higher concentration [57]. The aqueous leaf extract of
C. micranthum, at the dose of 100 mg/kg, produces a significant
hypoglycemic and antidiabetic activity comparable with that
of the standard drug (0.6 mg/kg glibenclemide) [58]. The ethanol
and water extracts of leaves of C. micranthum demonstrated
antioxidant properties, including scavenging of the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) radical with IC values of 8.02+0.34 for the
ethanol extract and 9.1+£0.28 for the water extract; for the 2,2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical,
the ICsq values were 7.4+0.14 for the ethanol extract and 11.8+0.01
for the aqueous extract, and with the hydroxyl radical the ethanol
extract had an 1Cs, of 58.1%, and the aqueous extract 61.1%. At
20 mg/mL concentration, the water and ethanol extracts provided,
respectively, 36.8%, and 75.1% inhibition of lipid peroxidation of
linoleic acid emulsion. The ICspvalues of the ethanol extract in
ABTS and DPPH tests were significantly lower than those of the
water extract [59]. The aqueous extract of the fresh leaves of C.
micranthum demonstrated antibacterial effects on both S. aureus
and E. coli cultures [60]. In North-Western Nigeria, the leaves of
the plant are used for treating diabetes [57]. A recent study, aimed
to investigate how TPs in Mali treat common diseases and ailments
during pregnancy, revealed that C. micranthum is one of the
common plants most used [61].

Studies on chemical constituents reported the presence of salts
(potassium nitrate), flavonoids (vitexin), organic acids, tannins,
coumarins, sterols, terpenoids, carbohydrates (inositol, mannitol,
sorbitol), and alkaloids (choline, stachydrine) [45, 51, 62-66]. Gallic
acid, rutin trihydrate, (+)-catechin and benzoic acid are the main
polyphenols identified in the 90% ethanol extract of the plant leaves
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[67]. Some novel piperidine flavan alkaloids isolated from the
aqueous extract of the plant were patented as anti-diabetic agents
for the treatment of metabolic disorders [68].

Entada africana Guillet Perr. (Mimosaceae)

Entada africana, called “Samanéré” in Mali, is a well known
Leguminous tree used in traditional medicine throughout West-
Africa in the treatment of many diseases such as fever, respiratory
tract complaints, diabetes, hypertension, and diarrhea [69]: in
particular, the plant is used in Mali for the treatment of malaria
[70]; in Burkina Faso against diabetes, hypertension and diarrhea; in
Cameroon, for wound dressing, liver related diseases, rheumatism,
cataract, fevers and dysentery. Many studies reported the wound
healing, hemostatic, anti-rheumatism, anti-inflammatory and
hepatoprotective properties of extracts of this species [71]. The root
bark is the part of the plant most used in traditional medicine; for
this reason, the availability of the plant in Burkina Faso Plateau
Central Region is endangered. Biological studies on E. africana
extracts concerned antihepatotoxic, antimicrobial, antiplasmodial,
antioxidant [72], fungistatic, fungicidal [73] and antiulcerogenic
activities [74].

In a recent study, the antiplasmodial activity of the ethanolic leaf
extract against chloroquine-sensitive (HB3) and chloroquine-
resistant (FeM29) P. falciparum was investigated, as well as its
peripheral antinociceptive and anti-inflammatory properties. At a
concentration of 100 pg/mL, the extract was non-cytotoxic and
demonstrated a moderate antiplasmodial activity against HB3 and
FeM29 (1Cs;, 26.36 and 28.86 pug/mL, respectively). It also exhibited
concentration-dependent inhibition of synthetic heme (ICs, 16
mg/mL). The extract at 200 mg/kg showed significant (P<0.05)
inhibition of paw inflammation, and significantly (P<0.01, 0.05)
reduced the number of abdominal writhes induced by acetic acid
(58.62-65.51%), which was higher than that of diclofenac (50%,
P<0.05). These findings suggested that the antinociceptive effects
and parasiticidal activity of the extract contribute to its antimalarial
properties and it can be further explored as an effective therapy
against malaria infection [75].

Extracts of E. africana protected the liver against CCly intoxication
by decreasing the level of transaminases and alkaline phosphatase
[76]. The aqueous, hydroethanolic and ethanolic extracts of root and
stem bark inhibited in vitro proliferation of hepatocarcinoma Hep3B
cells with 1Csgvalues between 22.8 and 25.3 pg/mL. The extracts of
stem bark are more active than those from the root. The aqueous
ethanol extract of the root increased activity of caspase 7 and the
number of apoptotic bodies. The extract induced disruption of a-
tubulin diffusion in every sense of the a-tubulin during interphase.
The ethanolic extract of the stem and root bark induced membrane
defects, which appear jagged [77]. The extracts of E. africana stem
bark inhibited, dose-dependently, the replication of hepatitis C virus
(HCV) after 24 and 72 h of incubation. The dichloromethane
fraction had the highest anti-HCV activity with an ICsy of 0.453 =
0.00117 mg/mL, but did not reduce cell viability to antiviral
concentration [78]. The aqueous extracts of stem bark of E. afiicana
at 100 and 500 pg/mL significantly presented a protective activity
against hepatotoxicity induced in vifro by acetaminophen [79].

Extracts (ethyl acetate, methanol, and water) of the leaves and bark
showed antiradical activity by inhibiting the DPPH radical in a
colorimetric method with an ECs, between 6.9 to 20 pg/mL [80]. A
similar activity was demonstrated by Karou et al. for the methanolic
extract with an ICsq of 0.47 = 0.01 pg/mL [81]. Recently, Owona
Brice ef al. investigated the capacity of E. africana stem bark to
protect microglia from inflammatory insults by exploring the effect
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of the CH,Cl,/MeOH 5% fraction on pro-inflammatory cytokine
mRNA expression and found that this extract inhibited LPS-induced
NO production in dose dependent manner, while the expression of
TNFa, IL-1B, IL-6 and iNOS was strongly suppressed in microglia.
For this reason, E. afficana may contain promising compounds
useful for the treatment of diseases caused by over-activation of
microglia, such as Alzheimer’s and other neurological diseases [81].
The same authors found also that the CH,Cl,/MeOH 5% extract
suppressed lipopolysaccharide-induced inflammation in Raw 264.7
macrophages [82]. Finally, the extracts (n-hexane, chloroform,
chloroform/methanol, and methanol) of £E. africana toots
demonstrated anti-angiogenic effects on zebrafish embryos [83].

Chemical constituents of E. africana are alkaloids, flavonoids,
tannins, saponins, phlobotannins and anthraquinones [84, 85]. New
saponins esters were isolated from the plant roots and were found to
inhibit the proliferation of tumor cell lines J774.A1 (murine
macrophage), HEK-293 (human kidney) and WEHI-164 (murine
fibrosarcoma) [86]. The roots contained also arabinogalactan-
protein type 1l polysaccharides [71]. Leaves of E. africana are rich
in calcium, zinc and iron [87].

Erythrina senegalensis DC (Fabaceae)

Erythrina senegalensis is frequently used in West Africa in the
treatment of various diseases. In Benin and Togo, leaves and stem
bark are used in the treatment of liver diseases and bronchus-
pulmonary disorders. In Coéte d'lvoire, the root and stem bark are
used in the treatment of fever, malaria, liver diseases and urogenital
infections. In Nigeria and Senegal, the bark is used against fever
and malaria. The root decoction is used in abdominal pain [88]. In
Mali, the results of a survey on ethnopharmacological knowledge
on the uses of E. senegalensis in traditional medicine in three
different areas (Dioila, Kolokani and Koutiala) demonstrated that
the plant is frequently used by the traditional healers in the
treatment of various diseases, mainly amenorrhea, malaria,
jaundice, infections, abortion, wound, and body pain [88].

Various studies were focused on the antiplasmodial and
hepatoprotective activities of stem bark extracts of E. senegalensis.
The ethanolic extract showed antiplasmodial activity in vitro on a
strain of P. falciparum K1 with an ICs of 1.82pg/mL. The aqueous
extract at doses of 50-100 mg/kg orally reduced parasitaemia in
mice infected with P. berghei, with inhibition percentages from
16.5 to 23.2% [89, 90]. The hydroethanolic extract of E.
senegalensis exhibited antihepatotoxic effects against cytotoxicity
induced by carbon tetrachloride in primary cultured rat hepatocytes,
since the pretreatment of rats with different extracts of the plant (25
mg/kg), orally, resulted in an in vive broad protection [91]. The
hydroethanolic and ethanolic extracts of roots and stem bark of E.
senegalensis inhibited in vitro proliferation of hepatocarcinoma
Hep3B cells with IC;, between 20.3 and 33.9 pg/mL for the roots
extracts and 32.9 and 33.5 pg/mL for extracts of stem bark. The
hydroethanolic extracts increased the activity of caspase 7 and the
number of apoptotic bodies. The extract of stem bark, at two time
its 1Csp, induced an extension of cytoplasm and a destruction of a-
tubulin, while the extract of roots induced a degradation of a-
tubulin membrane to the nucleus, a deformation of the cells, and an
abnormal co-localization of the Hep3B at the centrosomes of w/p-
tubulin and y-tubulin, with an increase of 5.6% compared with
control cells treated only with DMSO [77].

Other reported activities of E. senegalensis are antibacterial and
antioxidant. The ethanolic extract of the leaves and root bark
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showed activity against S. aureus and Proteus spp. The extracts (n-
hexane, ethyl acetate and ethanol) of leaves, stem and root bark
showed antioxidant activity. The extracts of the stem and root bark
showed improved activity with inhibition percentages of 82.8-
91.5% and 78.9-94.6% at the concentrations of 0.05 mg/kg and 0.5
mg/kg, respectively.

The plant extracts resulted no toxic since it was found that the
hydroethanolic extract of stem bark at a dose of 16 g/kg by gavage
did not cause any change in behavior and mortality in mice; also the
decoction of the plant, evaluated after acute and sub-chronic
administration in rodents, resulted in no induced mortality or
significant behavioral changes [92].

Phytochemical analysis of different parts of the plant revealed the
presence of many active molecules, such as flavonoids, tannins,
alkaloids, steroids, and cardiac glycosides [93].The stem bark of the
plant is the most studied from a chemical point of view: in 1995,
two new prenylated isoflavonoids, erysenegalensein J and K, were
isolated, in addition to five known pentacyclic triterpenes, j-
amyrin, maniladiol, erythrodiol, oleanolic acid and cornulacic acid
[94]. Later, two prenylatedisoflavonoids named erysenegalensein N
and O, together with six known isoflavonoids, erysenegalensein D,
8-prenylleutone, auriculatin, derrone, alpinumisoflavone and 6,8-
diprenylgenistein were fully characterized [95]. The bioguided
fractionation of the hydroethanolic extract permitted the isolation of
two other diprenylated isoflavonoids, 2,3-dihydro-2’-hydroxyosajin,
and osajin, together with 6.8-diprenylgenistein. All these
compounds exhibited antihepatotoxic effects against cytotoxicity
induced by CCl; in primary cultured rat hepatocytes with
hepatoprotective percentages of 71.8 + 1.45, 67.54 £ 3.56 and 69.41
+ 2.56, respectively [93]. Finally, in 2009, one new pterocarpan,
named erybraedin F, along with 7 known prenylated flavonoids
were isolated from the plant collected in Mali [96].

Mitragyna inermis (Willd) Kuntze (Rubiaceae)

Mitragyna inermis is an exclusively African plant, occurring in West
African countries from Cameroon to Sudan [97, 98]. It is found in
wetlands and semi-arid tropics, in clay bottoms and temporarily
flooded land, near ponds and streams, in rainforest as well as in
savannah. The plant was selected by ethnobotanical survey as a
species commonly used by traditional healers for the treatment of
malaria, hepatic illness, stomach and intestinal disorders,
hypertension, and HIV/AIDS [97, 99-101].

The alkaloids of leaves and roots of M. inermis have a strong
antiplasmodial activity on P. falciparum standard and isolated from
infected patients (ICsy <3 pg/mL). At concentrations inhibiting 100%
of parasite growth, the alkaloids are not toxic to human red blood
cells [102]. The combination of extracts of M. inermis and Guiera
senegalensis demonstrated a strong, synergistic inhibitory effect on in
vitro plasmodial development and is devoid of cytotoxicity towards
human cells [103]. This result justified the traditional use of this
combination to treat malaria [104]. Antimalarial properties of the
extract of M. inermis have been demonstrated by its ability to inhibit
P. falciparum growth [105]. Decoctions of M. inermis and M. ciliata,
prepared according to the recommendation of traditional healers, were
tested on three strains of P. falciparum, FcB1-Colombia and FecM29-
Cameroon (chloroquine-resistant strains) and a Nigerian chloroquine-
sensitive strain. The extracts of the plants revealed either weak or very
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low activities with 1Cs; values ranged from 2.34 to more than 500
mg/mL [105, 106]. Acute and chronic evaluation of the toxicity of the
hydroethanolic leaf extract, administrated orally at up to 3 g/kg/day,
did not demonstrate toxic effects and can be used in traditional
treatment of malaria [107]; the aqueous extracts traditionally used did
not show high antimalarial activity [108], while alkaloids from the
chloroform extract and ursolic acid from the hydromethanol extract of
leaves, roots and stem barks of M. inermis induced a significant
decrease in parasite proliferation [109].

Indole alkaloids such as rhynchophylline, rotundifoline,
speciophylline and uncarine, triterpenoid saponins (inermiside I and
inermiside IlI) and quinovic acid glycosides are the typical
constituents of M. inermis [110-114]. Quinovic acid glycosides
showed antitumor activity on Bel-7402 hepatic carcinoma.
Alkaloids from aqueous extracts of M. inermis have been reported
to increase biliary flow, and to decrease hepatic enzymes and total
cholesterol in the rat [115].

According to bibliographic data, extracts of M. inermis exhibited
antimalarial, antimicrobial, antihypertensive, antidiabetic,
antioxidant, and anti-inflammatory activities.The decoction of fresh
or dried leaves is used for wound healing [116]. The macerated
leaves and bark are administered twice daily to treat sinusitis,
stomach pain and dysentery [117]. The decoction of stem bark is
used against amoebaean worms [118]. The plant is also used in the
treatment of leprosy [119] and diarrheal diseases such as dysentery
and cholera [47]. Different preparations of the plant can be used in
external and internal applications against arthritis, myalgia and
intercostal pain [47]; in combination with other medicinal plants, it
is also used in the treatment of rheumatic pains [120]. The
decoction of stem and root barks is used in disorders of pregnancy
and childbirth [47]. The leaves of the plant are used in retained
placenta and as a sedative for uterine contractions. Alone or in
combination with Dialium guineense, it is used for regulating the
menstrual cycle in women [119, 121]. The macerated fruits and
seeds are used in animal breeding to activate the estrous cycle
[122]. The crude extract and the isolated compounds were tested in
vitro for their preliminary cytotoxicity against Artemia salina [123].
Alkaloid rich extract derived from M. inermis induced a strong
inhibition of protein synthesis in mammalian cells, but did not
exhibit mutagenic or genotoxic activity [108]. Aqueous extracts of
M. inermis produced a concentration-dependent in vivo increase in
cardiac contractile response and coronary flow, but did not modify
heart rate in the rat. This seemed to indicate that the extract
possesses a cardiac inotropic effect and induces an increase in
coronary flow without inducing tachycardia in isolated heart [124].
Sy et al. have reported the myorelaxant and antispasmodic activities
of M. inermis extracts [125]. Some sequential n-hexane, acetone
and 50% aqueous methanol extracts of the leaves, stem bark and
roots of M. inermis and another three species were active against
Bacillus  subtilis, Pseudomonas syringae and Cladosporium
herbarum [126]. Alkaloids from M. inermis are reported for their
clinically useful anticonvulsant activity [127].

Bioactive compounds of the plant are mainly indole alkaloids [100].
In 2012, a new indole alkaloid, named naucleactonin D, together
with fourteen known compounds, identified as nauclefiline,
naucleficine, nauclefidine, angustoline, angustine, barbinervic acid,
quinovic acid, 3-0-u-L-rhamnopyranoside, betulinic acid, a mixture
of ursolic and oleanolic acid, a mixture of stigmasterol and B-
sitosterol, B-sitosterol, 3-O-f-D-glucopyranoside, and strictosamide
were isolated from the roots and fruits of M. inermis [123].
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Nauclea latifolia Smith syn. Sarcocephalus latifolius Smith
(Rubiaceae)

Nauclea latifolia (syn. Sarcocephalus latifolius) is a plant used in
West Africa for the treatment of several diseases. In Mali, Ivory
Cost, and East Africa, N. latifolia aqueous extracts are used for the
treatment of fever and malaria [11, 128, 129]. In Burkina Faso, the
plant is used against jaundice, malaria, infant gastroenteritis, and
dysentery [130, 131]. Different extracts are used in the management
of gastrointestinal tract disorders [132], sleeping sickness [133],
prolonged menstrual flow [134], hypertension [129], and as a
chewing stick [135]. The plant is also used as a tonic and fever
medicine, and for toothache, dental caries, and septic mouth [136].

The aqueous extract of N. latifolia showed an antiplasmodial
activity against the chloroquine-resistant FcB1 strain of P.
falciparum with an 1Cs; of 0.6 pg/mL. A similar ICs, was obtained
from a clinical strain from Nigeria. The ICs, obtained by the ethanol
extract of the plant was 8.9 pg/mL [97]. The root extract showed
antiplasmodial activity in vive in rats infected with P. berghei
berghei. The prophylactic and curative EDs, were 189.4 and 174.5
mg/kg, respectively.

Elevated transaminases and alkaline phosphatase induced
intoxication in rats by CCl,; were significantly attenuated by the
ethanolic root bark extract. The ethanolic extract at a dose of 1
mg/mL remarkably reduced the leakage of lactate dehydrogenase
(LDH) in isolated rat hepatocytes and had a significant effect on the
peroxidation of lipids. Other fractions reduced leakage of LDH, but
had no significant effect on lipid peroxidation [132]. The aqueous
root extract (250 mg/kg) significantly reduced the activity of
catalase (P<0.05), but did not significantly reverse the activity of
superoxide dismutase in the liver of alloxan-induced diabetic rats
[137]. Extracts of the leaves and fruits showed antioxidant activity
[138]. The ethanolic extract showed antimicrobial activity on Gram-
positive bacteria at a concentration of 0.5 mg/mL and Gram-
negative bacteria at a concentration of 1 mg/mL [100]. The root
bark aqueous extract at doses of 50-200 mg/kg orally significantly
(P<0.05) attenuated torsions induced by acetic acid and increased
the threshold of painperception in the hot plate test in mice [139].
The aqueous and ethanol extracts of the plant leaves reduced
significantly and dose-dependently the levels of glucose in fasting
blood of STZ-diabetic rats without significantly lowering the level
of glucose in the normo-glycaemic rats [140]. The decoction of root
bark strongly increased total sleep time induced by diazépam. It
also protected mice against induced seizures of electroshock
maximum, pentamethylenetetrazole and strychnine [141].

Phytochemical analysis of the ethanol extract of the plant stem bark
showed the presence of saponins, while tannins, flavonoids, and
alkaloids were absent. Reducing sugars, flavonoids, steroids,
saponins, alkaloids, terpenes and glycosides were revealed in the
aqueous extract of the fruits [142]. The extract of the leaves
contained tannins (0.37%) alkaloids (2.39%), flavonoids (0.37%),
saponins (1.25%), phytate (0.38%) and 16.90 mg/kg of HCN [143].
In the leaves, various alkaloids such as naucleafoline, nauclechine,
naufoline, naucletine, nauclefine, naucledidinal, augustin,
cardambine, naucleamide A-E, strictosamide, dihydrostrictosamide,
tetrahydrodesoxycordfoline, naucledial, and epinaucleidal were
characterized [100]. A novel indole alkaloid, nauclefolinine and five
known triterpenic compounds, rotundic acid, a-L-rhamnoquinovic
acid, 3-0-B-D-glucopyranosyl-f-sitosterol, squalene, and sitosterol-
3-0-6"-stearoyl-B-D-glucopyranoside were isolated from the roots
of N. latifolia in 1991 [144]. Later, investigations of the roots
extract led to the isolation of the new indole alkaloids 21-O-
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methylstrictosamide aglycone and 21-O-ethylstrictosamide
aglycone together with strictosamide, angustine, nauclefine,
angustidine, angustoline, 19-O-ethylangustoline, naucleidinal,
19-¢pi-naucleidinal, quinovic acid-3-O-B-D-fucopyranoside,
quinovic acid-3-0-o-L-rhamnopyranoside, scopoletin, and p-
sitosterol [145, 146]. Derivatives of fructose (1,2,3,4,6-penta-0-
benzoyl-o-D-fructofuranose, 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl--D-
fructofuranose, 1,2,3.4,5-penta-O-benzoyl-B-D-fructopyranose,
and 1,3,4,5-tetra-O-benzoyl-B-D-fructopyranose were isolated in
the sugar fraction of the stem bark [147].

Securidaca longepedunculata Fres (Polygalaceae)

Securidaca longependuculata is a medicinal plant commonly used
in different African countries. In Mali, the aqueous root extracts are
used in trypanosomiasis and dysmenorrhea, while the decoction of
the leaves and roots is used against fever and malaria. The
powdered leaves or twigs are used against snakebites. In Benin and
Togo, the bark is used alone or in combination with other plants in
the treatment of fever and malaria. In Burkina Faso, the decoction
of the roots is used as a purgative. In Senegal, the roots are used in
bronchopulmonary, gastrointestinal and liver diseases, and both
leaves and roots against fever and malaria [47, 48].

The light petrolenm and dichloromethane extracts of §.
longepedunculata roots inhibited the growth of a strain of P.
Jfalciparum K1 with ICsy values of 7.34 and 8.26 pg/ml,
respectively; on the contrary, the ICs, could not be determined for
either extract on the 3D7 strain of P. falciparum [148].

Other different activities were also reported. The aqueous,
hydroethanolic and ethanolic extracts of the roots inhibited in vifro
the proliferation of hepatocellular carcinoma Hep3B cells with 1Cs,
values between 16.3 and 19.9 pg/mL. The hydroethanolic extract
increased the activity of caspase 7 and the number of apoptotic
bodies, while the ethanolic extract induced abnormalities of
membranes, which appeared jagged [77]. The aqueous extract of the
roots showed cytotoxicity in vitro on certain cancer cell lines: it
inhibited the proliferation of ascitic Ehrlich carcinoma cells
(spontaneous mammary carcinoma in mice), with an I1Csy of 67
pg/mL and reduced in vive in albino Swiss mice the growth of the
same carcinoma cells after intraperitoneal administration of the
extract at a dose of 10 mg/kg/day for 14 days [149]. The chloroform
extract also showed strong cytotoxicity on human pancreatic cancer
cell line PANC-1 with an ICs, of 23.4 pg/mL [150].

Extracts of leaves and roots demonstrated an antibacterial activity
against different microorganisms with an inhibition diameter
between 15 to 20 mm and a minimum inhibitory concentration
between 0.59 to 6.25 mg/mL [151]. The aqueous extract of the roots
at doses of 200-400 mg/kg significantly reduced, in a dose-
dependent manner, the pain induced by acetic acid and formalin in
mice and also produced a significant (P<0.05) naloxone reversible
antidepressant like effect in the forced swimming test (an animal
model of depression). These results suggested that the extract
possesses antinociceptive and antidepressant like effects with
possible involvement of opioidergic pathways [152]. The same
extract administered intraperitoneally in mice at a dose of 50-800
mg/kg showed significant analgesic, anti-inflammatory and
hypoglycemic dose dependent effects [153]. The aqueous extract of
the roots at a dose of 100-400 mg/kg exhibited anticonvulsant,
anxiolytic and sedative activities, using the strychnine and picrotoxin
induced seizure models, justifying the use of the plant extract in
traditional medicine for the management of convulsions and
psychosis. The LD in mice was 1.74 g/kg and 19.95 mg/kg for the
oral and the intraperitoneal route, respectively. The aqueous extract
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administered by gavage at a dose of 2000 mg/kg caused no mortality
or signs of toxicity in mice [154]. Intraperitoneal administration of
the aqueous extract of the roots produced a dose-dependent toxicity
to kidneys, liver and lungs with an estimated LDs, of 36.74 mg/kg in
rats [155].The oral LDy, of the ethanolic extract was 547.72 mg/kg in
mice. The same extract had no significant effect on hyperglycemia
induced by streptozotocin [156].

Phytochemical analysis of the plant revealed the presence of
alkaloids, flavonoids, saponins, tannins, cardiac glycosides,
anthraquinones, steroids, essential oils and reducing sugars [151].
Investigation of the chloroform root extract led to the isolation of 28
compounds including five new polymethoxylated xanthones and a
new benzyl benzoate, namely benzyl 3-hydroxy-2-methoxybenzoate
[149]; twelve diphenylmethyl-substituted xanthones, named
muchimangines A-L, were isolated from the roots and showed a
characteristic phenylmethyl substituent at C-2 [158-161]. Also
bidesmosidic saponins are typical secondary metabolites of the
plant roots: in 2009, four triterpene saponins having presenegenin as
aglycone were isolated by Mitaine-Offer and co-authors [162],
while Stevenson and collaborators in the same year isolated two
new medicagenic acid bisdesmosidic saponins, which were named
securidacaside A and B [163].

Trichilia emetica Vahl. (Meliaceae)

Trichilia emetica, a tree native of Africa, and widely distributed in
African tropical regions, is used in traditional medicine to treat
various ailments such as abdominal pain, dermatitis, hemorrhoids,
jaundice and chest pain. The plant is known also for its emetic,
diuretic and purgative properties and for induction of labour [164,
165]. According to an ethno-pharmacological survey carried out to
collect information on the use of seven medicinal plants in rural
areas in the nearby regions of Bamako, the plant is used for the
treatment of malaria, abdominal pain, and dermatitis [19].Moreover,
in Mali, the plant is used for the treatment of malaria during
pregnancy by traditional healers [61]. In Benin and Madagascar, T.
emetica is one of the plants used traditionally for the treatment of
cognitive disorders [166].

The dichloromethane extract of T. emetica leaves demonstrated an
antiplasmodial activity (ICsp 12 pg/mL) and exhibited a good
binding activity to the GABA(A)-benzodiazepine receptor. The
water and methanol extracts of the same plant did not show any
activity [148]. Different extracts of the plant presented
antiplasmodial activity against different strains of P. falciparum
3D7 and Dd2 [89, 167, 168]. Kurubasch aldehyde, a
sesquiterpenoid with a hydroxylated humulene skeleton, was
isolated from 7. emetica and found to be a modest inhibitor of the
growth of P. falciparum (1Cs, 76 pM), and of slow-proliferating
breast cancer cells MCF7 (78 pM), but a potent inhibitor of
proliferation of S180 cancer cells (ICsy 7.4 uM) [169].

The aqueous extract of T. emetica, rich in polyphenols and
limonoids demonstrated a significant (P<0.05) hepatoprotective
effect at a dose of 1000 pg/mL, both on plasma membrane and
mitochondrial function. This extract and its diethyl ether fraction
did not show toxicity (LCsy>1000 pg/mL) in the brine shrimp
bioassay [170]. The extracts submitted to alkaline hydrolysis
showed high antioxidant properties in two in vifro assays: auto-
oxidation of methyl linoleate (MeLo) and ascorbate/Fe* -mediated
lipid peroxidation in rat microsomes. An in vive study was also
performed to investigate the intestinal absorption of phenolic acids
after oral administration of 7. emetica extracts. Results showed high
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levels of phenolic acids, free or conjugated to glucuronide, in the
plasma of rats treated with the hydrolyzed extract [171].

Other biological activities were also investigated including anti-
infective, anti-inflammatory, anti-schistosomal, anti-convulsant,
anti-trypanosomal, anti-oxidant, anti-tussive, and anti-mutagenic
properties. During a screening of some medicinal plants of Ethiopia
for their anti-microbial properties and chemical profiles, different
extracts of T. emetica demonstrated the most promising antifungal
activity [172]. The anti-schistosomal and anti-trypanosomal
activities of the plant extracts were also demonstrated [173-175].
Crude water-ethanol extract and polysaccharides from 7. emetica
showed antitussive activity against the citric acid-induced cough
reflex and the reactivity of airways smooth muscle in vivo [176].
The n-hexane extract of the plant at non-toxic concentration
demonstrated a f-amyloid peptide production activity that could be
interesting for the treatment of Alzheimer's disease [166]. The ethyl
acetate extract of T. emetica, without a detectable anticandidal
activity, was detoxified by the multidrug transporter Cdrlp. In this
extract, the presence of a non-toxic Cdrlp-mediated ketoconazole
resistance modulator accompanying growth-inhibitory Cdrlp
substrates was revealed by further fractionation experiments [177].
The dichloromethane extract of the seeds of T.emetica significantly
inhibited the growth of P. aeruginosa [178]. Flavonoid-rich
fractions of the plant leaf extracts showed the maximum radical
scavenging activity and possessed marked antiamylase activity in
vitro. The same flavonoid-rich fractions presented anti-
hyperglycemic, anti-lipidemic, and anti-hypertensive properties in
vivo, demonstrating the antidiabetic potential of I. emetica as a
therapeutic target for the management of type 2 diabetes [179]. T
emeticais also one of the most effective plants for the treatments of
dysmenorrhea, with minimal side effects [180], and it is used in the
treatment of dry-mouth syndrome induced as a side effect of
antidepressant drugs.

A first phytochemical study on 7. emetica showed the presence of
limonoids as the main components of the ethylacetate extract. These
isolates exhibited selective inhibitory activity towards DNA repair-
deficient yeast mutants and showed antifungal, bactericidal,
antiviral, antifeedant and growth regulating properties [181]. During
a study of the chemical content of the leaves of the plant, used as
wound healing remedy, pectin of the rhamnogalacturonan type |
with side chains of the arabinogalactan type Il has been isolated.
Removal of terminal arabinofuranosides led to a drop in the
activity, indicating that this structural unit may be involved in the
bioactive site of the molecule [182].

A phytochemical analysis of the plant roots showed a high
polyphenolic content in the aqueous extract and the presence of
limonoids in the diethyl ether fraction [170]. Free phenolic acids
were extracted with a mixture of methanol and 10% acetic acid.
Bound phenolic acids were released using first alkaline and then
acid hydrolysis. All fractions were quantified separately by HPLC.
After alkaline hydrolysis, a remarkable increase in caffeic acid,
ferulic acid, p-coumaric acid, syringic acid, vanillic acid,
protocathecuic acid and gallic acid content was observed, showing
that most of the phenolic acids in the drug are present as bound
forms [171].

Steroids, terpenoids, alkaloids, flavanoids, coumarin and emodol
were isolated from 7. emefica used in Uganda [183]. Several
limonoids have been isolated from the stem bark of the plant [184,
185], while four pregnanes, three androstanes, and three known
pregnane derivatives were isolated from the root bark [186].
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Vernonia colorata (Willd.) Drake (Asteraceae)

Vernonia colorata is distributed through Benin, Cameroon, Senegal,
Togo, and Mali. The leaves have a bitter taste that is said to
resemble that of quinine. They are used against fever and stomach
aches. Inhalation of a decoction from leaves is used in epileptic
seizures. It is also combined with other plants in the treatment of
schistosomiasis and sterility. Its leaves are commonly used by
African traditional healers to treat diabetes. In Mali, the decoction
of the leaves is used in liver diseases. In Ivory Coast, a decoction of
the leaves is used against fever, malaria and liver diseases, while the
stem bark is used in the treatment of digestive disorders. In Burkina
Faso, a decoction of the leaves is a remedy to treat fever, malaria,
bronchopulmonary diseases and diarrhea. In Senegal, the plant is
used against malaria, intestinal worms, abdominal pain, dizziness
and constipation [187].

The aerial parts of V. colorata extracts showed significant
antiplasmodial activity with ICsy < than 5 pg/mL [188]. The
dichloromethane and methanol extracts  demonstrated
antiplasmodial activity against the W2 strains of P. falciparum,
respectively of 6 pg/mL and 15 pg/mL; the same extracts from the
roots showed an activity of 3 pg/mL and > 50 pg/mL, respectively
[189]. The aqueous extracts of V. colorata were found to be
significantly less active (ICsp > 50 pg/mL) as antimalarial agent
against chloroquine susceptible (D10) and resistant (W2) strains of
P. falciparum [187].

The effect of dietary incorporation of V. amygdalina and V.
colorata on some biochemical and histopathological indices in liver
of albino rats was studied: treatment of V. colorata fed animals with
aflatoxin B1 resulted in a marked increase in alkaline phosphatase
activity. Increase in aspartate amino transaminase (AST) activity
was not significantly different from that of animals fed only with V.
colorata without aflatoxin B1 [190].

The chloroform-methanol (9:1) extract of the plant leaves exhibited
anti-inflammatory activity by using a carrageenan-induced rat paw.
The bioassay-oriented fractionation of the extract permitted the
isolation of compounds with and without anti-inflammatory activity
[191]. The aqueous extract of the leaves presented both
hypoglycemic and antidiabetic effects in normoglycemic and
alloxan-induced diabetic rats [189]. The acetone extract (100 mg/kg
per os) induced a significant decrease in blood glucose in
normoglycemic rats. Blood glucose levels ranged from 4.72 + 0.11
to 3.72 £ 0.22 mmol/L (P<0.05, n = 5) 3 hours after oral
administration. The n-hexane extract significantly increased the
glucose levels in normoglycemic rats [192]. During a general
screening of traditional Zulu medicinal plants used for the treatment
of ailments of infectious nature, aqueous, methanol and ethyl
acetate extracts of V. colorata demonstrated the highest
antibacterial activity against Gram-positive bacteria [193]. The
dichloromethane and butanol fractions demonstrated antibacterial
activity with a minimum inhibitory concentration of 2.5 mg/mL
[194]. The ethanol and aqueous extracts, at concentrations ranging
between 2.00 to 5.00 mg/mL, demonstrated a good antibacterial
activity against S. aureus and P. aeruginosa. The aqueous extract
also showed the highest activity against S. aureus at a concentration
of 5 mg/mL. The minimum inhibitory concentration of the aqueous
extract ranged between 4.00 and 6.00 mg/mL, while that of the
ethanolic extract ranged between 5.00 and 6.00 mg/mL [195]. All
fractions from the aqueous extract at 10 mg/mL did not show a zone
of inhibition against the tested bacteria. The chloroform fraction of
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the ethanolic extract showed activity only against S. aureus at 10
mg/mL, with a zone of inhibition of 15.00 +0.20 mm. The
antibacterial activity of the chloroform fraction of the ethanolic
extract was significant in comparison with control (P<0.05) [196].

Phytochemical analysis of both ethanolic and aqueous extracts of V.
colorata led to the characterization of polyphenols, tannins,
phlobatannins, saponins, sterols, triterpenes, coumarins, alkaloids,
reducing sugars, and anthracenoids [195, 194]. Sesquiterpene
lactones, vernolide, 11B,13-dihydrovernolide and vernodalin have
been isolated and identified from spectroscopic data in the leaves of
the plant [197]. Vemolide and vernodalin demonstrated
antiplasmodial activity with ICsy values of 1.87 pg /mL and 0.52
mg/mL, respectively [198]. Fractionation of the methanol extract of
the leaves allowed the isolation of six new compounds, including
two androstane and two stigmastane-type glycosides, and two
stigmastane-type steroids [191]. The essential oils of the aerial parts
of V. colorata and V. nigritiana grown wild in Mali, obtained by
hydrodistillation, showed different quali-quantitative compositions;
115 components were identified [199].

Medicinal plants are a local heritage with a global importance; they
are still the primary source of leads for pharmacologically active
compounds. Medicinal plants also play an important role in the
lives of rural people, particularly in remote parts of developing
countries with a lack of health facilities. African medicinal plants,
in addition to their traditional and cultural values, also hold great
public health and medical interest worldwide as sources of
standardized phytomedicines, extracts or novel lead compounds for
drugs development

The present review montred the therapeutic value of different
extracts of plants prepared according to the traditionally used forms.
These plants have been studied for the different pharmacological
activities, mainly antimalarial and hepatoprotective, of extracts,
fractions and isolated compounds. Several bioactive compounds
were elucidated in these plants, some of them having an interesting
antiplasmodial and hepatoprotective activity.This review confirmed
that these medicinal plants have both anti-plasmodial and
hepatoprotective properties. Argemone mexicana, Cochlospermun
tinctoriun, Combretum micranthum and Entada africana from the
Malian traditional pharmacopoeia present opportunities in the
treatment of malaria and some liver diseases. The collected data
will be useful to improve actual herbal drugs and to propose new
phytomedicines for the management of these diseases. In Mali,
phytodrugs prepared with these plants are important for the
availability of essential medicines used by the majorly of the
population. The successes of these herbal drugs open new
opportunities for patients and stimulate research on medicinal plants
with direct relevance to human health care.

Information was obtained from a literature search through electronic
databases such as PubMed, SciFinder, Google Scholar and PROTA.
Data collected were organised according to the plan: traditional
uses, anti-plasmodial activity, liver disease care, other
pharmacological activities, safety of use, and main phytochemical
constituents. In Table 1 are reported the botanical names, traditional
uses, biological activities and chemical constituents of the ten
medicinal plants used in Malian traditional medicine for the
treatment of malaria and liver diseases. Most of the authors have
personally participated in experimental studies on different aspects
of one or more of the ten plants, whose results were published and
are among the articles cited in the reference.
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I plants used in Malian traditional medicines for the treatment of malaria and

Botanical names (Families)

Traditional uses Biological activities Chemical constituents References
(Local names Bamanan)
Argemone mexicana Antimalarial, antihcpatotoxic, Isoquinoline and benzylisoquinoline alkaloids
arg Malarial, fever, jaundice, ulcers, antimicrobial, wound healing, " yasody . [3-6, 15]

(Papaveraceac)
(Bozobo, Gninnidié)

dropsy

antibacterial, antifungal, molluscicidal,
anticancer and anti-HIV

berberine, tetrahydroberberine, protopine,
benzophenanthridines

Cochlospermum tinctorium

(Cochlospermaceac)

jaundice, gastro intestinal discases,

Malaria, abdominal pain, dermatitis

Antiplasmodial, antihepatotoxic

Gallic and ellagic acids, cochloxanthin,
dihydrocochloxanthin, arjunolic acid, oleanene-
type triterpene, 3-0-E-p-coumaroylalphitolic acid

[19, 20,30, 32]

(N'tiribara, Ndilibara) schistosomiasis alphitoli droxyletrad 3-one
Combretum micranthum Malaria, bilious fevers with ‘Antiplasmodial, antihepatotoxic, anti- Vitexin, choline, stachydrine, gallic acid, rutin [50, 52, 54-60,
(Combretaceae) hematuria, ¢ inflammatory, ant . 62. 63, 65, 66]
Nolobé cholago, aiionydmt. Byooat trihydrate, (+)-catechin and benzoic acid
Malaria, fever, respiratory tract "Antihepatotoxic, antimicrobial, [69.70,76.70
Entada africana (Fabaceae) ints, diabetes, hyp i antip dial, antioxi antiradical, Trite ¢ saponins 21 -84-1247]‘
(Samanéré) diarrheas, liver discases, anti-angiogenic, anti-hepatocellular Tpene saponins d
rheumatism, dysentery carcinoma
Ervthrina senegalensis Malaria, jaundice, infections, iver — Antihepatotoxic, antiplasmodial, 2 3-Dihydro-2-hydroxyosajin, osajin, 6.5- (81, 88, 89,93,
(Fabaceac) diseass, fever, broncho-pulmonary  antibacterial, antioxidant, anti- Enmenyleenited o4
(N'den, Ntenbilen, Ntimini) ___ disorders and urogenital infections __hepatocellular carcinoma tprenylgenistein 1
Mitragyna inermis Malaria, hepatic illness, stomach Antimalarial, antimicrobial, [97, 100, 101,
(Rubiaceac) and intestinal disorders, antihypertension, antidiabetic, antioxidant,  Indole alkaloids 117, 118, 124,
(Jun, Djou) hypertension, HIV/AIDS anti-inflammatory 125, 127)
‘Nauiclea latifolia syn - - X N [93, 100, 128,
Sarcocephalus latifolius Fever, malaria, jaundice, infant Antiplasmodial, antioxidant, analgesic, QAJ‘]_“‘:;':;;Eﬂ“““Lk:]]:“d:\'n?“’:";;‘c' ':i:z‘ltﬁ“ 129, 130, 131,
(Rubiaceac) gastroenteritis and dysentery antimicrobial, antidiabetic lkaloie: Mudcfuhni'; itemente commeunds 139, 140, 141,
(Baro) : - tnerpen pounds 143, 145, 146]
) ; - o Polymethoxylated xanthones, benzyl 3-hydroxy-2-
Securidaca Fever, malaria, A . Pdnl methoxybenzoate, diphenylmethyl-substituted
longepedunculata dysmenorrhea, br y ranthones (muchimangines AL), bidesmosidic [81, 148-158,
(Polygalaceae) diseases, gastrointestinal and liver analgesic, anti-inflammatory, N P . g & A o e 160]
(o) . P saponins(securidacasides A and B), triterpene
S YPogty saponins, medicagenic acid
Trichilia emetica Malaria, abdoutinal pains, Antiplasmodial, hepatoprotective, [19.93, 164,
— aana, s . anti-infective, anti-inflammatory, » R . 165, 170,172,
(Meliaceae) dermatitis, hacmorrhoids, jaundice Tt S e BRSO Kurubasch aldehyde, limonoids, polysaccharides 178 179, 193
(Sulafinzan) and chest pain " - antifrypanosoma, s 112, 185,
anti-oxidant, antitussive, antimutagenic 185]
Fever, malaria, liver diseasc,
Fernonia colorata digestive disorders, Antiplasmodial, anti-inflammatory, . [187, 189, 190,
(Asteraceac) bronchopulmonary discases, Ivpeatyoemmic. antibacterial Vemolide, vernodalin i9 105
(Kosafuné) diarrhea, intestinal worms and YPOETY d 2 195]
abdominal pain
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1. Contexte et objectifs

Le chapitre précédent nous a permis de recenser 262 especes utilisées dans le traitement
traditionnel du paludisme en Afrique de I’Ouest plus particuliérement au Mali. De ces 262
especes nous en avons sé¢lectionné 10, qui, n'ont ét¢ que peu €tudiée d'un point de vue

phytochimique, en particulier pour leur activité antipaludique.

Afin de mettre en évidence le potentiel antipaludique de ces espéces, nous avons tout d'abord
procédé a une évaluation des extraits issus de ces espéces, in vitro sur une souche de
Plasmodium falciparum chloroquino-résistante. Par la suite, les extraits présentant une bonne
activité ont fait I'objet d'une étude in vivo approfondie sur des modeles murins de paludisme
simple et neurologique (cérébral). En parallele la toxicité (toxicité aigue in vivo et cytotoxicité
in vitro) des extraits actifs a ét¢ évaluée. Par ailleurs, afin d'approfondir le contexte
d'utilisation de l'espéce dont les extraits ont démontré une activité in vitro, une enquéte

ethnopharmacologique a été réalisée aupres des tradipraticiens-herboristes de Bamako.
2. Matériel et méthodes

2.1  Matériel végétal

Les différentes parties des 10 especes peu €tudiées ont été récoltées en aolt 2015 a Siby
dans le cercle de Kati puis identifiées par Monsieur Seydou Dembé¢lé, ingénieur forestier au
Département de Médecine Traditionnelle (DMT) de I’Institut National de Recherche en Santé
Publique (INRSP) de Bamako au Mali. Un échantillon d'herbier de chaque espéce est
disponible dans I’herbier du DMT. Ces espéces médicinales et les parties sélectionnées sont

présentées dans le tableau 7.

2.2 Matériel biologique

e Plasmodium falciparum FeB1 : souches chloroquino-résistantes fournies par le
laboratoire de PHARMA-DEV de Toulouse.

e Sang humain : fourni par 1’établissement frangais du Sang - EFS, Toulouse, France.

e Les cellules VERO monkey : cellules normales adhérentes de rein de singe

(Cercopithecus aethiops) fournies par le laboratoire de PHARMA-DEV de Toulouse.

e Plasmodium chabaudi chabaudi (Pcc) : parasite murin a I’origine d’un paludisme non
compliqué chez les souris albinos qui sont naturellement résistantes a I’infection par

Pcc.
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Le modéle est caractérisé par un pic de parasitémie d’environ 40 % 7 a 10 jours post-
infection suivi d’une guérison spontanée.

e Plasmodium berghei anka (Pba) : parasite murin a 1’origine d’unneuropaludisme chez
les souris albinos. L’infection des souris albinos avec Pba conduit a la mort des souris
non traitées 7 a 10 jours aprés 1’infection avec une parasitémie atteignant 10 — 20 % et

I’apparition de signes d’atteinte neurologique 5 a 7 jours apres 1’infection.

23 Matériel animal et déclaration d’éthique

Les souris albinos Swiss (26— 33 g) des deux sexes ont été fournies par I’animalerie du DMT /
INRSP de Bamako (Mali) et I’animalerie de I'unité¢ de recherche PHARMADEYV de Toulouse
(France). Les animaux ont été maintenus dans des conditions standards et constantes de
laboratoire (23-25 °C et des cycles lumiére / obscurité de 12 h) avec un acces libre a la

nourriture et a 1’eau de robinet.

Les exigences en mati¢re de bien-étre des animaux ont été strictement prises en compte lors
des études expérimentales utilisant des animaux. L'autorisation et l'approbation du comité
d'éthique de I'Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP) a Bamako (Mali) et
du Comité d'éthique des expérimentations animales de Midi-Pyrénées a Toulouse (France) ont
été obtenues pour des études expérimentales utilisant des animaux avec des numéros de
permis 24/2016 / CE-INRSP et APAFIS#5921-2016070118008477 v3 respectivement pour

Bamako et Toulouse.

2.4  Préparations des extraits et des fractions

Les organes des especes collectées ont été séchés a l'ombre pendant deux semaines puis
broyés en poudre. La poudre de chaque échantillon (250 g) a été macérée avec 1 L d'éthanol
(90 %). Les macérés ont été filtrés apres 24 h et les résidus ont été repris avec 1 L d'éthanol
(90 %). Cette opération a été répétée trois fois. Les filtrats ont été combinés et évaporés sous

vide a sec.

Les extraits actifs (15 g) ont été repris dans 600 ml d’eau distillée. Les solutions aqueuses ont
été soumises a des partitions liquide-liquide successives en présence d’hexane (3x 300 mL),
de dichlorométhane (3 x 300 mL) et d’acétate d’éthyle (3 x300 mL). Les fractions (hexane,
dichlorométhane, acétate d’éthyle) ont été évaporées a sec a 40°C en utilisant un rotavapor.

La phase aqueuse a été concentrée au rotavapor a 40°C puis lyophilisée.
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Les étapes du partage liquide — liquide sont présentées dans la figure 5.

Extrait éthanolique 90 %
TMF (10 g)
TMR (5 g)

+ Eau (600 mL)

Solution aqueuse

+ Hexane (3 x 300 mL)

Phase aqueuse Fraction Hexane
TMF: 0.015 g
+ Dichlorométhane (3 x 300 mL) TMR: 0.025 g
Phase aqueuse Fraction Dichlorométhane
TMF: 0.2158 g
+ Acétate d’éthyle (3 x 300 mL) TMR: 0.2786 g
Phase aqueuse Fraction Acétate d’éthyle
TMF: 3 g TMF: 4 g
TMR:15¢g TMR:2 g

Figure 5: Schéma du fractionnement des extraits éthanoliques 90% des feuilles (TMF) et des racines
(TMR) de Terminalia macroptera.
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2.5 Culture cellulaire des cellules VERO

Les cellules VERO ont été maintenues en culture respectivement dans le milieu MEM
(modified Eagle's medium) supplémenté avec de la L-glutamine a 200 uM final, 10 % de
sérum de veau, penicillin (100 unités/mL) et de la streptomycine (100 ug/mL). La culture a
été réalisée dans des flacons de culture de 25 — 75 mL et maintenue en atmosphére humide
dans une étuve a 37°C contenant 5 % de CO,. Le milieu de culture était renouvelé trois fois

par semaine.

2.6  Culture in vitro de Plasmodium falciparum

Les souches de Plasmodium falciparum FcBI1 chloroquino-résistantes ont été utilisées
dans ce travail. Le stade intracellulaire asexué¢ de P. falciparum FcB1 était maintenu en
culture dans le milieu RPMI 1640 contenant de la L-glutamine a 200 uM final, Hepes 25 mM
final et 5 % de sérum humain (Etablissement frangais du Sang - EFS, Toulouse, France) selon
la technique de culture décrite par Trager et Jensen (Trager et Jensen, 1976). La culture a été
réalisée dans des flacons de culture de 25 — 75 mL et maintenue en atmosphére humide dans
une étuve a 37 °C contenant 5 % de CO,. Le milieu de culture était renouvelé

quotidiennement.

2.7  Test de cytotoxicité

La cytotoxicité des extraits les plus actifs a été évaluée sur des cellules VERO en utilisant le
test MTT selon la méthode décrite par Mahlo ef al. (Mahlo ef al., 2013). Le test MTT repose
sur la capacité de la succinate déshydrogénase mitochondriale a précipiter le sel de
tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) en
cristaux. Les cristaux intracellulaires de formazan violets sont ensuite dissous dans du DMSO

et révélés par lecture de DO (As70 nm)-

L’intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes
lors du test mais aussi a leur activité métabolique. Une gamme étalon basée sur un nombre

connu de cellules a été réalisée en parallele de chaque expérience.

Les cellules VERO ont été ensemencées a la densité de 1x10° cellules/ml (100 pL) dans des
plaques 96 puitspuis incubées dans une étuve a 37°C avec 5 % de CO,. Vingt-quatre heures
apres, différentes concentrations des extraits ont été ajoutés dans chaque puits contenant les

cellules.
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Le triton 1 % (détergent qui lyse les cellules) a été utilis¢é comme contrdle positif et le
méthanol 0,5 % comme controle négatif. Apres 48 heures en présence des extraits, le milieu a
été retiré puis 100 uL de MTT (0,5 mg/mL in PBS) ont été ajoutés dans chaque puits. Les

plaques ont été incubées a I’étuve a 37 °C avec 5 % de CO, pendant 4 heures.

Le DMSO (100 pL) a été ajouté dans chaque puits pour solubiliser les cristaux de formazan
formés. L’absorbance a ét¢ mesurée a 570 nm sur un lecteur de microplaque de marque
BioTek Synergy. Le pourcentage d'inhibition de la croissance cellulaire a été calculé sur la

base d'une comparaison avec des cellules non traitées selon la formule suivante :

(AC— AT) x 100
AC

% d’'inhibition de la croissance cellulaire =

Ou AC indique la moyenne des absorbances dans les puits traités par le méthanol 0,5 % et AT

la moyenne des absorbances dans les puits traités par les extraits.

La concentration cytotoxique 50 (CCsp) a été calculée en utilisant un programme de

régression non linéaire sur le logiciel Graph Pad Prism.
Indice de sélectivité

L’indice de sélectivité¢ (IS) correspondant au rapport entre les activités cytotoxiques et

antiparasitaires de chaque extrait et a été calculé comme suit:

CC50 (VERO)

IS =
CI50 (P. falciparum FcB1)

2.8  Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro

L’activité antiplasmodiale des extraits et des fractions a été évaluée sur des souches de
Plasmodium falciparum FcB1 en utilisant la méthode de fluorescence SYBR Green I
(Smilkstein et al., 2004).

2.9  Evaluation de la toxicité aigué

La toxicité aigué a été évaluée sur des souris femelles en utilisant les lignes directrices de

I’organisation de coopération et de développement économiques (OCDE, 2001)
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2.10 Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vivo

L’¢évaluation de I'activité¢ antiplasmodiale des extraits a ¢été réalisée dans le laboratoire
Pharma-Dev de Toulouse, France, sur des souris albinos Swiss infectées par Plasmodium
chabaudi chabaudi (Pcc) et Plasmodium berghei anka (Pba) selon le test de suppression de 4
jours décrit par Knight et Peters (Knight et Peters, 1980).

2.11 Analyses statistiques

Les résultats ont été¢ exprimés en moyenne = DS (Déviation standard) et analysés en utilisant
le logiciel Graph Pad Prism version 6. Les comparaisons ont ét¢ effectuées par une analyse de
variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie de la méthode de comparaison multiple de

Bonferroni-Dunnett. Les différences étaient considérées significatives si p < 0.05

2.12 Enquétes ethnopharmacologique auprés des tradipraticiens herboristes de

Bamako

Une enquéte a été menée aupres des tradipraticiens-herboristes (TH) du marché¢ Médina
Coura a Bamako du 27 décembre 2016 — au 03 janvier 2017 dans le but de faire une étude
nosologique sur les pathologies regroupées sous le terme de sumaya(en langue bamanan) et
de déterminer le contexte d'utilisation de Terminalia macroptera.Les TH ont été interviewés
en utilisant un questionnaire (Voir annexe 3) semi-structuré. Les interviews ont été réalisées

directement en langue bamanan, 1'une des langues locales du Mali.

Le questionnaire administré était constitué de plusieurs parties :

e La premiere partie du questionnaire recueillait les données sociodémographiques
(nom, age, sexe, groupe ethnique) des TH.

e La deuxieme partie visait a définir et a mieux caractériser le terme sumaya. Les TH ont
été invités a parler librement de ce probléme de santé, a décrire ses différentes
manifestations et ses symptomes cliniques, les méthodes de diagnostic utilisées, les
traitements utilisés et a donner toutes les informations qui leur paraissaient pertinentes.

e Dans la troisiéme partie, il était demandé aux TH de lister et de nous montrer les
especes utilisées pour traiter sumaya.

e La quatriéme partie portait sur Terminalia macropteraet plus spécifiquement sur les

usages de cette espece que les tradipraticiens connaissaient.
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Toutes les plantes citées par les TH ont ét¢ achetées pour faire un échantillon d'herbier. Une
identification préliminaire a été faite sur place par N'golo Ballo, technicien forestier du
DMT/INRSP de Bamako, Mali, et 1’identification de chaque échantillon a été confirmée par
comparaison avec des spécimens de référence dans 1’herbier du DMT/INRSP. Les

dénominations latines ont été¢ vérifiées avec The Plant List (http://www.theplantlist.org/).

Toutes les données ont d'abord été enregistrées manuellement puis avec le logiciel Excel.
3. Résultats

3.1  Activité antiplasmodiale in vitro

Quinze extraits éthanoliques ont été préparés et testés in vitro sur une souche de Plasmodium
falciparum (Pf) FcBI1. Selon la classification de Deharo et al., (2001), lorsque la Clso d’un

extrait brut de plante est :

e inférieure a 5 pg/mL, I’extrait peut étre considéré comme actif,
e comprise entre 5 — 10 pg/mL, I’extrait peut étre considéré comme modérément actif
e supérieure a 10 pg/mL, I’extrait peut étre considérée comme inactif.

A partir de cette classification, les extraits éthanoliques provenant des feuilles (Clsyp = 1.2
pg/mL) et des racines (1.6 ng/mL) de Terminalia macroptera peuvent étre considérés comme
actifs sur la souche de Pf-FcB1. L’extrait éthanolique des écorces de tronc de Terminalia
macroptera avec une Clso de 10 pg/mL peut étre considéré comme modérément actif sur les
souches de Pf-FcB1. Douze extraits peuvent étre considérés comme inactifs avec des Clsp>

10 pg/mL (Voir tableau 7).

Tous les extraits, exception faite de ceux de Terminalia macroptera, se sont révélés inactifs
dans ce test. Les extraits éthanoliques provenant des feuilles et des racines de Terminalia
macroptera ont donc été sélectionnés pour des €tudes de fractionnement, de toxicité in vitro et
in vivo et pour étre évalués sur des modeles murins in vivo de paludisme simple et

neuropaludisme.

Pour les deux organes, la meilleure activité antiplasmodiale a été obtenue avec la fraction
acétate d’éthyle. La Clsg était de 6.5 pg/ml pour les feuilles et 1 pg/mL pour les racines) (Voir
tableau 8).
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3.2  Toxicité in vitro (cytotoxicité)

Les extraits éthanoliques des feuilles et des racines ont montré une faible cytotoxicité sur des
cellules VERO avec une CCsy de 118.2 et 128 pug/mL respectivement. L’indice de sélectivité

contre Plasmodium falciparum FcB1 était de 98.5 et 80 respectivement.

3.3 Toxicité in vivo

Les extraits éthanoliques des feuilles et des racines administrés par gavage a la dose de 2000
mg/kg chez des souris albinos n’ont pas provoqué de mortalité. La dose 1étale 50 (DL50) par

voie orale pour ces extraits est donc supérieure a 2000 mg/kg chez la souris albinos Swiss.

Ainsi les doses a administrer pour les tests pharmacologiques in vivo ont été définies selon
cette marge de sécurité d’emploi en choisissant des doses correspondantes au 1/20 ; 1/10 et

1/5 de 2 g/kg soit 100, 200 et 400 mg/kg.

3.4  Activité antiplasmodiale in vivo

Les extraits éthanoliques des feuilles et racines de Terminalia macropteraadministrés per os
ont significativement réduit la parasitémie (37.2 % et 46.4 % respectivement) chez les souris
infectées par Plasmodium chabaudi chabaudi au septiéme jour de [D’infection
comparativement aux souris non traitées. Ces traitements ont également permis d’améliorer la
survie des souris infectées par P. berghei anka avec 50 a 66.6 % de survie respectivement au

jour 9 post-infection avec les feuilles et les racines.

3.5 Enquéte ethnopharmacologique auprés des tradipraticiens-herboristes (TH)

Quinze TH ont été interviewés, comprenant 9 hommes et 6 femmes. La majorité des TH
étaient des Bambaras (53.3 %), suivis par les Dogons (13.3 %), les Forgerons, les Minyankas,

les Peulhs, les Semous et les Somonos (6.7 % chacun).

3.5.1 Perception de Sumaya

Selon les TH, sumaya est un terme général, englobant différentes formes de paludisme,
chacune se caractérisant par un ensemble de symptdmes (voir figure 6). Dans le langage
courant, le terme de bamanan de sumaya est traduit en francgais par paludisme. Les TH ont

cités cinq formes de sumaya :
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e Sumaya fitini (petit) : caractérisé par la fiévre (80.0 % des répondants), des maux de
téte (53.3 %), vomissements (53.3 %), frissons (40.0 %), manque d'appétit et diarrhée
(20.0 %), raideur et vertiges (13.3 %).

e Sumaya blen (rouge) : caractérisé par des signes d'ictére accompagnés ou non de fi¢vre.

e Sumaya je (blanc) : caractérisé par des signes d'anémie accompagnés ou non de fiévre.

e Sumaya ba (grand): caractérisé par une rigidité corporelle et/ou des convulsions
accompagnées ou non de ficvre.

e Sumaya fima (noir) : caractérisé par une insomnie séveére persistante et des cauchemars

accompagnés ou non de fievre.

Selon les TH, ces manifestations peuvent survenir suite a une crise de sumaya fitini qui n'a

pas été correctement traitée.

3.5.2 Traitement de sumaya

Au cours de cette enquéte, les TH ont cité 25 especes, parmi les plus fréquemment utilisées
pour le traitement de toutes les formes de sumaya plus particulierement de sumaya fitini. Ces
especes appartiennent a 14 familles dont les plus représentées sont les Leguminosae (6
especes, 24 %) et les Combretaceae (5, 20 %). Les especes les plus fréquemment citées sont :
Mitragyna inermis (9 citations, 36%) suivie par Entada africana (6, 24 %), Anogeissus
leiocarpa (5, 20.8 %), Combretum micranthum (5, 20.8 %) et Sarcocephalus latifolius (4,
16 %) (Voir tableau 9).

3.5.3 Utilisations de Terminalia macroptera

Selon les TH, Terminalia macroptera est utilisée plus spécifiquement lorsqu'il y a une
manifestation de sumaya blen, dans le traitement des ictéres, comme cicatrisant dans le cas de
plaies, dans les conjonctivites et les vulvovaginites. Différentes parties de la plante peuvent
étre utilisées mais les feuilles et les écorces sont les plus fréquemment utilisées. La décoction
et la macération sont les principales formes d’utilisation et I'administration se fait par voie

orale, ou en application locale.
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En ce qui concerne le traitement de sumaya blen et des icteres, diverses recettes ont été

recommandées :

» Pour les feuilles :

e Secules en décoction : la décoction est administréepar voie orale une fois/jour jusqu’a
guérison.

e En décoction, mélangées avec les racines de la méme plante, les racines de
Cochlospermum tinctorium Perrier ex A.Rich., les feuilles de Combretum
micranthum G.Donet les feuilles de Psidium guajava L.:ladécoction est administrée
par voie orale et un massage corporel une fois/jour jusqu’a guérison.

»> Pour les écorces de tronc :

e Seules en décoction : la décoction est administrée par voie orale, en bain de vapeur
et en bain corporel une fois/jour jusqu’a guérison.

e En décoction, mélangées avec les racines de cette méme plante. La décoction est
administrée par voie orale une fois/jour jusqu’a guérison

» Pour les racines : clles sont utilisées en décoction par voie orale une fois/jour pendant
une semaine ou jusqu’a guérison.

> Pour les écorces de racines :
e Seules en décoction par voie orale une fois/jour ou jusqu’a guérison.
e  M:¢élangées avec quelques morceaux de fruit de Parkia biglobosa (Jacq.) G.Don. La

poudre est administrée par voie orale deux fois/jour jusqu’a guérison.
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Tableau 7: Activité antiplasmodiale et cytotoxique in vitro des extraits éthanoliques des dix plantes sélectionnées sur Pf-FcB1 et les données reportées dans la
littérature

Nos résultats Résultats reportés dans la littérature
Lo . CGCsy
N tifi Famill b
omscientifique (Famille) Partie testée  Extrait Ren(c:;r)nent C;SI.;I(pg/nlL) (ng/mL) IS (Extrait Clsoh(ll gd/m;;_) et CﬁCS[’, o l%l/:lnL) et IS  Référence
N° Herbier ) (FeB1) (Vero) souche de (lignée cellulaire)
3760/DMT Bauhinia reticulata DC. (Leguminosae) Feuilles Ethanol 90% 18.5 > 50 - - - - Non rapportée
- . Feuilles Ethanol 90% 229 >50 Non rapportée
Burk Hook. (L
3756/DMT urkea africana Hook. (Leguminosac) Ecorces de tronc Ethanol 90% 28.9 > 50 Non rapportée
. . . . Feuilles Ethanol 90% 12.5 >50 - - - - Nonrapportée
Cordyl A.Rich.) Milne-Redh. (L
3754/DMT ordyla pinnata (A.Rich.) c-Redh. (Leguminosac) Ecorces de tronc Ethanol 90% 11 > 50 - - - - Non rapportée
3762/DMT Diospyros mespiliformis Hochst. ex A.DC. (Ebenaceae) Feuilles Ethanol 90% 12.8 > 50 Ethanol 70% 24,9 (K1) > 64 (MRC-5) >2.6 Traoré etal., 2014
3763/DMT Feretia apodanthera Delile (Rubiaceae) Ecorces de tronc Ethanol 90% 10.4 > 50 Eau 9,54 (K1) Diallo et al., 2007
3746/DMT Hymenocardia acida Tul. (Phyllanthaceae) Feuilles Ethanol 90% 16.5 > 50 Hexane 33,1 (K1) 33,2 (MRC-5) 1 Traoré et al., 2014
- .. . . 2,8 (K1) Sanon et al., 2013
Opill Roxb. (Opili 9 . ¢ . .
37564/DMT )pilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) Feuilles Ethanol 90% 15.4 > 50 Dichlorométhane 401 (K1) 17.4 Diallo et al., 2007
3750/DMT Psydrax acutiflora (Hiern) Bridson (Rubiaceae) Feuilles Ethanol 90% 37.8 > 50 Dichlorométhane 6,07 (K1) - - Diallo et al., 2007
. Eau 1 (W2) Sanon et al,, 2003
Racines Ethanol 90% 14 1.6 128 80 ,
Terminalia macroptera Guil. & Perr. (Combretaceae) Ethanol 70% 6.8 (K1) > 64 (MRC-5) >9.3 Traoré etal, 2014
) ’ Feuilles Ethanol 90% 17.6 1.2 1182 985 |- - - - Nonrapportée
3752/DMT Ecorces de tronc Ethanol 90% 14.4 10 - - - - Non rapportée
Vit diensis Oliv. (Lamiaceac) Ecorces de tronc Ethanol 90% 7.2 > 50 Dichlorométhane 2,36 (FCB) 431 (MRC-5) 182,6 Ondo etal., 2012
irex madiensis .
3765/DMT Feuilles Ethanol 90% 7,2 23 Cyclohexane 2,69 (FCB) 92,3 (MRC-5) 34.3 Ondo etal, 2012
Contrdle positif Chloroquine 60 ng/ml
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Tableau 8 : Activité antiplasmodialein vitro des extraits éthanoliques 90 % et des fractions des feuilles et
racines de Terminalia macroptera sur la souche de Pf-FcB1

Extraits Rendement (%) Clsy (ng/ml)
Feuilles

Extraits brut (éthanol 90 %) 1.2
Fraction hexane 0,1 >25
Fraction dichlorométhane 2,2 >25
Fraction acétate d'éthyle 36,6 6.5
Fraction eau 39,5 9
Racines

Extrait brut (éthanol 90 %) 1.6
Fraction hexane 0,3 >25
Fraction dichlorométhane 5,6 16
Fraction acétate d'éthyle 28,07 1
Fraction eau 32,0 10
Chloroquine 60 ng/ml
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Tableau 9 : Espéces les plus fréquemment citées par les TH du marché de Médina Coura a Bamako pour traiter sumaya et les symptomes associés

N° Herbier Nom scientifique (Famille)

Partie utilisée

Mode de préparation

Voie d'administration Nombre de citation

3782/DMT Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Rubiaceae) Feuilles et écorces de tronc Décoction
Orale et bain 9
3775/DMT Entada africana Guill. & Perr.(Leguminosae) Racines et écorces de tronc Décoction Orale et bain 6
Feuilles et écorces de tronc Décoction
3768/DMT Anogeissus leiocarpa (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) Orale 5
Décoction
3773/DMT Combretum micranthum G.Don (Combretaceae) Feuilles Orale 5
3787/DMT Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce (Rubiaceae) Feuilles, racines et écorces de tronc Macération Orale 5
3771/DMT Guiera senegalensis J.F.Gmel. (Combretaceae) Feuilles Décoction Orale 4
3786/DMT Cassia sieberiana DC. (Leguminosae) Feuilles et racines Décoction Orale 3
3778/DMT Combretum adenogonium Steud. ex A.Rich. (Combretaceae) Feuilles Décoction Orale 3
3772/DMT Pentanema indicum (L.) Ling (Compositae) Partie aérienne Décoction Orale 3
3789/DMT Tamarindus indica L. (Leguminosae) Feuilles Décoction Orale 3
3790/DMT Trichilia emetica Vahl (Meliaceae) Feuilles et écorces de tronc Décoction Orale et bain 3
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Tableau 9 : Espéces les plus fréquemment citées par les TH du marché de Médina Coura a Bamako pour traiter sumaya et les symptomes associés.

N° Herbier Nom scientifique (Famille) Parties utilisé Mode de préparation Voie d'administration Nombre de citation
3769/DMT Flueggea virosa (Roxb. ex Willd.) Royle (Phyllanthaceae) Feuilles Décoction Orale et bain 2
3783/DMT Argemone mexicana L. (Papaveraceae) Feuilles Décoction Orale et bain 1
3791/DMT Boscia angustifolia A.Rich. (Capparaceae) Feuilles et écorces de tronc Décoction Orale 1
3776/DMT Cuminum cyminum L. (Apiaceae) Graines Décoction Orale 1
3777/DMT Erythrina senegalensis DC. (Leguminosae) Feuilles, racines et écorces de tronc Décoction Orale et bain 1
3770/DMT Hymenocardia acida Tul.(Phyllanthaceae) Feuilles Décoction Orale 1
3785/DMT Landolphia heudelotii A.DC. (Apocynaceae) Feuilles Décoction Orale 1
3792/DMT Maerua oblongifolia (Forssk.) A.Rich. (Capparaceae) Feuilles Décoction Orale 1
3788/DMT Opilia amentacea Roxb. (Opiliaceae) Feuilles Décoction Orale 1
3780/DMT Parkia biglobosa (Jacq.) G.Don (Leguminosae) Ecorces de tronc Décoction Orale 1
3784/DMT Pennisetum pedicellatum Trin. (Poaceae) Feuilles Décoction Orale 1
3779/DMT Senna occidentalis (L.) Link (Leguminosae) Plante entiére ou feuilles Décoction Orale 1
3781/DMT Ximenia americana L. (Olacaceae) Feuilles, racines et écorces de tronc Décoction Orale et bain 1
3774/DMT Xylopia aethiopica (Dunal) A.Rich. (Annonaceae) Fruits Décoction Orale 1
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Tableau 10: Activité antiplasmodiale in vitro (Clso < 5 pg/mL) des cing espéces les plus fréquemment citées par les TH.

Nom scientifique (Famille)

Parties utilisée

Solvant d'extraction

Cls) (ng/mL) / Souche de Pf utilisée

Référence

Anogeissus leiocarpa (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) Feuilles Meéthanol 4.9 /PW2 Gansané et al., 2010
Dichlorométhane 3.8/Kl1 Vonthron-Sénécheau et al., 2003
Racines Méthanol 2.6 /FcB1 Okpekon et al., 2004
Dichlorométhane 2.6/ FcB1
Ecorces Méthanol 4.8 / FcB1
Combretum micranthum G.Don (Combretaceae) Tige feuillue Eau 1.18 / FcB1 Soh et Benoit-Vical, 2007
1.7 / Pf-F32
Entada africana Guill. & Perr. (Leguminosae) - - - Pas de rapport
Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze (Rubiaceae) Feuilles Chloroforme 436/ W2 Soh et Benoit-Vical, 2007
4.82/3D7
Alcaloides 2.61 /EHI Serge et al., 2012
Racines Alcaloides 2.35 /EHI
Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce (Rubiaceae) Racines Eau 0,6 / FcB1 Soh et Benoit-Vical, 2007
Tige Eau 1.3 /FcB1

*EHI : Erythrocytes humains infectés
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Stmaya fima:

Insomnie sévére persistante,
cauchemars.

4 Siimaya fitini: )

_ Sumayaba: Fiévre (80,0%), maux de téte (53,3%), | Stimaya blen:
Rigidité ccl‘porglle ct/ou des vomissements (53,3%), frissons (40,0%), | Signes de Jaunisses (coloration jaune
convulsions manque d'appétit et diarrhée (20,0%) e la muqueuse des yeux et des urines)

vertiges(13,3 %).
. J

Stumaya je:
Signes d'anémie (péleur de la
uqueuse des yeux et de la paume des
mains

Figure 6: Différents types de sumaya et symptomes associés, énumérés par les TH

(Le sens des fléches correspond a 1’évolution possible de sumaya fitini vers les différentes formes de
sumaya)
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4. Discussion et conclusion

Activité antiplasmodiale in vitro

Dans notre évaluation in vitro, les seuls extraits actifs se sont révélés étre ceux de
Terminalia macroptera (feuilles et racines) avec une Clsy inférieure ou égale a 5 pg/mL sur

des souches de Plasmodium falciparum FcB1 chloroquino-résistante.

En ce qui concerne les racines, ces résultats confirment ceux de Sanon ef al. (2003) qui ont
montré que ’extrait aqueux des écorces de racines est actif sur la souche Plasmodium
falciparum W2 chloroquine-résistante (Clso= 1 ug/mL) et ceux de Traor¢ et al. (2014) qui ont
montré que I’extrait éthanolique 70 % des écorces de racines est modérément actif sur Pf-K1
(6.8 ng/mL). Cependant, aucun auteur n’a décrit une activité antiplasmodiale in vitro pour les

feuilles de cette espece.

Le manque d’activité antiplasmodiale in vifro enregistré pour les 10 especes testées dans cette
¢tude est en désaccord avec des évaluations in vitro faites par d'autres auteurs (voir tableau 7).
Il est a noter qu’aucune de ces espéces n'a fait 1'objet d'évaluation in vivo, permettant d'aller

dans le sens d'une validation ou non, d'un usage traditionnel antipaludique.

Cytotoxicité

Les extraits éthanoliques des feuilles et des racines ont montré une faible cytotoxicité
sur des cellules VERO. Selon Dzoyem et al.,un extrait brut est généralement considéré
comme ayant une activité cytotoxique in vitro si la CCsy est < 20 ug/mL (Dzoyem et al.,
2014). Sur la base de ce seuil, les extraits éthanoliques des feuilles et des racines de
Terminalia macroptera peuvent étre considérés comme non cytotoxiques. Tout échantillon
dont I’indice de sélectivité est supérieure a 3 peut étre considéré comme ayant une sélectivité
¢levée (Prayong et al., 2008). Sur la base de ce seuil, les extraits éthanoliques des feuilles et
des racines de Terminalia macroptera peuvent étre considérés comme ayant une activité

antiplasmodiale sélective élevée.
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Activité antiplasmodiale in vivo

Les extraits éthanoliques des feuilles et des racines de Terminalia macroptera ont été
testés in vivo sur des modéles de paludisme simple induit chez la souris albinos Swiss par Pcc

et sur des modeles de neuropaludisme ou paludisme cérébral induit par Pba.

Le neuropaludisme est la complication neurologique la plus grave de l'infection par le
paludisme & Plasmodium falciparum. C'est un syndrome clinique caractérisé par le coma et
d'un point de vue diagnostique, la présence de formes asexuées du parasite mise en évidence
par une goutte épaisse. La mortalité¢ est élevée (environ 20 %, Oluwayemi et al. 2013) et
certains patients survivants présentent des lésions cérébrales qui se manifestent par des

déficits neurocognitifs a long terme. Les enfants sont les plus touchés (Idro et al., 2010).

L'activité antiplasmodiale des extraits éthanoliques des feuilles et des racines de Terminalia
macroptera a été confirmée in vivo dans le modele de paludisme induit par Pcc. Les souris
traitées par I’extrait éthanolique des feuilles et I’extrait éthanolique des racines ont présenté
une chimio-suppression d’environ 40 % a J7 lorsque le pic de parasitémie a €té atteint chez
des souris non traitées. Ce résultat significatif (P < 0.05) refléte une activité inhibitrice de la

réplication parasitaire dans ce mode¢le.

Cette activité n'a pas été vérifiée dans le modele de paludisme induit par Pba. Cependant, une
augmentation significative de la survie des souris infectées par Pba traitées avec les extraits
éthanoliques de Terminalia macroptera et la chloroquine (CQ) a été obtenue en comparaison
avec des souris non traitées. A J9, toutes les souris non traitées sont mortes alors que 66.7 %
et 50 % des souris ayant regu les extraits éthanoliques des racines et des feuilles deTerminalia
macroptera ont survécu, respectivement. Ce résultat indique une capacité de ces extraits a
prolonger la survie dans ce modele caractérisé par un taux de mortalité élevé. Des études
complémentaires méritent d’étre menées pour comprendre le mécanisme d’action de ces

extraits dans ce modele.

Cependant, la survie a l'infection par Pba n'est pas liée a 1'élimination du parasite chez les
souris traitées par les extraits de Terminalia macroptera. Dans ce modele, la mort est due a
une neuro-inflammation liée a l'afflux de cellules immunitaires myéloides vers le cerveau, au
stress oxydatif, a la perméabilit¢ de la barriecre hémato-encéphalique et a la neuro-

dégénérescence (Isah et Ibrahim, 2014 ; Howland et al., 2015).
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Des données in vitro antérieures ont démontré que les extraits de Terminalia macroptera
présentaient des propriétés antioxydantes par piégeage des radicaux libres et inhibition de la
a-glucosidase (Zou et al.,2014 ; Zou et al., 2015). Par conséquent, d'autres études invivo
seraient d'un grand intérét pour vérifier que la survie des souris infectées par Pba aprés le

traitement par Terminalia macroptera repose sur les propriétés antioxydantes de la plante.

Enquéte ethnopharmacologique

L’enquéte auprés des tradipraticiens-herboristes du marché de Médina Coura a
Bamako a permis de distinguer cinq types de sumaya : sumaya fitini, sumaya blen, sumaya je,
sumaya ba et sumaya fima.Selon les TH, lorsque sumaya fitini (aussi nommé par les TH
paludisme simple) n'est pas traité¢ ou lorsque le traitement a échoué, la maladie peut évoluer
vers les autres formes desumaya (sumaya blen, suma a jé,suma a ba et suma a fima) qui sont
considérées comme des formes graves. Parmi ces formes graves, la plus fréquemment citée

¢tait sumaya blen.

Les mémes observations ont été faites au Burkina Faso, ou il a été rapporté que les
personnes interrogées classifiaient différents types de sumaya selon les symptomes. Dans
cette étude, il est également mentionné que la forme non compliquée de sumaya (sumaya
deni) est facile a traiter avec des plantes médicinales et qu'un paludisme sévére se produisait
lorsque la forme non compliquée n'était pas diagnostiquée ou traitée correctement (Drabo et

al., 2004).

Selon le systeme biomédical, sumaya blen (caractérisé par des signes d'ictére) pourrait
étre dG a une hémolyse intravasculaire des globules rouges parasités (Anand et Puri, 2005),
entrainant une augmentation significative de la bilirubine sanguine. A son tour, le taux de
bilirubine sanguine élevé peut alors submerger le processus de conjugaison et conduire a un

état d'hyperbilirubinémie non conjuguée (Roche et Kobos, 2004).

Il a été noté que des signes d'ictere au cours d'un épisode de paludisme sont plus
fréquents chez les sujets présentant une hépatite virale aigué co-existante ou une hépatite
chronique sous-jacente, ainsi que chez les personnes souffrant d'un déficit en glucose-6-
phosphate déshydrogénase. Le déficit en G6PD peut conférer une protection contre le
paludisme (Hofmann et al., 2016). Cependant, chez les sujets déficitaires en cette enzyme, il y
aurait une fragilité plus importante de la membrane des globules rouges, conduisant a des

hémolyses spontanées accrues lorsqu'ils sont infectés par Plasmodium (Anand et Puri, 2005).
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Les personnes de race noire seraient les plus touchées par cette déficience enzymatique. En
Afrique de I'ouest et en Afrique centrale, 10 a 15 % de la population en sont atteints

(Hofmann et al., 2016).

Dans ce contexte, il est donc possible que les espeéces connues et utilisées par les TH
en cas de sumaya blen, visant a atténuer des formes de paludisme se traduisant par un ictére,
possédent a la fois des activités hépatoprotectrices, mais aussi agissent au niveau de la
membrane du globule rouge en limitant les hémolyses, activité qui se révelerait
particuliérement intéressante pour une population dont une part présente un déficit

enzymatique.

Les 5 espéces les plus citées par les TH pour traiter une forme simple de paludisme
(Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze, Entada africana Guill. & Perr., Anogeissus leiocarpa
(DC.) Guill. & Perr., Combretum micranthum G.Donet Sarcocephalus latifolius (Sm.)
E.A.Bruce) font aussi partie du groupe de celles que nous avons trouvé le plus fréquemment
cité¢ dans la littérature, en particulier au Mali. Ces plantes ont toutes été étudiées pour leur
activité antipaludique, et quatre se sont avérées efficaces in vitro avec une Clsyp < 5 pg/mL

(Voir tableau 10).

Parmi ces especes, seule Sarcocephalus latifolius a été testé in vivo. L’extrait
¢thanolique des écorces de tronc (300 mg/kg) administré par gavage a démontré une activité
antiplasmodiale in vivo en réduisant (63.84 % d’inhibition) la parasitémie chez des souris

infectées par Plasmodium berghei berghei (Ettebong et al., 2014).

Aucune de ces espéces n’a eu une autorisation de mise sur le marché pharmaceutique
malien comme MTA contre le paludisme. Cependant, les travaux sur les feuilles de
Combretum micranthum et les racines de Entada africana par rapport a leurs propriétés

hépatoprotectrices ont abouti a la mise au point deux MTA. Ces deux MTA sont :

e HEPATISANE® (i base des feuilles de Combretum micranthum G.Don) utilisé contre
les symptomes d’insuffisance hépatique avec manifestations digesto-biliaire et,
e SAMANERE®(racines de Entada africana Guill. & Perr.) utilisé contre les hépatites
Cependant seul I’THEPATISANE® a une autorisation de mise sur le marché pharmaceutique
malien et fait partie de la liste des médicaments essentiels. Pour SAMANERE®, la demande

d’autorisation est en cours.
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Dans cette enquéte, 7. macroptera a ¢été citée par les TH comme une espece
préférentiellement utilisée pour les cas de sumaya se doublant d'ictére, ce qui est considéré
comme « paludisme grave » par les TH. La présence d’ictére clinique avec mise en évidence
d’autres dysfonctionnements d’organes vitaux fait partie des critéres définis par ’OMS pour
caractériser le paludisme grave di a P. falciparum (OMS, 2013). Les résultats obtenus in vitro
et surtout in vivo sur paludisme simple et neurologique soulignent le réel intérét de cette

espece dans le traitement du paludisme, en particulier pour les racines.

Il nous a semblé¢ néanmoins important de valider les autres usages traditionnels de
Terminalia macroptera (affections hépatiques et maladies inflammatoires) en évaluant les
activités hépatoprotectrices, anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques de cette espéce,

aspects développés dans le chapitre suivant.

Ce travail s’est concrétisé par la rédaction d’un article qui a été soumis en juillet 2017 dans la
revue scientifique Malaria Journal, publié¢ dans cette méme revue en janvier 2018 apres

révision, et intitulé:

Article 2: In vivo validation of antimalarial activity of crude extracts of Terminalia

macroptera, a Malian medicinal plant.

Mahamane HAIDARA, Mohamed HADDAD, Adama DENOU, Sandra BOURGEADE-
DELMAS, Rokia SANOGO, Genevieve BOURDY et Agnes AUBOUY

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.
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1. Contexte et objectifs

Outre son utilisation pour traiter les cas de sumaya blen au Mali, Terminalia macroptera est
une espece largement utilisée dans toute I’Afrique de 1'ouest, pour diverses affections. Les
activités antibactériennes, antifongiques, antioxydantes, antiplasmodiales, antiprolifératives,
antitrypanosoma, antivirales, inhibitrice enzymatique, hémolytiques, immunomodulatrices et
leismanicides ont été recherchées par différents auteurs qui tous, ont utilisés des tests in vitro.
L’activité antidiarrhéique a été recherchée par un test invivo. La toxicité a été évaluée en
utilisant des tests de cytotoxicité in vitro et des tests de toxicité aigué in vivo (Voir tableau

11).

Dans le cadre de la formulation éventuelle d'un MTA nous avons souhaité approfondir les
¢tudes pharmacologiques sur les feuilles et les racines de cette espece par le biais de tests in

vivo anti-inflammatoire, antipyrétique, antalgique et d' hépatoprotection.

L'objectif de ce chapitre est de recenser I'ensemble des usages de Terminalia macroptera a
partir de données de la littérature, de dégager les utilisations les plus significatives de cette
espece pour lesquelles il existe une forte convergence d'usage, puis de procéder a une

évaluation des extraits des feuilles et des racines de cette espece en utilisant des tests in vivo.
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Tableau 11: Les activités biologiques de Terminalia macroptera Guill. & Perr. (Combretaceae) reportées dans la littérature

Parties utilisée Activité recherchée Test retenu pour I'activité Référence
Ecorces Antidiarrhéique Modele de diarrhée induit par l'huile de ricin chez le rat [1]
Feuilles, écorces de tronc et écorces de racine Antibactérienne Micro-dilution, diffusion sur disque, et bio-autographique direct [2-6]
Feuilles, écorces de tronc et écorces de racine Antifongique Diffusion sur disque [6-7]
Feuilles, écorces de tronc et écorces de racine Antioxydante Anti-radicaux libres (DPPH, NO) par méthode [2, 8-9]
Ecorces de racines Antiplasmodiale Fluorométrique [10-11]
Racines Antiproliférative Meéthode au bleu de trypan [8]
Ecorces de racines Antitrypanosoma Fluorométrique [10]
Racines Antivirale In vitro (virus) par titration [12]
Feuilles, écorces de tronc et écorces de racine Inhibitrice enzymatique Inhibition (a-glucosidase, 15-lipoxygenase et xanthine oxydase) [9]
Feuilles Hémolytique In vitro (globules rouges) en utilisant un test colorimétrique [2]
Feuilles, écorces de tronc et écorces de racine Immunomodulatrice Fixation du complément [9, 13]
Ecorces de racines Leishmanicide Fluorométrique [10]
Ecorces de racines Cytotoxicité Fluorométrique [8, 10]
Ecorces, racines Toxicité Toxicité aigué (méthode de ’'OMS) [14]

Références consultées :(1-Etuk et al.,2009) ; (2-Karou et al., 2012) ; (3-Silva et al., 2012) ; (4-Silva et al., 2002) ; (5-Silva et al., 1997a); (6-Silva et al., 1996) ; (7-Batawila et al., 2005); (8-Tagne et al.2015); ; (9-Zou
et al, 2014); (10-Traoré et al, et al, 2014); (11-Sanon et al. 2003); (12-Silva et al, 1997b); (13-Zou et al, 2015); (Yakubu et al, 2015)

106



CHAPITRE 3: EVALUATION DES ACTIVITES ANTI-INFLAMMATOIRES, ANTIPYRETIQUES, ANALGESIQUES ET
HEPATOPROTECTRICES DE TERMINALIA MACROPTERAGUILL. & PERR. (COMBRETACEAE)

2. Matériel et méthodes

2.1  Principaux usages de Terminalia macroptera Guill. & Perr.

Une recherche a été entreprise en utilisant diverses ressources bibliographiques (au total 11
références ont été consultées dont 3 livres, 7 articles et un rapport), et en relevant
systématiquement les usages de Terminalia macroptera, les parties utilisées, le mode de

préparation et la posologie si ceux-ci €taient mentionnés.

Pour analyser ces données, deux indices ont été utilisées : le premier (I1) correspond au
nombre de publications (extraits de la revue bibliographique) qui mentionne 1’usage de
l'espece pour une pathologie donnée, et le deuxieme (I2) est le nombre de pays dans lequel est
reporté 1’usage de cette espéce pour la pathologie donnée. Ces deux indices permettent de
définir un score (S) de convergence d’usage bibliographique et de diffusion géographique

(Chassagne, 2017)

S=I11x12

2.2 Les extraits soumis a évaluation

Les extraits éthanoliques 90 % préparés dans le chapitre précédemment ont été¢ soumis a

I’évaluation.

23 Evaluation de I’activité antipyrétique

Le test antipyrétique in vivo est un test dont le principe est basé sur la capacité des
médicaments a inhiber I’hyperthermie induite par un pyrogeéne exogene. Les pyrogenes
exogenes peuvent des pathogenes infectieux (bactéries, virus, fungi) ou des produits

chimiques (2,4-Dinitrophenol).

L’activité antipyrétique des extraits éthanoliques des feuilles et des racines de Terminalia
macroptera a été évaluée en utilisant I’hyperthermie induite par injection sous-cutanée de la
levure (fungi) chez des rats (Sasmal et al., 2012 ; Loux et al., 1972).C’estle test le plus

fréquemment utilisé pour évaluer in vivo 1’activité antipyrétique des extraits de plantes.
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2.4  Evaluation de Pactivité antalgique

Le test antalgique in vivo est un test dont le principe est basé sur la capacité des médicaments
a inhiber la douleur induite par un stimulus douloureux. Les stimuli douloureux peuvent &tre
chimique (acide acétique, chlorure de sodium, la phényle-quinone et le formol etc..) ou des

thermique (plaque chauffante, bain chaud etc...)

L’activité antalgique des extraits éthanoliques des feuilles et des racines de Terminalia
macroptera a été¢ évaluée en utilisant la douleur induite par 1’injection intrapéritonéale (IP)
d’acide acétique chez des souris selon la méthode décrite par Siegmund et al., (1957). C'est le
test le plus fréquemment utilisé pour évaluer in vivo I’activité antalgique périphérique des

extraits de plantes.

2.5 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

Le test anti-inflammatoire in vivo est un test dont le principe est basé sur 1’inhibition de
I';cedéme induit par des agents phlogistiques (carraghénine, levure de biére, formol, dextran et

I’albumine d’ceuf, I’huile de croton etc..).

L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles et des racines de
Terminalia macroptera a été¢ évaluée en utilisant I’cedéme induite par 1’injection de la
carraghénine dans la patte postérieure droite des souris selon la méthode décrite par Winter et
al., (1963). Ce modéle d’inflammation est largement utilisé pour évaluer in vivo ’activité

anti-inflammatoire de différents produits.

2.6  Evaluation de P’activité hépatoprotectrice

Le principe du test hépatoprotecteur in vivo est basé sur la capacité des médicaments (ou des
extraits de plantes) a protéger le foie des rongeurs (souris et rats) contre 1’intoxication induite

par un agent hépatotoxique (tétrachlorure de carbone CCly, paracétamol, éthanol).

L’intoxication induite par le CCly chez les rats a été utilisée dans ce travail comme modele
animal pour évaluer 1’activité hépatoprotectrice des extraits éthanoliques des feuilles et des

racines de Terminalia macroptera selon la méthode décrite par Afzal et al. (2013).
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2.7  Analyses statistiques utilisées pour ces tests

Les résultats ont été¢ exprimés en moyenne (M) + déviation standard (DS). Les données ont
¢té analysées en utilisant la version 6 du logiciel Graph Prism. L'analyse statistique a été
réalisée par Anova, suivie par le test t de Dunnett. Les différences sont considérées comme
significatives si la valeur p (p) est inférieure a 0.05 par rapport au groupe témoin négatif (eau

distillée).
3. Résultats

3.1 Indications de Terminalia macroptera et convergences d'usages.

Six pays reportent 18 usages traditionnels (Voir tableau 12) : le Burkina Faso, la
Guinée, la Guinée-Bissau, le Mali, Nigéria et le Sénégal. Les usages pour lesquels on observe
la plus forte convergence sont les affections hépatiques (6 références provenant de 4 pays ;
S=24), le paludisme (5 références provenant de 4 pays; S=20) et la diarrhée (5 références
provenant de 3 pays; 15). Viennent ensuite les maladies vénériennes, le traitement de la
douleur, les plaies, les cas d'asthénie, les troubles urinaires, les morsures de serpent et la

fievre, la toux et les infections vaginales (voir figure 7).

Cinquante-cing recettes a base de Terminalia macroptera ont été relevées (voir annexe 4). Les
racines et les feuilles (S=24), suivi des écorces de tronc (S=20) sont les organes de plante les
plus employés dans la préparation des recettes (voir figure 8). La décoction (S=24) est le
mode de préparation préférentiel (voir figure 9) utilisé dans les recettes a base de Terminalia

macroptera.

L’eau est le solvant utilis¢é dans la préparation des recettes, dont la plupart sont des
décoctions. Ce résultat est en accord avec les résultats de notre enquéte aupres des
tradipraticiens — herboristes du marché de Medina Coura Bamako (chapitre 2). L'usage
important des décoctions est peut étre li¢ au fait que, dans cette revue de la littérature, les
organes les plus utilisés sont les écorces de tronc et les racines. La prépondérance de
décoctions a aussi été mise en évidence dans une étude ethnobotanique visant a recenser les
especes médicinales menée dans la province de Baskoure, Kourittenga au Burkina Faso.

(Nadembega et al., 2011)
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Dans les publications analysées, la dose a respecter pour préparer la recette n'est pas
précisée et il en est de méme pour la posologie sauf dans la publication de Pham et al. (2011)
ou la dose et la posologie sont précisées pour certaines affections. Nous reportons ici la dose
et la posologie pour les trois indications (affections hépatiques, paludisme et diarrhée) les plus
importantes de Terminalia macroptera reportées dans la littérature (affections hépatiques,

paludisme et la diarrhée).
Dans le cas des affections hépatiques (hépatites)

e La décoction des écorces de tronc ou des écorces de racines est administrée par voie
orale en raison de 2 quantités du décocté contenu dans le creux de la main (environ 50
mL)deux fois par jour pendant trois jours (Pham et al., 2011).

e Le jus de racine mélangé avec un peu d’eau peut aussi étre utilisé en raison de 3
poignées de main (environ 75 mL) administrées par voie orale (Pham et al., 2011).

e M:¢élanger les écorces de tronc avec les écorces de tronc de Anogeissus leiocarpa (DC.)
Guill. & Perr. (Combretaceae) et les écorces de racine de Strophanthus sarmentosus DC.
(Apocynaceae). Boire trois a quatre quantités du décocté contenu dans le creux de la
main (environ 75 — 100 mL) deux fois par jour pendant 5 jours (Pham et al., 2011).

e La décoction des feuilles de Loranthus est bue en raison de 3 a 4 quantités du décocté
contenu dans le creux de la main (environ 75 — 100 mL) deux fois par jour pendant 3-4

jours. Le reste de la décoction est utilisée en bain corporelle (Pham et al., 2011).

La décoction des racines mélangées avec les racines de  Blighia sapida K.D.Koenigest bue
en raison d’une tasse de thé (environ 250 mL) deux fois par jours pendant 3 — 4 jours contre le

paludisme (Pham et al., 2011).

La décoction des écorces interne de la racine ou de la racine est utilisée par voie orale en
raison d’un verre de thé (environ 8§ mL), une fois par jour pendant 3 jours ou jusqu’a

amélioration pour le traitement de la diarrhée (Pham et al., 2011).
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Tableau 12: Usages de Terminalia macroptera et pays d'origine de l'information.

Indications Nombre de référence* (I1) Nombre pays de citation (12) Score

Nom des pays
Affections hépatiques 6 4 24 Burkina Faso, Guinée-Bissau, Mali, Sénégal
Paludisme 5 4 20 Burkina Faso, Guinée Mali, Sénégal
Diarrhée 5 3 15 Burkina Faso, Mali, Nigéria
Maladie vénérienne 3 3 9 Guinée-Bissau, Mali, Sénégal
Douleur 3 2 6 Mali, Sénégal
Plaie 3 2 6 Mali, Sénégal
Asthénie 2 2 4 Mali, Sénégal
Troubles urinaires 2 2 4 Burkina Faso, Mali
Morsure de serpent ) 2 4 Mali, Sénégal
Fievre 3 1 3 Mali
Toux 2 1 2 Mali
Infections vaginales 2 1 2 Mali
Aphrodisiaque 1 1 1 Sénégal
Conjonctivite 1 1 1 Sénégal

Ulcére gastrique

Furoncle

Absence ou retard des régles

Maladies de la peau

1
1

1
1

1
1

Burkina Faso

Mali

Mali

Burkina Faso

* : Références consultées : (Arbonnier, 2009) ; (Diniz et al., 1996) ; (Etuk et al., 2009) ;(Inngjerdingen et al., 2004) ; (Kerharo et Adam 1974) ; (Malgras, 1992) ; (Nadembega et al., 2011) ; (Pham et al., 2011) ; (Sanon
et al., 2003) ; (Traoré et al., 2013) ; (Traoré M cité dans Prelude database)
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Figure 7: Score bibliographique obtenu pour chacun desusages de Terminalia macroptera Guill. & Perr. (Score > 2)
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Figure 8 : Score bibliographique obtenu pour les différentes parties de Terminalia macroptera Guill. & Perr. (Combretaceae) employées dans la préparation des

recettes traditionnelles.
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Figure 9: Score bibliographique obtenu pour les différents modes de préparations des recettes a base de Terminalia macroptera Guill. & Perr.
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3.2  Activités antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire

Comparativement au controle négatif (eau distillée), les extraits éthanoliques des feuilles et
racines de Terminalia macroptera administrés par gavage a la dose de 400 mg/kg ont

significativement réduits :

e I’hyperthermie provoquée par injection sous cutanée de la levure chez le rat. Les effets
étaient plus prononcés a la 3™ et 4°™ heure aprés administration des extraits.

e la douleur induite par injection IP d’acide acétique chez la souris avec respectivement
64.80 % et 78.2 % d’inhibition de la contorsion,

e DPinflammation induite par injection de la carraghénine dans la patte postérieure droite
des souris avec respectivement 87.2 % et 77.6 % d’inhibition de I’cedéme & la 5°™ heure

apres 1’administration de la carraghénine.

3.3  Activité hépatoprotectrice

Les extraits de Terminalia macroptera (400 mg/kg) ont réduits significativement le taux des
enzymes marqueurs hépatiques (ALAT, ASAT, phosphatase alcaline et de bilirubine totale)

comparativement au groupe de rat traité par 1’eau distillée et intoxiqué par le CCly,

4. Discussion et conclusion

Dans cette étude nous avons démontré les propriétés antipyrétiques et antalgiques des
extraits éthanoliques des feuilles et des racines de Terminalia macroptera sur les modéles
expérimentaux de fievre et de douleur. Ces propriétés pourraient étre bénéfiques pour atténuer
les symptomes de fievre et de douleur associés au paludisme (OMS, 2014), et pour toute
manifestation pathologique, accompagnée d'un symptome fébrile. Egalement, 1'effet
antalgique de 7. macroptera pourrait trouver une application thérapeutique dans un grand

nombre de pathologies pour lesquelles un symptdme douleur est présent.

Nos extraits ont aussi démontré des propriétés anti-inflammatoires sur un modele
expérimental d’inflammation. L'inflammation est la premicre réaction de l'organisme face a
une agression (Pickup, 2004). L'effet anti-inflammatoire de Terminalia macroptera, pourrait
donc, en partie, justifier son usage dans un certain nombre d'indications traditionnelles en
particulier les affections de la peau et les plaies, les ulcéres gastriques et les infections
(furoncles, infection vaginale, maladies vénériennes). Cette propriété pourrait étre également

étre bénéfique pour empécher 1’évolution du paludisme simple en paludisme cérébral.
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En effet selon la théorie immunologique, la 1ésion cérébrale peut s'expliquer par une
activation excessive des cellules immunitaires conduisant a la libération de cytokines pro-
inflammatoires et la production de superoxyde nitrique (NO) entrainant la séquestration des
lymphocytes T dans les capillaires sanguins du cerveau. C'est ce mécanisme
physiopathologique, pro-inflammatoire, qui favoriserait le développement du neuropaludisme

(Combes et al., 2006 ; Van der Heyde et al., 2006).

Par ailleurs il a ét¢ démontré que 1’administration de levures, d'acide acétique et de
carraghénine stimule la biosynthése des prostaglandines via la voie de la cyclo-oxygénase
(Aouey et al., 2016), des cytokines par les macrophages et les mastocytes (Ribeiro et al.,
2000) et des leucotriénes via la voie de la lipo-oxygénase (Jain et al., 2001) et que dans les
Iésions inflammatoires il y a une augmentation de la biosynthése des prostaglandines
particulierement de la prostaglandine PGE2 qui est un puissant vasodilatateur, un agent

pyrétique et un hyperalgésique (Vane et Botting 1996).

Cela suggere que les activités antipyrétiques, analgésiques et anti-inflammatoires de
l'extrait éthanolique des feuilles et racines de Terminalia macroptera pourraient €tre liées a
l'inhibition de la libération et de la biosynthése des prostaglandines a l'instar des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) tels que I'indométacine qui possedent des propriétés
antipyrétiques, analgésiques et anti-inflammatoires grace a l'inhibition des iso-enzymes des

cyclooxygénases (COX) (Vane et Botting 1998).

Ces trois activités vont donc dans le sens de la validation des indications traditionnelles de
cette espece concernant la douleur, les fievres, et aussi du paludisme, en tant qu'effets

symptomatiques positifs contribuant au bien-étre du patient.

Par ailleurs étant donné qu'il a été démontréin vitro que Terminalia macroptera possédait
les propriétés antibactériennes sur différentes souches de bactéries telles que Neisseria
gonorrhoeaes (Silva et al., 2002), Escherichia coli (Silva te al., 1996), Staphylococcus aureus
(Karou et al., 2012 ; Silva et al., 1997a ; Silva et al., 1996) et des propriétés antifongiques sur
différentes souches de champignons tels Candida albicans (Batawila et al., 2005) pourraient
justifier son utilisation dans le traitement des maladies vénériennes et des infections vaginales.
Son effet antibactérienne sur Helicobacter pylori (Silva et al., 2012) pourrait étre bénéfique

dans le traitement de 1’ulcére gastrique di a Helicobacter pylori.
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Son effet antibactérien sur Campylobacter coli et Shigella dysenteriae (Silva et al.,
1997a ; Silva et al ., 1996) couplé a son effet antidiarrhéique in vivo sur un modele de diarrhée
induit par I’huile de ricin chez le rat pourrait justifier son utilisation dans le traitement des
gastro-entérites (diarrhée) et enfin son effet immunomodulatrice (Zou et al., 2015 ; Zou et al.,
2014) pourrait étre bénéfique pour renforcer le systéme immunitaire enfin de lutter contre les

maladies infectieuses et 1’asthénie.

Enfin nous avons démontré la propriété hépatoprotectrice des extraits sur un modele
expérimental d’hépatite induit par le tétrachlorure de carbone. Nos résultats sont comparables
a ceux de Sanogo et al., (1998) qui ont démontré que le décocté des racines de Entada
africana Guill. & Perr. (Leguminosae) administré par voie orale a la dose de 100 mg/kg/j
pendant 7jours protége le foie des souris contre 1’intoxication induit par CCly en diminuant
significativement le taux des enzymes marqueurs hépatiques (ASAT et ALAT) (Sanogo et al.,

1998).

Cette espece est utilisée au Mali a la fois contre les affections hépatique et le paludisme
(Diarra et al., 2015 ; Arbonnier, 2009 ; Malgras, 1992 ; Adjanohoun et al., 1981). Au Mali les
racines de Entada africanaentre dans la composition du MTA SAMANERE® utilisé dans le
traitement des hépatites dont une demande d’autorisation de mise sur le marché

pharmaceutique malien est en cours.

L’administration de CCly induit des 1ésions hépatiques semblables a celles causées par
I'hépatite virale aigué (Sanogo et al., 1998 ; Clawson, 1989), et cette ’hépatotoxicité serait
due a la production des radicaux trichorométhyle et peroxy trichlorométhyle (Afzal et al.,

2013 ; Tirkey et al., 2005).

Etant donné que plusieurs études ont démontré in vitro 1’activité antiradicalaire des
extraits des feuilles et racines de Terminalia macroptera (Zou et al., 2014 ; Tagne et al.,
2014 ; Karou et al., 2012), une hypotheése qui pourrait étre formulée est que l'activité

hépatoprotectrice de nos extraits soit due a 1’inhibition de la production de ces radicaux libres.

Cette activité hépatoprotectrice, démontrée in vivo valide ainsi les usages de 7. macroptera
contre les hépatites, tels que relevés dans la littérature, ainsi que les recommandations des TH

qui préconisent son utilisation dans le traitement de Sumaya blen.
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Néanmoins pour toutes ces activités, il serait intéressant de refaire ces tests en utilisant des

préparations traditionnelles, donc des décoctions a 'eau.

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article en cours de soumission dans la revue

scientifique Journal of Ethnopharmacology, et intitulé :

Article 3: Assessing in vivo anti-inflammatory, antipyretic, analgesic and hepatoprotective

properties of Terminalia macroptera, an African medicinal plant.

Mahamane Haidara®®, Mohamed Haddad®?, Adama Dénoub, Korotoumou Traoré®, Fatoumata

Kanadjigui®, Rokia Sanogo™*, Geneviéve Bourdy®

“UMR 152 PHARMA-DEYV, Université de Toulouse, IRD, UPS, France

Faculté de Pharmacie, Université des Sciences des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB), Mali
‘Département Médecine Traditionnelle, Bamako, Mali

“Yidemet Ong, BP 9279, Bamako, Mali

L'article est présenté ci-dessous dans sa forme manuscrite.
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Abstract

Background and objective: Terminalia macroptera (TM) is a medicinal plant used traditionally for
the treatment of many diseases including inflammatory conditions like pains, fever and liver diseases
in Mali. The aim of this study is to evaluate the antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and
hepatoprotective activities of ethanol extracts of leaves and roots Terminalia macroptera to confirm its

use traditionally to treat inflammatory diseases and liver diseases

Materials and methods: Acute oral toxicity test was carried out in mice according to the
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) guidelines-423. The anti-pyretic,
antalgic, anti-inflammatory and hepatoprotective effects were studied by yeast-induced pyrexia test in
rat, acetic acid-induced writhing test in mice, carrageenan-induced edema test in mice and CCly-

induced hepatotoxicity test in rat respectively.

Results: The both crude extracts ethanol of Terminalia macroptera administered orally in mice at a
dose of 2000 mg/kg did not cause mortality. The extracts caused a significant (P< 0.05 — 0.0001)
reduction of pyrexia, pain, inflammation and hepatic marker enzymes (ALT, AST, ALP, TB) induced
by different agents used.

Conclusion

Terminalia macroptera leaves and roots extractsdemonstrated a low toxicity activity coupled with and
in vivo antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and hepatoprotective activities. Altogether these data
support the traditional use of TMroots and leaves.

Keywords: Terminalia macroptera, antipyretic, analgesic; anti-inflammatory, hepatoprotective;

Mali.
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Introduction

Terminalia macroptera Guill. & Perr.(Combretaceae) is widely distributed from Senegal and Gambia
eastward to western Ethiopia and Uganda, and southward to northeastern DR Congo (Sanogo et al.,
2013) and roots, and leaves of this species are commonly used in folk medicine for treatment of
inflammatory conditions, liver diseases, pain, malaria, wounds, fever, snake bite, diarrhea, dysentery,
aphrodisiac, asthenia and sexually transmitted disease (Pharm et al., 2011; Nadembega et al., 2011,
Inngjerdingen et al., 2004; Malgras et al., 1992). The root of this species has been reported to contain
alkaloid, flavonoid, tannins, steroid, resin and saponin (Yakubu et al., 2014).

Quite a high number of in vitro studies have been undertaken in order to explore the pharmacological
potential of this species, and its antiplasmodial (Traoré et al., 2014: Sanon et al., 2003), antimicrobial
(Karou et al., 2012 ; Silva et al., 2012 ; Silva et al., 2002 ; Batawila et al., 2005 ; Silva et al., 1997 ;
Silva et al., 1996), antiproliferative (Tagne et al., 2014), immunomodulatory (Zou et al., 2015 ; Zou et
al., 2014) and antioxydant (Tagne et al., 2014 ; Zou et al., 2014 ; Karou et al.,2012)actvities have been
investigated. Still, at the best of our knowledge despite its wide use all over West Africa, no in vivo
studies have been performed on the leaves and root of this species in order to validate its uses. Thus,
this study was carried out to evaluate the in vivo antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and

hepatoprotective activities of this species to confirm its main traditional uses.
Materials and methods
Ethical aspects of research

The authorization and approval of the INRSP ethics committee were obtained for experimental studies

using animals (Decision No. 24/2016 / CE-INRSP).
Plant collection

The leaves and roots of TM were collected in August 2015 from Siby village, Koulikoro region, Mali.
A specimen of the plant with voucher number (3752/DMT) was deposited in the herbarium of
DMT/NIRPH, Mali, and authentificated by specialists.

Preparation of extracts

TM leaves and roots were dried in the shade for two weeks and then ground to a powder. Powder from
each sample (250 g) was macerated with 1000 mL ethanol (90%). The macerates were filtered after
24 h and the residues were taken up with 1000 mL of ethanol (90%). This operation was repeated
three times. The filtrates were combined and evaporated in vacuo to dryness. The crude extracts of
Terminalia macroptera leaves (TML) and Terminalia macroptera roots (TMR) were stored in the

refrigerator at 4-8 °C until use.
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Phytochemical Screening

The characterization of the different chemical groups, present in the plant material, was carried out by
colored tube reactions as described previously (Somboro et al., 2011).

Animals

Albino Swiss mice (20 — 25 g) and rats (100 — 150 g) of either sex were obtained from the
DMT/NIRPH animal house. The animals were maintained in standard laboratory conditions (25 °C

and light/dark cycles i.e. 12/12 h) and were fed with standard food and tap water.
Acute toxicity assay

Acute oral toxicity tests were carried out according to the Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD) guidelines-423 (OECD, 2001). Female mice were fasted for 4 hours with
free access to water. They were randomly divided into three groups of three mice and treated by the
oral route with a single dose of TML and TMR crude ethanolic extracts (2000 mg/kg) or distilled
water (20 mL/kg) used as a control group. The experimental animals were observed for the first four

hours after treatment to record immediate deaths and once daily for 14 days to record late deaths.
Evaluation of antipyretic activity

The antipyretic activity of TML and TMR crude ethanolic extracts was evaluated using yeast-induced
pyrexia in male rats (Loux et al., 1972). The rats were fasted for 16 hours with free access to water. At
0 h, the basal temperatures of the rats were taken using digital clinical thermometer. Thereafter, each
animal was subcutaneously injected with 20% W/V aqueous suspension of yeast. The rectal
temperature of animals was taken 24 hours after the yeast injection. Animals with an increase of
0.5 °C were selected and grouped into eight groups of five rats and treated by gavage. One group was
treated with paracetamol (100 mg/kg) as the reference drug. A second group was given distilled water
(10 mL/kg) as the control group. The remaining groups were treated with TML and TMR crude
extracts (100, 200, and 400 mg/kg). The rectal temperature of the rats was taken hourly for 4 hours
after administration of the treatments. The mean value for each group was calculated and compared

with the control group.
Evaluation of analgesic activity

Analgesic activity was tested using albino Swiss mice (20 - 25 g) of either sex. Animals were
randomized into eight groups of six mice. Group I and II were treated orally with distilled water
(25 mL/kg) as the control group and paracetamol (100 mg/kg) as the reference drug, respectively. The
remaining groups were treated orally with TML and TMR crude ethanolic extracts (100, 200 and 400
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mg/kg). One hour after these treatments, the animals were treated by intraperitoneal injection (i.p.)
with 1% acetic acid.

The number of abdominal constrictions (writhes) was counted for 20 minutes, starting 5 minutes after
acetic acid injection (Siegmund et al., 1957).The mean value for each group was calculated and
compared with the control group. The percentages of inhibition were calculated using the following
formula:

(Wec —Wt) X 100
Wc
Where Wt= mean number of writhings in test animals and Wc= mean number of writhings in control.

% Inhibition =

Evaluation of anti-inflammatory activity

Acute inflammation was produced by the injection of carrageenan (an edematogenic agent) into the
subplantar region of the right hind paw of the mice (Winter et al., 1963). Albino Swiss mice of either
sex were randomized into eight groups of six mice. Group I and II were treated orally with distilled
water (25 mL/kg) as the control group and indomethacin (8 mg/kg) as the reference drug, respectively,
while the remaining groups were treated orally with TML and TMR crude ethanolic extracts (100, 200
and 400 mg/kg). One hour after the above treatments, 0.025 mL of 1% of carrageenan suspension was
injected in the right hind paw of animals. The paw volume was measured using a sliding caliper. The
measures were determined at 0 h (VO: before edematogenic agent injection) and 1, 3, and 5 h intervals
later (VT). The difference between VT (1, 3 and 5 h) and VO was taken as the edema value. Average
paw volume for each group was calculated and compared with the control group. The percentages of
inhibition were calculated using the following formula:

[(WVT —VO0)control — (VT — VO)treated group] x 100

% Inhibition = (VT — V0)control

Evaluation of hepatoprotective activity

The hepatoprotective activity of the extracts was evaluated by intraperitoneal injection of carbon
tetrachloride (CCly) in male rats using the method described by Afzal et al. (Afzal et al., 2013). The
rats were randomized into five groups of five rats and treated once daily for seven days. Group I
received distilled water (10 mL/kg, orally) as the control group, Group II received distilled water (10
mL/kg, orally) as the treated control group and Group III received silymarin (100 mg/kg, orally) as
reference hepatoprotective drug. Groups IV — V received the crude ethanolic extracts of TML and
TMR (400 mg/kg, orally). One hour after treatment on Day 7, the rats of groups II — V were
intoxicated by intraperitoneal administration of CCl, (0.5 mL/kg). After 24 hours, blood was collected
and centrifuged at 2500 rpm. Alanine amino transferase (ALT), aspartate amino transferase (AST),
alkaline phosphatase (ALP) and total bilirubin (TB) were measured in the serums, using a BS200
MINDRAY biochemistry automaton.
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Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM. The data were analyzed using the Graph Prism software
version 6. The statistical analysis was performed by Anova, followed by the Dunnett’s t-test. The
differences are considered significant if the p-value (p) is less than 0.05 compared with the control
group.

Results

Phytochemical screening

The phytochemical screening revealed the presence of tannins, flavonoids, saponosides, anthracene

derivatives, sterols and triterpenes in the leaves and roots powder.
Acute toxicity

In our study, TML and TMR extracts administered orally in mice at a dose of 2000 mg/kg did not
cause mortality. Therefore, from these data, the LDs, of TML and TMR extracts appears to be greater
than 2000 mg/kg in mice and can be classified as category 5, considered non-toxic orally according to

the OECD's Globally Harmonized System of Classification (OECD, 2001).
Antipyretic activity

The effect of crude extracts ethanol on yeast pyrexia in rats is shown in Figure 1. The crude extracts
ethanol of Terminalia macroptera (100 - 200 — 400 mg / kg) significantly reduced (p <0.05 - 0.0001)
yeast-induced pyrexia compared to distilled water. These effects were more pronounced at the 3rd and
4th hour after administration of the extracts. Paracetamol (100 mg / kg) used as a reference drug also

significantly (P < 0.0001) presented similar results.

Figure 1: Effect of Terminalia macroptera extracts on yeast-induced pyrexia in rats. Data are expressed as
the mean +SD, n = 6. P < 0.05 -0.0001 compared with control group. Two-way ANOVA followed by
Dunnett's multiple comparison tests.
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Analgesic activity

The crude extracts ethanol of leaves and roots of Terminalia macroptera (100 - 200 — 400 mg/kg) and
the paracetamol (100 mg/kg) used as a reference drug have significantly reduced (p <0.0001) the
number of contortions induced by acetic acid in comparison with distilled water (see Figure 2A). The
maximum analgesic effect was obtained with the crude extract ethanol of roots (400 mg/kg) with

78.3+£0.8% inhibition (see Figure 2B).

Figure 2: Effects of Terminalia macroptera extracts on acetic acid-induced writhing in mice. Figure 2A:

Number of writhings. Figure 2.B: Percentage inhibition. Data are expressed as the mean £SD, n = 6. P
<0.0001 compared with control group. One-way ANOVA followed by Dunnett's multiple comparison tests.

Anti-inflammatory activity

The crude extracts ethanol of leaves and roots of Terminalia macroptera (100 - 200 — 400 mg / kg)
and Indomethacin (8 mg/kg) used as a reference drug have significantly decreased (p <0.05 - 0.0001)
edema induced by carrageenan injection compared to distilled water (see Figure 3A). The maximum
anti-inflammatory effect (92.6+7.6%) was obtained with the crude extract ethanol of leaves (400

mg/kg) at the Sth hour after carrageenan injection (see Figure 3B).
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Figure 3: Effects of Terminalia macroptera extracts on carrageenan-induced edema in mice.
Figure 3.A: Volume of paw. Figure 3.B: Percentage inhibition. Data are expressed as the mean £SD, n = 6.
P <0.05 - 0.0001 compare with control group. Two-way ANOVA followed by Dunnett's multiple

comparison tests.
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Hepatoprotective Activity

The effect of TML and TMR extracts (400 mg /kg) on hepatic marker enzymes in CCly-induced
hepatic injury in rats is shown in Figures 4. The levels of ALT, AST, ALP and TB were significantly
increased in the rat group treated with distilled water and intoxicated by the intraperitoneal injection of
CCly compared with the rat group treated with distilled water and non-intoxicated (p < 0.0001). The
crude ethanolic extracts of TML and TMR (400 mg/kg) significantly reduced the levels of ALT, AST,
ALP and TB compared with the rat group treated with distilled water and intoxicated by CCly (p <0.05
- 0.0001). Silymarin (100 mg / kg) used as a reference drug, also produced similar results (p < 0.05 -
0.0001).

««««««««

e

Figure 4: Effects of Terminalia macroptera extracts in CCly-intoxicated rats.

Figure 4.A: Serum levels of ALT, AST and ALP. Figure 4.B: Total bilirubin. Data are expressed as the
mean +SD, n=5. " 'P< 0.0001, compared with the normal control; “P<0.0001, when compared with the
CCly model control. ANOVA followed by Dunnett's multiple comparison tests.
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Discussion

The leaves and roots of Terminalia macroptera are used traditionally for the treatment of

inflammatory conditions like pains, fever and liver diseases (Malgras, 1992). In The present study, the
antipyretic, analgesic, anti-inflammatory and hepatoprotective properties of ethanolic extracts were
investigated using different experimental models.
The yeast is an exogenous pyrogen whose subcutaneous injection in the rat causes hyperthermia due to
the release of cytokines (TNFa, IL-1PB, IL-6) which, having reached the blood vessels; stimulate the
biosynthesis of prostaglandins (PGE 2) in the vicinity of the thermoregulatory hypothalamic center
(Aouey et al., 2016, Ullah et al., 2016).

In the present study, the crude extracts ethanol of leaves and roots of Terminalia macroptera

at different doses significantly reduced yeast - induced pyrexia in rats. These results suggest that these
extracts may act on the mechanism of release and synthesis of prostaglandins.
Acetic acid test is a visceral pain model produces a painful reaction and acute inflammation in the
peritoneal area and is a widely used for evaluating the peripheral analgesic activity of the extracts.
Release of arachidonic acid and biosynthesis of prostaglandin via cyclooxygenase pathway (Ballou et
al., 2000), or leukotrienes cysteinyl via the lipo-oxygenase pathway (Jain et al., 2001) or cytokines
(tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 1b and interleukin 8) by macrophages and mast cells
(Ribeiro et al., 2000) plays a role in the nociceptive mechanism of this test. These chemical mediators
stimulate the peripheral nociceptive neurons and induce the increase of vascular permeability
(Ouédrago et al., 2012)

Regarding the results of our extracts in acetic acid-induced abdominal constriction assay, a
prominent inhibition of writhing was observed. These results suggest that the analgesic effect of the
crude extracts of Terminalia macroptera could be linked to the inhibition of the release and synthesis
of the chemical mediators involved in the stimulation of peripheral nociceptive neurons.

Edema induced by the injection of carrageenan is an animal model widely used to evaluate the
anti-inflammatory activity of substances. The injection of carrageenan causes the release of several
chemical mediators responsible for the inflammatory process. This inflammatory response is biphasic:
the early phase (0 to 2 hours after injection of carrageenan) results from the release of pro-
inflammatory agent such as histamine, serotonin and kinins while the late phase (2 hours at 5 hours) is
associated with the release of prostaglandin (Hassan et al., 2015, Di Rosa et al., 1971). In the present
study, crude extracts ethanol of Terminalia macroptera showed anti-inflammatory activity by
inhibiting carrageenan-induced edema. This anti-inflammatory activity of the extracts could be related

to the inhibition of the release of mediators of inflammation.
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Induced hepatotoxicity of CCly in rats is an animal model widely used to evaluate the
hepatoprotective activity of extracts and it has been shown that CCl, toxicity is induced through the
generation of reactive intermediates: the trichloromethyl radical and the trichloromethyl peroxy radical
(Afzal et al., 2013). Injection of CCl, in rats induces hepatic lesions similar to those caused by acute
viral hepatitis and the evaluation of biochemical parameters (ALT, AST, ALP and TB) is an indirect
way for the evaluation of hepatic condition (Sanogo et al., 1998).

In this study, the significant reduction (p <0.05 - 0.0001) of ALT, AST, ALP and TB in serum
by crude ethanolic extracts of TML and TMR (400 mg/kg) might be an indication of the stabilization
of plasma membranes as well as repair of hepatic tissue damage caused by CCly. Thus, the
hepatoprotective activity of TML and TMR extracts could be because of the inhibition of the
production of the trichloromethyl and trichloromethyl peroxy radicals. Indeed, many studies have
demonstrated in vitro the antiradical activity of extracts of the leaves and roots of TM (Zou et al.,
2014, Tagne et al., 2014, Karou et al., 2012), but no other in-depth study has been performed to

identify the type of molecules involved in this effect.
Conclusion

In conclusion, the results of the present study revealed the acute anti-inflammatory, peripheral
analgesic, antipyretic and hepatoprotective activity of ethanol extracts of Terminalia macroptera. The
results of this study support the ethnobotanical use of the plant in the treatment of inflammatory

conditions and liver diseases.
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1. Contexte et objectif

Dans les chapitres précédents, nous avons démontré I’activité antiplasmodiale (in vitro et
in vivo), antiinflammatoires, antipyrétiques, antalgiques et hépatoprotectrices des extraits
¢thanoliques 90 % des feuilles et racines de Terminalia macroptera justifiant ainsi leurs roles
dans le traitement du paludisme et symptomes associés. Cependant les constituants chimiques

qui pourraient étre responsables de ces activités pharmacologiques n’ont pas été isolés.

L’objectif de ce chapitre est d’une part de caractériser les constituants chimiques présents
dans de la poudre des feuilles et des racines par les réactions de coloration et de précipitation
en tube, d’autre part d’exposer les résultats d’un travail préliminaire de déreplication® de
I’extrait de racine de 7. macroptera, extrait qui s’est montré le plus actif sur les modéles de

paludisme (in vitro et in vivo) et sur les modeles in vivo d’inflammation et de pyrexie.

Ce travail préliminaire a ainsi permis de déterminer si la présence de certains composé(s)
déja connu(s) dans I’extrait étaient susceptibles d'étre responsables des activités
antiplasmodiale (in vitro et in vivo), antiinflammatoires, antipyrétiques, antalgiques et

hépatoprotectrices.

Une analyse des métabolites présents dans [’extrait des racines a été réalisée par
chromatographie liquide haute performance couplée a un spectrométre de masse haute
résolution (UHPLC-HRMS). Puis une analyse multivariée a été appliquée a ces profils
UHPLC-HRMS. Finalement, les composés ont été identifiés en utilisant des bases de données
spécifiques aux plantes et les données de la fragmentation MS/MS in silico. Cette technique a
I’avantage de permettre l'identification rapide de composés avant I’isolement mais elle est

limitée aux molécules déja connues.

2 ;o . . . . . . , .. . , . ,
La déréplication consiste a identifier, par des méthodes de chimie analytique précise, la présence de
composés déja connus dans un extrait avant méme leur isolement physique.
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2. Matériel et méthodes

2.1 Criblage phytochimique

Les grands groupes chimiques présents dans la poudre des feuilles et des racines ont été
caractérisés par les réactions de coloration et de précipitation en tubepar des réactifs

chimiques spécifiques selon la méthode décrite par Somboro et al., (2011).
2.1.1 Polyphénols

2.1.1.1 Extraction
Projeter 2,5 g de poudre dans 50 mL d’eau distillée bouillante puis laissé infuser pendant
15mn. Filtrer sur coton et compléter le volume a 50 mL avec de I’eau distillée.
2.1.1.2 Caractérisation

» Tanins
Dans un tube a essai, introduire 5 mL de I’infusé a 5 % et 1 mL d’une solution de FeClza 1 %.
En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu-noiratre

» Flavonoides libres ou génines : réaction a la Cyanidine

A 5 mL de I’infusé 10 % ajouté 5 mL d’alcool chlorhydrique, 1 mL d’alcool isoamylique et

quelques copeaux de magnésium, attendre la fin de la réaction.

L’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou rose-violacée (flavanones) ou rouge
(flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnangeante d’alcool isoamylique

indique la présence d’un flavonoide libre.
2.1.2 Anthracénosides

> Extraction

A lg de poudre végétale, ajouté (10 mL) de H,SO4 10 % et chauffé pendant 5 mn au bain-
marie. Ajouter 1 mL de FeCls 10 %. Maintenir le tube a essai au bain-marie bouillant pendant
10 mn. Filtré a chaud puis laisser refroidir le filtrat. Agité le filtrat avec 5 mL de

dichlorométhane sans former d’émulsion puis soutirer la phase dichlorométhane.
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» Caractérisation : réaction de Borntriger
Ajouter 1 mL de NaOH 10 % ou KOH 10 % a la phase dichlorométhane.

L’apparition d’une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de dérivés

hydroxyanthracénique.

2.1.3 Saponosides
» Extraction

Porter a I’ébullition pendant 15 minutes, de la poudre végétale (1 g) dans de I’eau (100 mL)

contenu dans un erlenmeyer de 250 mL. Filtrer le contenu et ajuster a 100 mL.

» Caractérisation et dosage

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, repartir successivement 1, 2, 3, etc
jusque 10 mL du décocté a 1 % et ajuster le volume dans chaque tube a 10 mL avec de 1’eau
distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de
deux agitations par seconde. Apres avoir laissé au repos pendant 15 minutes, mesurer la
hauteur de la mousse dans chaque tube. Le tube dans lequel la hauteur de la mousse est de 1
cm indique I’indice de mousse.

1
Dilution

Indice de mousse (IM) est calculée par la formule suivante: IM =

Dilution = [ﬁ X [%]=

N
1000

N : numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse est de 1 cm

1
100 = Concentration du décocté (décocté a 1 %)
. 1 1000
Indice de mousse (IM) = —=
Dilution N
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2.1.4 Oses et holosides, mucilages, les composés réducteurs

2.1.4.1 Extraction
Préparer un décocté a 10 % en faisant bouillir pendant 15 minutes de la poudre végétale (10 g)
dans de I’eau distillée (100 mL).
2.1.4.2 Caractérisation
» Oses et holosides

Evaporé a sec le décocté a 10 % (5 mL) dans une capsule. Au résidu, ajouter du H,SO4
concentré (1 a 2 mL). Aprés 5 minutes, ajouter 3 a 4 gouttes d’éthanol saturé avec du thymol.

La présence d’une coloration rouge révele la présence d’oses et holosides.

» Mucilages

Introduire 1 mL du décocté a 10 % dans un tube a essai et ajouter 5 mL de 1’éthanol absolu.
Apres 10 minutes, la formation d’un précipité floconneux par mélange indique la présence de

mucilages.

» Composés réducteurs
Evaporé¢ a sec le décocté a 10 % (5 mL) dans une capsule. Reprendre le résidu par un mélange
extemporan¢é de 1 mL de réactif de Fehling (0,5 mL de réactif de A + 0,5 mL de réactif de B).

L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs.
2.1.5 Stérols et triterpénes, coumarines, caroténoides

2.1.5.1 Extraction

Introduire de la poudre végétale (1 g) et d’éther de pétrole (20 mL) dans un tube a essai,
boucher et agiter le tube. Macérer pendant 24 h au frais. Filtrer la solution sur coton et

compléter a 20 mL avec de I’éther de pétrole.
2.1.5.2 Caractérisation

» Stérols et triterpénes : Réaction de Liebermann-Burchard

Procéder a une évaporation a sec au bain-marie de I’extrait éthérique (10 mL). Reprendre le
résidu avec de ’anhydride acétique (1 mL) puis du dichlorométhane (1 mL). Partager ce
mélange dans deux tubes a essai dont 1’un servira de témoin. Ajouter du H,SO4 concentré (1 a

2 mL) a I’aide d’une pipette au fond de I’autre tube sans agiter.
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A la zone de contact des deux liquides, la formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet et

la couche surnangeante devenant verte ou violette révele la présence de stérols et triterpénes

> Coumarines

Evaporer a sec I’extrait éthérique (5 mL). Reprendre le résidu avec de 1’eau chaude (2 mL)
puis partagé entre deux tubes a essai. Dans I’un des deux tubes, a ét¢ mise de I’ammoniaque a

25 % (0,5 mL). Mélanger et observer la fluorescence sous UV 366 nm.

Une fluorescence intense dans le tube ou il a ét¢ ajoutée de I’ammoniaque, indique la

présence de coumarines.

> Caroténoides : Réaction de Carr et Price

Evaporer a sec I’extrait éthérique (5 mL) dans une capsule, ajouter sur le résidu, 2 a 3 gouttes
d’une solution saturée de chlorure d’antimoine dans du chloroforme. La présence de
caroténoides est caractérisée par I’apparition d’une coloration bleue devenant rouge par la

suite.

2.1.6 Alcaloides

2.1.6.1 Extraction
» En milieu aqueux acide

Dans un erlenmeyer de 250 mL, introduire 2,5 g de poudre végétale séchée et 50 mL de
H,SO4a 10 %. Laisser en contact pendant au moins 15 mn sous agitation magnétique a la
température du laboratoire puis filtrer la solution sur coton. Compléter le filtrat a 50 mL avec

de I’eau distillée.

> En milieu basique

Dans un erlenmeyer de 250 mL, introduire 2,5 g de poudre végétale séchée et 10 mL de
NaOH ou KOH a 10 %. L’objectif est de bien humecter la poudre de maniere homogene.
Laisser en contact pendant au moins 15 mn sous agitation magnétique. Ajouter 30 mL de
dichlorométhane puis agiter pendant 15 mn. Filtrer directement dans une ampoule a décanter
de 100 mL. Extraire la phase organique par 2 fois 10 mL de H,SO4a 10 %. Réunir les 2

extraits aqueux (total = environ 20 mL)
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2.1.6.2 Caractérisation

Introduire 1 mL de filtrat dans deux tubes a essais puis, ajouté au premier tube, 5 gouttes de
réactif de Mayer et au second, 5 gouttes de Dragendorff. En présence d’alcaloide il se forme

un précipité jaune blanchatre dans le tube 1 et rouge-orangé dans le tube 2.

En cas de réaction positive, confirmer ce résultat en introduisant 10 mL du filtrat dans une
ampoule a décanter puis ajouter environ 10 mL de NaOH a 10 % ou KOH a 10 % et 20 mL (2
fois 10 mL) de dichlorométhane. Soutirer la phase dichlorométhane et séchée sur du sulfate de
sodium anhydre puis la partagée a part égal dans deux tubes a essais préalablement taré.
Evaporer a sec au bain marie puis reprendre les résidus contenus dans le premier avec 2 mL
de HCI 10 %, repartis encore en deux tubes et réessayé les révélateurs généraux des

alcaloides.

2.1.7 Hétérosides cardiotoniques
» Extraction

Solution a analyser : Introduire dans un tube a essai de la poudre végétale (1 g), d’éthanol a
60° alcoolique (10 mL) et d’une solution d’acétate neutre de plomb a 10 % (5 mL). Porter le
mélange au bain-marie bouillant pendant 10 minutes puis filtrer. Agiter le filtrat avec 10 mL
de dichlorométhane tout en évitant la formation d’une émulsion. Apres agitation et séparation,
partager la phase dichlorométhane entre 3 tubes a essai puis évaporer a sec. Reprendre le

résidu de chaque tube avec de I’isopropanol (0,4 mL).

» Caractérisation

Introduire dans le tube 1 (1 mL du réactif de Baljet), tube 2 (I mL du réactif de Kedde) et
dans le tube 3 (1 mL du réactif de Raymond-Martoud). Ensuite, ajouter dans chaque tube 4
gouttes de KOH a 5 % dans 1’éthanol a 60°. Apres 10 minutes, en présence de cardénolide, les
colorations suivantes se développent : (ube 1 : orangée) ; (tube 2 : rouge-violacée) (tube 3 :

violet fugace)
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2.2 Déréplication

2.2.1 Profilage UHPLC-HRMS

Les profils de métabolites ont été acquis en utilisant un instrument UHPLC-DAD-CAD-
LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Royaume-Uni) équipé d'une source d'ionisation
par ¢lectronébulisation (ESI). Le systétme UHPLC consistait en une UHPLC Ultimate 3000
(Thermo Fisher Scientific, Royaume-Uni) équipée d'une colonne Acquity BEH C18 (100 x
2,1 mm id., 1,7 um, Waters, USA). La phase mobile était composée de solvant A (0,1 %
d'acide formique-eau) et de solvant B (0,1 % d'acide formique-acétonitrile) avec une élution
en gradient (0-0,5 min, 95 % A, 0,5-12 min, 95-5% A: 12-15 min, 5% A, 15-15,5 min, 5-95
% A, 15,5-19 min, 95 % A). Le débit de la phase mobile était de 0,3 mL/min.

Le volume d'injection était de 2 uL et la température de la colonne était maintenue a 40°C.
L'ionisation par électronébulisation a été appliquée en mode ions négatifs (NI) et ions positifs
(PI) dans les conditions suivantes : tension capillaire a 3,0 kV et 4,2 kV respectivement pour

NI et PI et température capillaire a 300 ° C.

La détection UV a été réalisée par un détecteur a barrette de diodes (DAD) de 210 a 400
nm. Les spectres de masse complets ont été enregistrés entre 100 et 1500 Da. Les spectres de
masse CID (Collision Induced Dissociation) ont été obtenus en utilisant les parametres
suivant : énergie de collision normalisée a 35 %, largeur d'isolement 2Da, activation Q 0,250.
L'étalonnage de masse externe a ¢té¢ accompli avant de commencer l'expérience. Le couplage
au CAD (Charged Aerosol Detector) a été réalis¢ a 1’aide d’un split 1:1 en sortie du détecteur

DAD pour moitié au spectromeétre de masse et moiti¢ en CAD.

2.2.2 Traitement des données et analyses statistiques

Le traitement des données et l'analyse statistique ont ¢été réalisés comme décrit
précédemment par Chervin et al. (2017). En bref, les données brutes UHPLC-HRMS ont été
traitées avec MS-Dial v.2.56 (Tsugawa et al., 2015) pour l'extraction de signaux de masse et
l'alignement des pics. La liste de paires (m/z-RT) résultante a ensuite été exportée dans un
format de fichier CSV (valeurs séparées par des virgules) pour procéder a l'analyse de
données. La prédiction de la formule moléculaire et I'annotation des composés (paires m / z,
RT) ont été calculées avec MS-FINDER 2.10 (Tsugawa et al., 2016). Le Dictionnaire des
produits naturels (DNP, CRC press, v25: 2) a été sélectionné.
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L'interrogation de base de données a été effectuée apreés un processus en trois étapes. Les
composés déja connus appartenant a au genre Terminalia ont d'abord été analysés, puis ceux
appartenant a la famille des Combretaceae, et enfin, les molécules présentes dans toutes les
bases de données des plantes ont été interrogées. Les résultats ont été présentés sous la forme
d'une liste de composés triés en fonction d'une valeur de score pour chaque correspondance.
Cette valeur est proportionnelle a I’écart en masse, le score du modele isotopique
théorique/expérimental et la fragmentation MS / MS expérimentale par rapport a la
fragmentation in silico de la structure candidate. Les composés ayant un score ¢levé ont été

retenus.
3. Résultats et discussion

3.1 Criblage phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique par les réactions de caractérisation en tube sont
présentés dans le tableau 13. Les tanins, flavonoides, saponosides, dérivés anthracéniques,
oses et holosides, mucilages et stérols et triterpénes ont été mis en évidence dans la poudre
des feuilles et des racines. Par contre, dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas
pu mettre en évidence la présence d’alcaloides, des composés réducteurs et des hétérosides

cardiotoniques dans les deux échantillons.

Nos résultats obtenus sur les racines sont similaires a ceux de Yakubu et al., (2014) qui ont
mis en évidence la présence des tanins, flavonoides, saponines dans I’extrait éthanolique des
racines de Terminalia macroptera récoltée au Nigéria.La présence de certains métabolites
secondaires tels que tanins, saponines et stérols ou triterpenes ont été signalés dans d’autres
especes de Terminalia, notamment Terminaliaarjuna (Roxb. ex DC.) Wight & Arn. (Kumar
et al., 2013 ; Akhter et al., 2012), Terminaliacatappa L. (Neelavathi et al., 2013 ; Muhammad
et Mudi, 2011), Terminalia glaucescens Planch. ex Benth. (Adebayo et Ishola, 2009),

Terminaliaavicennioides Guill. & Perr. (Kubmarawa et al., 2007).

3.2  Approche métabolomique basée sur UHPLC-HRMS

L’analyse qualitative par LC-CAD-MS de [IDextrait éthanolique des racines de
TerminaliamacropteraGuill. & Perr. (Combretaceae) a révélé la présence de 11 pics

majoritaires. Ces pics sont numérotés de 1 a 11 sur la figure 10A.
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Figure 10: Approche multiplexée pour 1’analyse de I’extrait TMR: A) Orbitrap-MS en mode ESI négatif;
B) signaux du détecteur CAD; C) Chromatogramme PDA (200-400nm). Numérotation des pics suivant le
tableau 14.

La majorité des pics ayant un temps de rétention inférieure a 4 minutes (figure 10C)
absorbent aux UV (200 — 400 nm). Cinq pics majoritaires ont été identifiés en utilisant le
détecteur CAD (figure 10B) et se situent au-dela de 4 minutes. La méthode de déréplication
par MSfinder a permis d’annoter ces compos€s majoritaires, retrouvés pour la plupart au sein
de la famille des Combretaceae. Les cinq composés majoritaires identifiés sont la terminaline
(3), I’acide oleaterminaloique C (6), l'acide-Tri-O-caffeoylquinique (8), 1’acide ellagiqueTri-
Me éther (10) et 1’acide oleaterminaloiqueB (11) (Voir tableau 14).

Les 10 composés identifiés (figure 11) appartiennent principalement a la famille des tanins et
des triterpénoides, familles caractérisées par ailleurs dans les racines et les feuilles par le test

de criblage phytochimique (Voir tableau 13).
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Ces résultats sont confirmés par plusieurs travaux ayant mis en évidence la présence
de l'acide gallique, la punicalagine, la terflavine A, la terchebuline, 1'acide ellagique, I'acide
3,38-di-O-methylellagique et l'acide 3,38,4,48-tetra-O-methylellagique dans les racines de

Terminaliamacroptera(Voir tableau 15).

Cependant, mis a part pour 1’acide ellagique, les propriétés antiinflammatoires,
antalgiques, antipyrétiques et hépatoprotectrices des composés identifiés n’ont pas été
¢tudiées. Rogerio et al. (2006) ont démontré que I’acide ellagique administré par voie orale a
des doses de 1, 10 et 100 mg/kg chez des souris posséde des propriétés antalgiques,
antipyrétiques et antiinflammatoires en réduisant significativement la douleur induite par
I’acide acétique, I’inflammation induite par la carraghénine et la pyrexie induite par le

lipopolysaccharide.

Girish et Pradhan, (2012) ont démontré que 1’acide ellagique a une dose de 50-100
mg/kg, administrée par voie orale chez des souris posséde des propriétés hépatoprotectrices.
Le foie des rats a ainsi été protégé contre 1’intoxication induite par le CCl, en réduisant le taux
des transaminases. Ces résultats suggérent que les activités antalgiques, antipyrétiques,
antiinflammatoires et hépatoprotectrices des extraits éthanoliques a 90 % des feuilles et des
racines de Terminalia macroptera pourraient €tre dues, au moins en partie, a la présence de

I’acide ellagique.

Par ailleurs, parmi les 10 composés identifiés, seules les propriétés antiplasmodiales
de I’acide flavogallonique et 1’acide ellagique ont été reportées dans la littérature. Ainsi, des
travaux ont montré une activité antiplasmodiale in vitro modérée sur des souches de
Plasmodium falciparum K1 et 3D7 (Clso de 8.35 pg/mL et 8.89 ug/mL, respectivement) de
I’acide flavogallonique avec un indice de sélectivité sur les cellules dérivées du cceur de
souris nouveau-né (NBMH) supérieur a 168 (Shuaibu et al., 2008). De plus, Verotta et al.
(2001) ont montré que 1’acide ellagique isolé¢ de Tristaniopsis callobuxus Brongn. & Gris
(Myrtaceae), possédait une activité antiplasmodiale importante avec une Clsy comprise entre
0.103 et 0.145 pg/mL (équivalent a une concentration comprise entre 0.331 - 0.480 uM) quel

que soit le niveau de résistance de la souche de Plasmodium utilisée.
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Des résultats similaires ont été obtenus par Banzouzi et al., (2002) avec de l'acide
ellagique isolée de Alchornea cordifolia (Schumach. & Thonn.) Miill. Arg. (Euphorbiaceae) et
par Soh et al., (2009) avec de I’acide ellagique commercial. L’activité antiplasmodiale de
'acide ellagique a également été démontrée in vivo sur des souris infectées par Plamodium

vinckei petteri en utilisant le test Peters.

Ainsi, les travaux de Soh et al. (2009) montrent que l'acide ellagique inhibe la
parasitémie lorsqu’il est administré par voie intrapéritonéale a des doses de 1, 50 et 100
mg/kg/j avec plus de 50 % d’inhibition pour la dose de 1 mg/kg/j et 100 % d’inhibition a la
dose de 50 et 100 mg/kg/j. En revanche, Reddy et al. (2007) n’ont trouvé aucune activité
antiplasmodiale de I'acide ellagique extrait de Punica granatum L. (Lythraceae). Par ailleurs,
en dehors des molécules caractérisées dans 1’extrait de racines de 7. macroptera, d’autres
molécules isolées des especes de la famille des Combretaceae ont également démontré des
propriétés antiplasmodiales (voir tableau 16), antalgiques, antiinflammatoires et

hépatoprotectrices (voir tableau 17).

Tableau 13: Les constituants chimiques identifiés dans la poudre des feuilles et des racines Terminalia
macroptera Guill. & Perr.(Combretaceae)

Constituants chimiques Feuilles Racines
Tanins + +
Flavonoides + +
Stérols et terpenes + +
Saponosides (indice de mousse) +(100) +(333,3)
Oses et holosides + +
Mucilages + +
Dérivés anthracéniques + +

Hétéroside cardiotoniques -
Coumarines +
Composés réducteurs -
Caroténoides -

Alcaloides -

+ : Présence ; - : Absence
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Tableau 14 : Propositions d’identifications structurales des pics détectés par HRMS et MS / MS en utlisant les bases de données MS finder et DNP ;

o
:ic de RT m/z MF ADa Tentative d'identification des composés | Trouvé dans Classe chimique Activité biologique *Référence
468.997 [M- L . . .
1 2.13 HI- CyH10013 | 0.007 Flavogallonic acid T.catappa (Combretaceae) Tanins Antiplasmodiale in vitro [1]
2 3.11 541.0167 0.006 Inconnu
603.0075 - T. Oblongata . X
3 34 [M+H]+ CH 19046 | 0.005 Terminalin (Combretaceae) Tanins Non rapportée
303.0150 L L . Antiplasmodiale, antiinflammatoire, antalgique, )
4 3.66 [M+H]+ Cy4HOs 0.001 Ellagic acid ubiquitaire Tanins antipyrétique, hépatoprotectrice [2-6]
461.0644 [M- Ellagic acid Di-Me ether, -O-B-D- Terminalia superba . R
5 4.55 H]- C,Hi501, | 0.008 xylopyranoside (Combretaceac) Tanins Non rapportée
505.3547 . . . . . — .
6 4.75 [M+H]+ C30Hy 06 | 0.003 Oleaterminaloic acid C T. arjuna (Combretaceae) | Triterpénoides Non rapportée
519.3235 [M- . . T. bellerica; T. arjuna . .
7 4.9 HJ- C;30Hss07 | 0.009 Bellericagenin B (Combretaceac) Triterpénoides Non rapportée
8 5.16 695.1531 C34H300 0.009 Tri-O-caffeoylquinic acid biquitair. Lignan Non rapportée
. [M-+H20-H]- 34H30015 . affeoylquinic ubiqu e g es oD
9 5.89 151%}'3218 [M- C3oH4306 | 0.0003 Sericic acid Terminalia sp. Triterpénoides Non rapportée
10 6.01 i:]z"o‘“] (M- C7H120s | 0.005 Ellagic acid Tri-Me ether ubiquitaire Tanins Non rapportée
487.3343 . Lo - . P .
11 6.65 [M+H]+ C;30H40s | 0.0003 Oleaterminaloic acid B T. arjuna (Combretaceae) | Triterpénoides Non rapportée

*(1-Shuaibu et al., 2008) ; (2-Soh et al., 2009); (3-Banzouzi et al.., 2002); (4-Verotta et al.

2001), (5-Girish et Pradhan, 2012) ; (6-Rogerio et al., 2006)
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Tableau 15 : La composition chimique de Terminalia macroptera rapportée dans la littérature

Partie de la plante Constituants phytochimiques Molécules isolées Références

o,B-punicalagin (1),a,B-terchebulin (2), gallic acid (3), ellagic acid (4),
Saponines, alcaloides, tanins, flavonoides terflavin A (5), 3,38di-O-methylellagic acid (6) and 3,4,38,48-tetra-O-
Racines et stéroides methylellagic acid (7). [1-3]

Arjungenin (1), sericic acid (2), arjunic acid (3), terminolic acid (4),
galloylarjunolic acid (5), arjunglucoside 1 (6), sericoside (7), 23-
galloylarjtmolic acid (8), 28-O- p-u- glucopyranosyl ester (9),
isoterchebulin (10), 4,6-O-isoterchebuloyl-D-glucose (11) , 2,3-O-(S)-
hexahydroxydiphenoyl-D-glucose (12), punicalagin (13), terflavin A
(14), terflavin B (15) , 15 2-O-galloyl-punicalin (16), punicacortein C
(17), vanillic acid (18), 4-O-B-D-(6"-O-galloyl) glucopyranoside (19),
3,3" 4'-tri-O-methylellagic acid (20) and 24-deoxy-sericoside
Ecorces Tanins, flavonoides chebuloside II (21) [4-7]

Alcaloides, glucosides cyanogéniques,
anthraquinones, terpenoides, flavonoides,
Ecorces de tronc tannis et saponines [8]

Références mentionnées dans le tableau 14 :(1-Yakubu et al., 2015) ; (2-Silva et al., 2012) ; (3-Silva et al., 2000) ; (4-Etuk et al., 2009) ; (5-Conrad et al., 2001a) ; (6-Conrad et al., 2001b) ;
(7-Conrad et al., 1998) ; (8-Akpovona et al., 2016).
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Tableau 16: Activité antipaludique et cytotoxicité des molécules isolées des espéces de la famille des Combretaceae

Classe des

Activité antiplasmodiale, Cls) en

Cytotoxicité, CCsy en pg/mL (uM) /

Indice de

| . s T AFA

Espéces Molécule isolée molécules pg/mL (uM) / souche utilisée lignée cellulaire utilisée sélectivité Référence

I/f:r‘r’ge'ssus leiocarpa (DC.) Guill. & Quercetine Flavonoides (6.6)/ K1 68.1/L6 ND (1]
Procyanidine B2 Flavonoides (5.3)/K1 34/L6 11
Kaempferol Flavonoides (20.4) /K1 31.7/L6 5.5

Anogeissus leiocarpa(DC.) Guill. & Perr.

et Terminalia avicennioidesGuill. & Castalagine Tanins 9.63 (10.3) /K1 >1500 (1606) / NBMH >142-155 [2]

Perr.
Punicalagine Tanins 8.79 (8.1)/ K1 >1500 (1384) / NBMH >159-171
Terchebuline Tanins 8.49 (8.2) /K1 >1500 (1384) / NBMH >169-177

Guiera senegalensis J.F.Gmel. Guieranone A Alcaloides 1.29+0.04 (4.08+0.13) / W2 4.26 (13.48) / THPI1 3.30 [3]
Harmane Alcaloides 3.29+0.24 (18.10£1.32) / W2 >50 (>275) / THP1 >15.19 [3]
Harmane Alcaloides 2.2/D6 49 / THP1 22.27 [4]
Tetrahydroharmane Alcaloides 3.9/D6 90/ THP1 23.08 [4]
Tetrahydroharmane Alcaloides 1.4/ W2 90/ THP1 64.28 [4]

*Références mentionnées dans le tableau 15: (1-Attioua et al., 2011) ; (2-Shuaibi et al., 2008) ; (Fiot et al., 2006) ; (Ancolio et al., 2002)
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Tableau 17 : Activités antalgiques, antiinflammatoires et hépatoprotectrices des molécules isolées de la famille des Combretaceae

Espéces Molécule isolée Classe Activité pharmacologique Modéle retenu *Référence
Lo I . X . In vivo: Hépatotoxicité-galactosamine et

Terminalia catappa L. Corilagine Tanins Hépatoprotectrice lipopolysaccharide [1]
Punicalagine Tanins Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-carraghénine [2]
Punicaline Tanins Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-carraghénine [2]

Terminalia belerica Roxb. Acide gallique Tanins Hépatoprotectrice In vivo: Hépatotoxicité-CCl4 [3]

Combretum molle R.Br. ex G.Don p —d—glucopyr]anosyl 29 > 3p, 6p-trihydroxy- Triterpénoides Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-carraghénine [4]
23-galloyloléane-12-éne-28-oate
Combregénine Triterpénoides Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-carraghénine [4]
Arjungénine Triterpénoides Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-carraghénine [4]
glucoside d'acide mollique Triterpénoides Antiinflammatoire In vivo: (Edéme-albumine d'ceuf [5]

Combretum molle R.Br. ex G.Don Glucoside d'acide mollique Triterpénoides Antalgique [n vivo: douleur-acide acétique et plaque [5]

chauffante
Combretum quadrangulare Kurz 1-0-Galloyl-6-O-(4-hydroxy-3,5- Tanins Hépatoprotectrice In vitro: Hépatotoxicité-D-galactosamine/TNF-o.  [6]

dimethoxy)benzoyl-p-D-glucose

*Références mentionnées dans le tableau 16 : (1-Kinoshita et al., 2007) ; (2-Fahmy et al., 2015) ; (3-Jadon et al., 2007) ; (4-Ponou et al., 2008) ; (5-Ojewole, 2008) ;

(Roy et al., 2014)
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Figure 11 : Structure chimique des 10 composés identifiés dans 1’extrait éthanolique 90 % des racines par Déréplication

148



<)

CHAPITRE 5 : CONTROLE DE QUALITE DE LA
POUDRE DES FEUILLES ET DES RACINES DE
TERMINALIA MACROPTERA GUILL. & PERR.
(COMBRETACEAE)

149



CHAPITRE 5 : CONTROLE DE QUALITE DE LA POUDRE DES FEUILLES ET DES RACINES DE TERMINALIA MACROPTERA
GUILL. & PERR. (COMBRETACEAE)

1. Contexte et objectif

Les médicaments a base de plantes sont généralement facilement disponibles, moins cotliteux
et ont peu ou pas d’effets secondaires. Cependant 1’un des inconvénients est la falsification de

la matiére premiére par des corps étranger dans le but d’augmenter le poids.

Cette étude a pour but de fournir les critéres de diagnose pour contrdler la qualité de la poudre
des feuilles et des racines de Terminalia macroptera en déterminant les parametres botaniques
et physicochimiques. Ces paramétres vont permettre de définir les standards de pharmacopée

pour éviter les falsifications.
2. Matériel et méthodes
2.1 Controle botanique

2.1.1 Examen macroscopique

L’examen macroscopique a porté sur la description morphologique des feuilles et des racines
et sur la description des caractéres organoleptiques (la taille, la couleur, I’odeur et la saveur)

de la poudre des feuilles et des racines.

2.1.2 Analyse histologique

Les structures anatomiques des feuilles et des racines ont été¢ déterminées selon la méthode

décrite dans la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, édition en vigueur).

e Des coupes transversales fines des feuilles ou des racines sont trempées dans une
solution d’hypochlorite de sodium pendant au moins 10 mn en agitant de temps en
temps. Les coupes sont ensuite retirées de ce bain, lavées deux fois a I’eau distillée puis
plongées dans le réactif de Mirande (Carmino-vert) et laissées en contact pendant 3 mn
environ.

e Les coupes sont ensuite et lavées deux fois a 1’eau distillée, puis la coupe nettoyée et
colorée est montées entre lame et lamelle dans une goutte de glycérine tout en évitant la
formation de bulles d'air.

e La préparation est examinée au faible grossissement, puis au fort grossissement.

e Les ¢éléments histologiques de la coupe objet de I’examen sont photographiés grace a un

appareil photo de marque NIKON couplé au microscope de marque LYCA.
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2.1.3 Examen microscopique de la poudre

Les structures anatomiques des feuilles et des racines ont été¢ déterminées selon la méthode

décrite dans la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, édition en vigueur).

e Une petite quantité de la poudre a 1’aide d’une spatule est prélevée puis placée dans un

verre de montre, et triturée avec I'hydrate de chloral;

e Une petite quantité¢ de ce mélange est montée sur une lame de verre propre, , recouverte
d'une lamelle. On appuie légerement pour homogénéiser la préparation, puis on absorbe

les bavures a 1’aide d’un papier buvard ;
e L'examen se fait avec au microscope au faible grossissement, puis au fort grossissement.

e Les ¢léments caractéristiques de la poudre objet de I’examen sont photographiés grace a

un appareil photo de marque NIKON couplé au microscope de marque LYCA
2.2 Controle physicochimique

2.2.1 Teneur en eau:

Le principe consiste en la détermination de la perte en masse d’une quantité connue de poudre

par dessiccation a I’étuve ou au four réglée a la température de 103°C+ 2°C pendant 24 h.

Cinq verres de montre sont tarés, puis on y introduit des prises d’essai (PE) de 2 a 3 g (pesées
au mg pres). Les verres de montre (contenant les poudres) ont été pesés avant de les introduire
dans I’étuve réglée a 103 £ 2 °C pour une dessiccation pendant 24 h. Au sortir de I’étuve les
poudres sont laissées a refroidir dans un dessiccateur contenant un desséchant (chlorure de

calcium, anhydride phosphorique) et ensuite pesées.

Le résultat est exprimé en pourcentage en eau qui est calculé selon la formule suivante :

% Eau = —asseeau . 400

Prise d/essai

2.2.2 Teneur en cendre totale

Les cendres proviennent des tissus de la plante ou des éléments étrangers (sable,
terre...) adhérant a la drogue végétale. Elles sont obtenues par calcination complete de la
maticre végétale dans 1’air. La teneur en cendres est obtenue par dosage pondéral des cendres

blanches obtenues par calcination de la drogue végétale dans un four.
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Trois creusets en fer ou en porcelaine sont tarés (T) et des prises d’essai (PE) sont introduites.
Les creusets contenant les poudres (M) sont pesé€s avant d'étre introduits dans le four réglé a
600 °C pour une calcination pendant 6 h. Au sortir du four les cendres sont laissées a
refroidir dans un dessiccateur contenant un desséchant (chlorure de calcium, anhydride

phosphorique) et ensuite pesées (M’).

Le résultat est exprimé en pourcentage de cendres totales qui est calculé selon la formule

suivante :

Masses cendres (MCt) x 100
Prise d’essai (PE)

% Cendres totales =

2.2.3 Teneur en cendre insoluble dans I’acide chlorhydrique

C’est une évaluation du contenu en constituants siliceux de la matie¢re végétale. Les cendres

sont obtenues a partir de I’action de 1’acide chlorhydrique dilué a 10 % sur les cendres totales.

Les cendres totales sont introduites dans un erlenmeyer et ajouté 20 ml d’acide chlorhydrique
a 10 %. L’ensemble a été¢ porté a ébullition pendant 15 mn au bain-marie. Apres
refroidissement, on recueilli et on lave la matiére non soluble sur un papier filtre sans cendre,

puis on transfere le filtre dans un creuset sec préalablement taré (T).

Le creuset contenant le papier filtre est ensuite séché a 1’étuve (1-2 heures) et pesé (M) puis
calciné pendant 6 heures au four a la température de 600 °C. Apres refroidissement dans un

dessiccateur, le creuset contenant les cendres est pesé (M”).

Le résultat est exprimé en pourcentage de cendres insoluble dans 1’acide chlorhydrique qui est

calculé selon la formule suivante :

Masse cendres x 100

% Cendres insolubles dans l'acide chlorhydrique = Prise d'essa
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3. Résultats
3.1 Etude botanique

3.1.1 Description morphologique

¢ Feuilles
Feuilles caduques, dépourvues de stipules, alternes, disposées de fagon spiralée sur le rameau,
dispersées le long des branches, mais fréquemment rassemblées en touffes a I’extrémité (Voir

figure 12).

Feuilles, subsessiles ou a pétiole court (0 a 2 cm de long), décurrent, glabres, simples et
enticres, elliptiques a obovales, mesurant de 1 a 37 cm de long et 6 a 17 cm de diametre dans
sa plus grande largeur ; le limbe, épais, coriace, d’un vert terne, a base graduellement
atténuée et a apex arrondi, obtus ou courtement acuminé ; la nervation est pennée avec 12 a
15 paires de nervures secondaires, nettement apparentes sur les deux faces ; absence de 2

glandes a la base de la nervure médiane (Voir figure 13).
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Figure 12 : Terminalia macroptera Guill. & Perr. - Sommités feuillues
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Figure 13 : Terminalia macroptera Guill. & Perr. — Feuille

A gauche : face supérieure A droite : face inférieure
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+ Racines
Fragments de taille variable pouvant atteindre jusqu’a 1 m de long et un diamétre voisin de 30
cm ; la surface externe est grisatre, couverte de plaques écailleuses qui s’exfolient trés
facilement (Voir figure 14) ; la section extrémement fibreuse, montre un anneau externe, fin
et grisatre, et un systtme conducteur brun- jaune clair composé¢ de deux anneaux
concentriques striés radialement: I’'un correspond au phloéme, trés fibreux, et occupe environ
Yaa 1/3 de la section (Voir figure 16B), I’autre, central, au xyleme et occupe environ la moitié
de la section. Des ponctuations, correspondant & des amas fibreux, placées sur des cercles
concentriques parcourent la section au niveau du systéme conducteur (Voir figure 16A). La

section longitudinale montre une structure extrémement fibreuse (Voir figure 15).

Figure 14 : Terminalia macroptera Guill. & Perr. — Racine
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Figure 15 : Terminalia macroptera Guill. & Perr. — Racine

Figure 16 : Terminalia macroptera Guill. & Perr. — Racine (section)
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3.1.2 Caractéres organoleptiques des poudres

L’¢évaluation des caractéres organoleptiques de la poudre des feuilles et des racines a révélé
que la poudre de feuille était de couleur verte et celle des racines de couleur beige. Les deux

poudres étaient fines avec une odeur non caractéristique et un goiit peu amer
3.1.3 Histologie

3.1.3.1 Feuilles

Montée dans le réactif de Mirande (Carmino-vert), la section transversale d’une feuille
présente une nervure médiane avec une face supérieure légérement convexe et une face

inférieure nettement bombée et un limbe étroit (Voir figure 17).

Figure 17 : Terminalia macroptera-Section transversale de la nervure principale de la feuille (vue
générale)
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+* Nervure médiane

Les tissus sont, de la face supérieure a la face inférieure,

I’épiderme supérieur cuticularisé glabre composé de cellules plus ou moins

isodiamétriques

le parenchyme collenchymateux dans les parties les plus externes composé de

cellules arrondies a ovoides dont certaines contiennent des macles d‘oxalate de

calcium

le systétme conducteur composé d’un arc libéro-ligneux surmonté de deux arcs

surnuméraires inversés, donnant a 1’ensemble 1’aspect d’'un anneau plus ou moins

fermé.

(@]

o

Des amas de fibres péricycliques entourent le systéme conducteur

Les arcs libéro-ligneux, de structure secondaire, sont traversés par de nombreux
rayons médullaires unisériés contenant de petites macles d’oxalate de calcium.
Les ¢léments de structure primaire (bois et liber) sont encore nettement visibles
en bordure des arcs secondaires

Du liber interne (ou périmédullaire) en amas bordent le pourtour intérieur des
arcs de bois

Des canaux lysigenes a mucilage se situent sur le pourtour interne de 1’arc de
bois avant le liber interne ; fréquemment un seul canal apparait au centre de 1’arc
principal; cependant, plus la section transversale est proche du pétiole, plus le

nombre de canaux est important, de 3 a 6 (Voir figure 18).
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r—--

Macle d’oxalate de calcium

Liber interne

Canal sécréteur

—— > Fibres péricycliques

Figure 18 : Terminalia macroptera -détail de la section transversale de la nervure médiane.
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++ Limbe

Le limbe, bifacial comprend, de la partie supérieure a la partie inférieure (Voir figure 18),

e [’¢épiderme supérieur, cuticularisée, constitu¢ de cellules plus ou moins

isodiamétriques

e Le parenchyme palissadique composé généralement d’une assise comprenant des

cellules allongées et d’un faible diametre ;

e Le parenchyme lacuneux occupant environ le tiers de la section ; 1’assise sous-
jacente au parenchyme palissadique comprend des cellules faiblement allongées et
d’un diametre plus élevé que le parenchyme palissadique ; certains auteurs (Tilney,

2002) qualifient cette assise de « palissadic- like »

e De nombreuses macles d’oxalate de calcium se rencontrent dans tous les

parenchymes

e [’¢épiderme inférieur, composé de cellules épidermiques et de stomates

161



CHAPITRE 5 : CONTROLE DE QUALITE DE LA POUDRE DES FEUILLES ET DES RACINES DE TERMINALIA MACROPTERA
GUILL. & PERR. (COMBRETACEAE)

Epiderme supérieur

Parenchyme palissadique

Nervure secondaire

Parenchyme lacuneux

Epiderme inférieur

Figure 19 : Terminalia macroptera - détail de la section transversale du limbe
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3.1.3.2 Racines

Montée dans le réactif de Mirande (Carmino-vert), la section transversale d’une racine
présente une forme circulaire. La dessiccation de la racine provoque une rupture des tissus au
niveau du cambium. L’examen de la section transversale nécessite, de ce fait, deux montages
distincts : I’'un composé de la partie externe de la racine, du suber jusqu’au cambium, et

I’autre de la partie centrale, du cambium au centre de la section.

Figure 20 : Terminalia macroptera - Section transversale de I’écorce de la racine
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—> Suber

Suber

Suber

Figure 21 : Terminalia macroptera -Section transversale de 1’écorce de la racine — Détail subers successifs

Le tissu de revétement de structure secondaire comprend

Le suber fortement développé composé de cellules superposées aplaties et étroites

L’assise génératrice subéro-phellodermique peu visible

Le phelloderme réduit,

Le parenchyme cortical est quasiment inexistant du fait de la formation d’assises génératrices
subéro-phellodermiques successives qui occupent toute 1’écorce externe ; la présence du

parenchyme cortical se signale par des restes de parois lignifiées et écrasées entre le suber et

le liber
Le liber secondaire est fortement développé. Il comprend

e Un parenchyme libérien aux cellules souvent légerement lignifiées et contenant de
nombreuses macles d’oxalate de calcium de taille variable et des grains d‘amidon,
ovoides de 2 a 10 um de longueur; il est fréquemment écrasé¢ ne montrant plus que les

restes des parois lignifiées ;
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e Des amas de tubes criblés peu visibles situés dans la partie la plus profonde de la
section

e Des fibres lignifiées a paroi épaissie et lumiere étroite disposées en amas et réparties
en strates successives dans le liber

e Des rayons médullaires unis a plurisériés

Suber

Amas de fibres

Rayon médullaire

Macle d’oxalate de calcium

Parenchyme libérien

Figure 22 : Terminalia macroptera- détail section transversale de la partie externe de la racine
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La section longitudinale (Voir figure 22) montre que les macles d’oxalate de calcium sont

souvent situées le long des fibres et se répartissent des files de cellules

Fibre libérienne

Macle d’oxalate de calcium

Grains d’amidon

Figure 23 : Terminalia macroptera- détail section longitudinale de la partie externe de la racine

Le cambium sépare la partie externe du bois. Le bois est entierement lignifié. Il est constitué

de :

e vaisseaux d’un diameétre pouvant étre supérieur a 300pum, isolés ou associés par 2 ou 3 ;

e parenchyme ligneux lignifié, constitué¢ de cellules a paroi légerement et réguliérement
épaissie et ponctuées

e fibres ligneuses a paroi tres épaissie et lumiere étroite, groupés en amas et disposées en
strates concentriques

e rayons médullaires uni, bi ou trisériés.

Des macles d’oxalate de calcium dont certaines de fort diametre (plus de 200 pm de diametre)
et des grains d’amidon ovoides (environ 10 pm de long) sont présents dans tous les

parenchymes.
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Dans certaines préparations, des canaux verticaux a mucilage sont présents ; ils sont disposés

en strates.

Cambium

Vaisseau

Rayon médullaire

—> Fibres

Parenchyme ligneux

—>  Amidon

Canal a mucilage

—>  Macle d’oxalate de calcium

Figure 24 : Terminalia macroptera - Section transversale de la racine — Détail du bois
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3.1.4 Microscopie des poudres

3.1.4.1 Poudre des feuilles

La poudre des feuilles montée dans la solution d’hydrate de chloral a montré la présence :

e Des macles d’oxalate de calcium (environ 50-60 pum de diamétre) provenant des
parenchymes (Voir figure 25A) ou de tres petites tailles et souvent alignées provenant

des rayons médullaires (Voir figure 25B)

e Des fibres libériennes en amas (Voir figure 25C) associées ou non a des vaisseaux

conducteurs (Voir figure 25D)

e Des fragments d’épiderme supérieur, vus de face, a cellules polyédriques et quelques
stomates (Voir figure 25E) accompagné de parenchyme palissadique et des fragments
d’épiderme inférieur a cellules lobées portant des stomates de type anomocytique (Voir

figure 25F) a 3 a 4 cellules annexes

Figure 25 : Eléments microscopiques de la poudre des feuilles de Terminalia macroptera
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3.1.4.2 Poudre des racines

La poudre de racine, montée dans la solution d’hydrate de chloral a montré la présence :

Des Macles d’oxalate de calcium libres (diamétre parfois supérieur a 150um) provenant des
parenchymes (Voir figure 26A) ou en files, de taille beaucoup plus modeste et inclus dans

des cellules provenant des rayons médullaires (Voir figure 26B)
De vaisseaux, de large diametre, a ponctuation aréolée (Voir figure 26C)

Des fragments de suber a cellules polyédriques a paroi fine et a contenu orangé (Voir figure

26D)

Des fragments des rayons médullaires a cellules plus ou moins rectangulaires, a paroi

légerement et régulierement épaissie et ponctuée (Voir figure 26E)

De nombreux amas de fibres longues et étroites, non septées, a paroi fortement lignifiée et

lumiére étroite (Voir figure 26F)

De nombreux grains d’amidon ovoides d’environ 10um de long généralement isolées ou
associés par 2 a 3 grains libres ou inclus dans des cellules parenchymateuses (Voir figure

26G).
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G

Figure 26 : Eléments microscopiques de la poudre des racines de Terminalia macroptera

3.2  Etude physicochimique

La teneur en eau était 7.7+0.5% et 8.3+0,3% respectivement pour les feuilles et les racines.
Les teneurs en cendres totales et en cendres insolubles dans 1’acide chlorhydrique étaient de
3.44+0.1 et 0.4% respectivement pour les feuilles et 7.17+0.1% et 1.7% respectivement pour
les racines. Les teneurs en cendres totales et en cendres insolubles dans 1’acide chlorhydrique

étaient plus €levées dans les racines que les feuilles
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4. Discussion

Du point de vue morphologique, nous avons retrouvé tous les signes caractéristiques
retenus par Hutchinson et Dalziel dans Flora of West Tropical Africa (Hutchinson et Dalziel,

1954).

Des nectaires foliaires existent chez les Combretaceae. Nous n’en avons pas retrouvé dans 7.
macroptera rejoignant ainsi la description de Guillemin et al. (1830) qui, dans la description

princeps de I’espéce, signale «Folia..., in petiolo decurrentia, eglandulosa,... ».

Cependant, Arbonnier dans Arbres, Arbustes et lianes des Zones séches d’Afrique de I’Ouest,
signale la présence sur la face inférieure (de la feuille) de deux glandes a la base de la nervure
primaire (Arbonnier, 2009). Tilney (2002) est également en faveur de la présence de
nectaires extra-floraux chez les Terminalia ; mais il précise qu’ils ne sont plus perceptibles

chez les feuilles adultes.

Du point de vue anatomique, la nervure centrale et le pétiole ont été étudiés chez les
Combretaceae de I’Afrique de 1’Ouest par Tilney (2002).Nous retrouvons dans 1’espéce

étudiée,
> les éléments caractéristiques de la famille des Combretaceae, a savoir,
La présence de :

e d’un arc libéro-ligneux surmonté¢ de deux arcs surnuméraires inversés donnant

I’aspect d’un anneau plus ou moins complet

de liber périmédullaire ou liber interne; les arcs de liber externe et de liber interne

ont tendance a se rejoindre en bordure des arcs

collenchyme abondant dans les parties externes du parenchyme

macles d’oxalate de calcium de grande taille dans les parenchymes et de petites

tailles dans le liber et les rayons médullaires

> les éléments caractéristiques du genre Terminalia

e canaux a mucilage, ce qui permet de le différencier du genre Combretum (absence

de canaux)

e absence de (poils sécréteurs, alors qu’ils sont présents dans le genre Combretum
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> les éléments caractéristiques de I’espéce Terminalia macroptera
e Nous n’avons pas trouvé de poils tecteurs sur les échantillons examinés

Verhoeven et Van der Schijff (1973), dans leur étude anatomique des feuilles de
Combretaceae d’Afrique du Sud, indiquent que toutes les Combretaceaepossedent des poils
tecteurs dits « poils de Combretaceae » : longs, unicellulaires, a extrémité pointue, a paroi
¢paisse et a base bulbeuse. Il est méme précisé que lorsqu’ils ne sont pas perceptibles, ils

existent dans les tiges jeunes ou les parties de la fleur.

Tilney (2002) fait la méme remarque et précise que, dans certaines especes (7. macroptera,

n'est pas mentionné dans ce travail) seules les feuilles jeunes portent des poils tecteurs.

Ce fait devrait étre vérifié sur des organes jeunes de 7. macroptera. Les rameaux et feuilles
examinés sont tous a I’age adulte et la présence de poils tecteurs n’a pu étre décelée méme

dans la drogue pulvérisée.

e Les épidermes présentent une différence nette entre 1’épiderme supérieur, finement
cuticularisée, a cellules a paroi rigide et faiblement stomatifere et 1’épiderme
inférieur a cellules a paroi sinueuse et portant de nombreux stomates

anomocytiques.

La présence de stomates anomocytiques est fréquente chez les Terminalia, cependant leur
localisation a la face supérieure semble relativement rare. Par contre, la forme des cellules
sinueuses a la face inférieure différentes de celle de la face supérieure a déja été signalée dans

plusieurs espéces de Terminalia de 1’ Afrique de 1’Ouest (Tilney, 2002).

Les références consultées ne font pas état de petits cristaux aciculaires dans 1’épiderme
supérieur mais il est souvent noté la présence importante de cristallisation d’oxalate de

calcium (Tilney, 2002 ; Guillemin et al. (1830).

Le bois des Combretaceae a été étudi¢ par de nombreux auteurs en raison de ’utilisation de
ces essences comme matériaux de construction. Cependant la plupart des travaux concernent

le tronc et les branches et non pas la racine.

Il est a remarquer la présence, dans Terminalia macroptera, de canaux sécréteurs a mucilage,

retrouvés dans certains échantillons et pas dans d’autres.

172



CHAPITRE 5 : CONTROLE DE QUALITE DE LA POUDRE DES FEUILLES ET DES RACINES DE TERMINALIA MACROPTERA
GUILL. & PERR. (COMBRETACEAE)

Ce type d’¢éléments a été décrit dans d’autre espéce du méme genre comme dans Terminalia
ivorensis A.Chev.(Lamb et Ntima, 1971) qui signale que des « Traumatic gum ducts » sont

présents de fagon occasionnelle.

L’origine traumatique des canaux n’a pas pu €tre établie sur les échantillons que nous avons
examinés. Cependant, si nous adhérons aux explications de Mirioni (1965) sur I’anatomie de
Combretaceae fossiles, « les canaux sécréteurs ont une origine pathologique en raison de leur
développement lysigeéne qui est prouvé par 1’absence de cellules sécrétrices. » Or, les canaux
que nous avons observés, n’ont pas de cellules sécrétrices bordantes et peuvent donc é&tre

qualifiés de lysigenes.

Le tissu de revétement de la racine est constitué par plusieurs assises concentriques subéro-

phellodermiques qui forment des couches successives de tissu mort qui s’exfolie.

L’origine de ce « périderme » semble profond et non superficiel ce qui engendre les couches

successives et, de ce fait, la disparition du parenchyme cortical.

La teneur en eau était inférieure a 10% dans les deux échantillons. Une teneur en eau élevée
(généralement supérieure a 10%) favorise la croissance des bactéries, des levures ou des
champignons pendant le stockage du matériel végétal (Chanda, 2014). La forte teneur en
cendre insoluble dans 1’acide chlorhydrique dans la poudre des racines que dans celle des
feuilles pourrait étre due a une contamination du matériel végétal par des €léments siliceux

(sable, poussiere) (Chanda, 2014).
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CHAPITRE 5 : CONTROLE DE QUALITE DE LA POUDRE DES FEUILLES ET DES RACINES DE TERMINALIA MACROPTERA
GUILL. & PERR. (COMBRETACEAE)

5. Conclusion

Les parameétres botaniques et physicochimiques ont ét¢ déterminés, permettant de vérifier
l'authenticit¢ de la poudre des feuilles et des racines de Terminalia macroptera. Les
caracteres diagnostiques de la drogue pulvérisée peuvent donc étre définis de la maniére

suivante :

e Feuille adulte pulvérisée

Présence de

o stomates anomocytiques

o stomates sur les 2 faces - adaxiale et abaxiale - de la feuille,

o cellules épidermiques adaxiales a paroi rigide et cellules épidermiques abaxiales a
paroi sinueuse

o amidon en grains ovoides d’environ 10pm de long

o nombreuses macles d’oxalate de calcium pouvant atteindre 100um de diameétre

Absence de poils tecteurs ou de poils sécréteurs

e Racine pulvérisée

Présence de

(@]

fibres longues et étroites, en amas, a paroi €paissie et lumiere réduite
o vaisseaux a ponctuations aréolés larges (plus de 300um de diametre
o macles d’oxalate de calcium de plus de 150um de diamétre

o amidon en grains ovoides d’environ 10um de long
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Au Mali, la recherche sur les plantes médicinales a ¢été trés dynamique depuis
I’indépendance avec la création en 1968 sous l'égide du ministere de la santé d’un
département de médecine traditionnelle (DMT) dont I'un des objectifs est d’évaluer et de
valoriser les produits de la médecine traditionnelle sous forme de médicament traditionnel
amélior¢ (MTA), et en particulier en ce qui concerne les antipaludiques. Nos travaux
s'inscrivent en ce sens, visant a valoriser l'usage traditionnel d'une espéce tres utilisée au Mali
pour la pathologie sumaya blen, aussi appelé paludisme grave par les guérisseurs

traditionnels.

Pour ce faire nous avons essayé de circonscrire le domaine d'activité des feuilles et des
racines de Terminalia macroptera a 1'aide de tests in vitro et in vivo pertinents, et d'évaluer
leur toxicité. Bien que les organes de cette espéce soient utilisés traditionnellement sous
forme d’extrait aqueux, (majoritairement en décoction) pour des raisons techniques et dans le
but d’extraire le maximum de composés, nous avons préparé pour €valuation des extraits

¢thanoliques 90 %.

1- Activités pharmacologique de Terminalia macroptera

1.1-  En ce qui concerne le paludisme simple

Les extraits éthanoliques 90 % des feuilles et des racines Terminalia macropterasont
actifs in vitro sur des souches de Plasmodium falciparum chloroquino-résistantes FcB1 avec

une Clsp de 1.2 ug/mL et 1.6 ng/mL respectivement.

Les extraits ¢éthanoliques des feuilles et racines de Terminalia macroptera (100 mg/kg)
administrés per os ont réduit la parasitémie (37.2 % et 46.4 % respectivement) chez les souris
infectées par Plasmodium chabaudi chabaudi au septieme jour de I’infection

comparativement aux souris non traitées.

Ces résultats montrent que [’extrait des racines est plus actif que [’extrait des feuilles sur le

paludisme simple induit par infection des souris par Plasmodium chabaudi chabaudi

Terminalia est un genre bien étudié spécialement pour l'activité antiplasmodiale en raison de
son utilisation traditionnelle contre le paludisme dans des régions endémiques (Iyamah et al.,

2015 ; Traoré et al., 2014 ; Nadembega et al., 2011 ; Okpekon et al., 2004 ; Malgras, 1992).
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Terminalia avicennioidesGuill. & Perr.Les extraits ont démontrés des propriétés

antiplasmodiales in vitro (Clsp< 5 pg/mL) et ou in vivo.

e Invitro : I’extrait dichlorométhane des feuilles (Clso = 1.6 pg/mL) et des écorces (3.6
png/mL) ont démontré une activité¢ antiplasmodiale sur la souche de Plasmodium
falciparum K1 (Sanon et al., 2013), un résultat similaire a été obtenu avec I’extrait
méthanol-eau (1 :1) des feuilles avec une Clsode 3.5 pg/mL (Ouattara et al., 2014).

e In vivo : D’extrait méthanolique des écorces (200 mg/kg, voie orale) a démontré une
activité antiplasmodiale sur un modele de paludisme simple en réduisant la parasitémie
induite (84 % d’inhibition au 5™ jour de I’infection) dans le test Peterschez des souris

infectées par Plasmodium berghei berghei NK 65(Omonkhua et al., 2013).

TerminaliaglaucescensPlanch. ex Benth.L’extrait méthanolique des feuilles a démontré une

activité antiplasmodiale in vitro sur des souches FcB1 (3.5 ng/mL) (Okpekon et al., 2004).

Terminalia bellirica (Gaertn.) Roxb. et deTerminalia chebulaRetz.Les extraits aqueux des
fruits (250 mg/kg, voie orale) ont démontré des propriétés antiplasmodiales in vivo sur un
modele de paludisme simple en inhibant (53.40 % et 68.89% d’inhibition respectivement au
5eme jour de I’infection) la parasitémie chez des souris infectées par Plasmodium berghei P —
line. Par contre ces extraits ne sont pas actifs (Clsp> 10 pug/mL) in vitro sur des souches de

Plasmodium falciparum K1 (Pinmai et al., 2011).

Nos résultats comparés aux résultats de ces différentes études montrent que :

e [L’effet antiplasmodial in vitro des extraits éthanoliques 90 % des feuilles et des racines
de Terminalia macroptera est équivalent a celui des extraits des feuilles de Terminalia
avicennioides et de Terminaliaglaucescens(Clso< 5 pg/mL) par contre ils sont plus

actifs que les extraits des fruits de Terminalia bellirica et de Terminalia chebula.

e Les extraits des écorces de Terminalia avicennioides (200 mg/kg, 84 % d’inhibition de
la parasitémie) et des fruits de Terminalia bellirica (250 mg/kg, 53.40 %) et de
Terminalia chebula(250 mg/kg, 68.89 %) sont plus actifs in vivo sur des modeles de
paludisme simple que les extraits éthanoliques 90 % des feuilles (100 mg/kg, 37.2 %) et
des racines (100 mg/kg, 46.4 %) de Terminalia macroptera. Cependant ces extraits sont
administrés a des doses 2 fois et 2.5 fois plus élevées que les extraits de Terminalia

macroptera.

177



DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Il serait donc intéressant de tester d’autres doses (200 — 400 mg/kg) pour les extraits de
Terminalia macroptera enfin de déterminer la dose efficace 50 (c’est-a-dire la dose qui
provoque 50 % d’inhibition de la parasitémie) dans le cas du paludisme simple.

Lorsque nos résultats sont comparés a ceux des MTA Malarial5® et SUMAFURA TIEMOKO
BENGALY®, nous constatons que :

e In vitro: les extraits éthanoliques 90 % des feuilles (Clso = 1.2 pg/mL, souche de
Plasmodium falciparum FcB1) et des racines (Clso = 1.6 ng/mL, souche de Plasmodium
falciparum FcB1) de Terminalia macroptera ont un effet antiplasmodial équivalent a
celui de I’extrait méthanolique de SUMAFURA TIEMOKO BENGALY®(Clso =1 pg/mL,
K1) (Diallo et al., 2007) par contre ils sont plus efficaces que le décocté lyophilisé du
Malarial5® (Cls, = 470 pg/mL, souche de Plasmodium falciparum chloroquino-
résistante FCZ) (Gasquet et al., 1993).

e Invivo : les extraits éthanoliques 90 % des feuilles (100 mg/kg, 37.2 % d’inhibition de
la parasitémie au 7°™ jour de I'infection) et des racines (100 mg/kg, 46.4 %) de

Terminalia macroptera sont plus efficaces que le décocté lyophilisé (200 mg/kg, 13 %)

du Malarial5® (Gasquet et al., 1993).

1.2-  En ce qui concerne le neuropaludisme

L'infection de certaines souches de souris (C57BL/6, ou Swiss) avec la souche
Plasmodium bergheiANKA conduit au développement d'une maladie neuro-vasculaire, le
paludisme cérébral expérimental entrainant la mort 7 a 10 jours apres 1'inoculation du parasite
(Basir et al., 2012 ; Martins et al., 2009 ; Amani et al., 1998).

Les extraits ¢éthanoliques des feuilles et racines de Terminalia macroptera (100 mg/kg)
administrés per os ont également permis d’améliorer la survie des souris infectées par P.
berghei ANKA avec 50 a 66.6 % de survie respectivement au jour 9 post-infection avec les
feuilles et les racines.

Ces résultats montrent que [’extrait des racines est plus actif que [’extrait des feuilles sur le

neuropaludisme induit par infection des souris par Plasmodium berghei ANKA.

Nous n’avons pas trouvé de travaux sur 1’activité antiplasmodiale in vivo des especes de

Terminalia sur des souris infectées par Plasmodium berghei ANKA (neuropaludisme).

178



DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Cependant d’autres especes ont démontré des activités antiplasmodiales in vivo sur des

souris infectées par Plasmodium berghei ANKA. C’est le cas de :

e Adansonia digitata L. (Malvaceac)dont I’extrait aqueux des écorces de tronc (100
mg/kg/j pendant 4 jours, per os) a démontré une activité antiplasmodiale en améliorant
la survie des souris infectées par Plasmodium berghei ANKA avec 20 % de survie au
10°™ jour post-infection (Musila et al., 2013).

e Un résultat similaire a ¢été obtenu avec [I’extrait aqueux des racines de
CanthiumglaucumHiern (Rubiaceae) et I’extrait aqueux des écorces de tronc
ZanthoxylumchalybeumEngl. (Rutaceae) avec 20 % de survie (Musila et al., 2013).

e AncistrocladusabbreviatusAiry Shaw (Ancistrocladaceae) dont I’extrait
dichlorométhane-ammoniaque (98 :2) des racines et des écorces de tronc (100 mg/kg/j
pendant 4 jours, per os) ont démontré une activité antiplasmodiale en améliorant la
survie des souris infectées par Plasmodium berghei ANKA avec 33.33 % de survie au
7™ jour post-infection (Frangois et al., 1997).

e Un résultat similaire a ét¢ obtenu avec I’extrait dichlorométhane des racines de
Triphyophyllumpeltatum(Hutch. & Dalziel) Airy Shaw (Dioncophyllaceae) avec 16.6

~éme

% de survie au jour post-infection par contre 1’extrait dichlorométhane-

Ammoniaque (98 :2) des écorces de tronc a été plus actif avec 66.66 % de survie au 7éme

jour post-infection (Frangois et al., 1997).

Lorsque nos résultats sont comparés aux résultats de ces études, nous remarquons que les
extraits éthanoliques des feuilles et racines de Terminalia macroptera sont plus efficaces

contre le neuropaludisme induit par Plasmodium berghei ANKA que 1’extrait :

e aqueux des écorces de Adansonia digitata
e aqueux des racines de Canthiumglaucum
e aqueux des écorces de tronc de Zanthoxylumchalybeum
e dichlorométhane-ammoniaque (98 :2) des racines et des écorces de tronc
Ancistrocladusabbreviatus
e dichlorométhane des racines de Triphyophyllumpeltatum
Par contre ils sont équivalents a 1’extrait dichlorométhane-Ammoniaque (98 :2) des écorces

de tronc Triphyophyllumpeltatum
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1.3- En <ce qui concerne les propriétés antalgiques, antipyrétiques et

antiinflammatoires
e Propriété antalgique

Les extraits éthanoliques 90 % (100, 200 et 400 mg/kg, per os) des feuilles et des racines de
Terminalia macroptera ont démontré une activité antalgique avec une dose efficace 50
inférieure ou égale a 100 mg/kg (56 % et 55.6 % d’inhibition de la douleur induite par I’acide
acétique respectivement).

Ces résultats montrent que les feuilles et les racines sont équivalentes dans le test de douleur
induite par [’acide acétique.

Cette propriété antalgique de Terminalia macropteran’a jamais été rapportée auparavant par
d’autres équipes selon notre revue de la littérature.

Cependant d’autres espéces de Terminalia ont démontré des propriétés antalgiques. C’est le
cas de :

o Terminalia arjuna (Roxb. ex DC.) Wight & Arn. L’extrait méthanolique des
feuilles (100 mg/kg, per os) a démontré une activité antalgique in vivo avec 50.79 %
d’inhibition de la douleur induite par I’acide acétique (Biswas et al., 2011).

o Un résultat similaire a été obtenu avecl’extrait éthanolique des fruits (200 mg/kg per

os) de Terminalia belliricaavec 61.89 % d’inhibition. (Sharma et al., 2010).

Lorsque nos résultats sont comparés a ces résultats nous constatons que 1’activité antalgique
des extraits des feuilles et racines deTerminalia macroptera est équivalent celle de 1’extrait
des feuilles de Terminalia arjuna et de I’extrait des fruits de Terminalia bellirica dans le test

de douleur induite par injection de I’acide acétique chez des souris.

e Propriété antiinflammatoire

Les extraits éthanoliques 90 % (100 mg/kg, per os) des feuilles et des racines Terminalia
macroptera ont démontré une activité antiinflammatoire avec respectivement 29.25 % et
36.27 % d’inhibition de I’cedéme a partir de la 3°™ heure aprés injection de la carraghénine.
La dose efficace 50 pour les feuilles est comprise entre 200 — 400 mg/kg (10.33 - 61.96 %
d’inhibition de I’cedémea partir de la 1°™ heure apres 1’injection de la carraghénine) et pour
les racines elle est inférieure ou égale a 100 mg/kg (60.43 %d’inhibition de I’cedéme a partir
de la 5°™ heure aprés I’injection de la carraghénine).

Ces résultats montrent que les racines sont plus efficaces que les feuilles.
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Cette propriété antiinflammatoire de Terminalia macropteran’a jamais ¢été rapportée
auparavant par d’autres équipes selon notre revue de la littérature.
Cependant d’autres espéces de Terminalia ont démontré des propriétés antiinflammatoires.

C’estle cas de :

o Terminalia arjunadont I’extrait méthanolique des feuilles (100 mg/kg, per os) a
démontré une activité antiinflammatoire in vivo avec 75 % d’inhibition de I’cedéme
a partir de la 3°™ heure aprés injection de la carraghénine) (Biswas et al., 2011)

o Terminalia brownii Fresen.L’extrait méthanolique des écorces (150 mg/kg) a
démontré une activité antiinflammatoire in vivo avec 14.65 % d’inhibition de

I’cedéme a la 3°™ aprés injection de la carraghénine (Mbiri, 2014)

Lorsque nos résultats sont comparés a ces résultats nous constatons que les extraits des
feuilles et racines deTerminalia macroptera moins actifs que 1’extrait des feuilles de
Terminalia arjuna dans le test d’cedéme induit par injection de la carraghénine dans la patte

des souris par contre ils sont plus actifs que 1’extrait des fruits de Terminalia brownii.

e Propriété antipyrétique

Les extraits ¢thanoliques 90 % (100, 200 et 400 mg/kg, per os) ont démontré une activité
antipyrétique en réduisant la pyrexie induite par la levure a partir de la 3™ heure aprés
I’administration des traitements pour les doses de 100 et 200 mg/kg (feuilles et racines), a
partir de la 2°™ heure pour la dose de 400 mg/kg (feuilles) et a la 1 heure pour la dose de
400 mg/kg (racines).

Ces résultats montrent que les racines sont plus efficaces que les feuilles
Cette propriété antipyrétique de Terminalia macroptera n’a jamais été rapportée auparavant
par d’autres équipes selon notre revue de la littérature.

Cependant d’autres especes de Terminalia ont démontré des propriétés antipyrétiques.
C’est le cas de Terminalia bellirica dont I’extrait éthanolique des fruits (200 mg/kg, per os) a
démontré une activité antipyrétique en réduisant la pyrexie induite par la levure a partir de la
1°® heure aprés administration des traitements (Sharma et al., 2010).
Ce résultat comparé a nos résultats montre que I’extrait des fruits de Terminalia belliricaest
plus actif que les extraits des feuilles et des racines de Terminalia macroptera la pyrexie

induite par injection de la levure chez des rats.
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e Propriété hépatoprotectrice

Les extraits éthanoliques 90 % (400 mg/kg, per os) ont démontré une activité
hépatoprotectrice en réduisant le taux des enzymes marqueurs hépatiques (transaminases,
bilirubine et phosphatase alcaline) comparativement au groupe de rats traités intoxiqués par
CCly et traités par I’eau distillée.

Ces résultats montrent que les racines et les feuilles sont équivalentes dans le test
d’intoxication des rats induite par le CCl,.

Cette propriété hépatoprotectrice de Terminalia macropteran’a jamais ¢été rapportée
auparavant par d’autres équipes selon notre revue de la littérature.

Cependant d’autres especes de Terminalia ont démontré des propriétés hépatoprotectrices
doses dépendantes en réduisant les transaminases et la phosphatase alcaline. C’est le cas de :
des fruits (200, 400 et 800 mg/kg) de Terminalia bellirica(Jadon et al., 2007) et des feuilles
(20, 50 et 100 mg/kg) de Terminalia catappa L. (Gao et al., 2004).

Nos résultats sont similaires aux résultats de ces études mais avec une activité observée avec
les feuilles de Terminalia catappaa des doses plus faibles.

Il serait donc intéressant de faire une courbe dose réponse avec un plus grand nombre de

doses, et avec des doses inférieures a celles testées

Conclusion générale pour les activités.

L'ensemble des résultats obtenus pour les activités évaluées au cours de ce travail de
thése valident les usages traditionnels de Terminalia macroptera, en particulier sumaya blen,
(paludisme et symptomes ictériques associ€s), les hépatites, les ictéres. Dans le domaine du
paludisme, l'activité in vivo de Terminalia macropterasur le paludisme simple n'est pas tres
élevée, mais par contre il serait trés intéressant d'approfondir les travaux sur le
neuropaludisme étant donné qu'actuellement il n'y a pas de vrai traitement satisfaisant et que
ce sont des cas mortels. Terminalia macropterapourrait alors venir en complément d'un

traitement conventionnel antipaludique.

Les autres activités mises en évidence, et en particulier l'activité anti-inflammatoire
pourrait participer a l'activité de Terminalia macropterasur le neuropaludisme et mériterait
¢galement d'étre approfondie.Enfin les activités antalgiques et antipyrétiques font de
Terminalia macropteraune espece médicinale pouvant étre utilisée en appoint chaque fois
qu'une pathologie se manifeste avec une composante symptomatique de douleur et/ou de

fiévre.
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2- Composition chimique de Terminalia macroptera

Le criblage phytochimique a mis en évidence la présence des polyphénols (tanins,
flavonoides) dans les feuilles et racines de Terminalia macroptera. La déréplication de
I’extrait éthanolique des racines a permis d’identifier 11 composés majoritaires appartenant
principalement a la famille des tanins et des triterpénoides, deux familles qui ont ét€¢ mises en

¢vidence par le criblage phytochimique.

La présence des tanins et des triterpénes ont été signalés dans d’autres espéces de Terminalia.
C’est le cas par exemple de Terminaliaarjuna (Kumar et al., 2013 ; Akhter et al., 2012),
Terminaliacatappa (Neelavathi et al., 2013 ; Muhammad et Mudi, 2011), Terminalia

glaucescens (Adebayo et Ishola, 2009), Terminaliaavicennioides (Kubmarawa et al., 2007).

Il serait intéressant de faire une déréplication du mode de préparation traditionnel décoction

pour savoir si les mémes constituants passent dans 1’extrait aqueux.

3- Formulation d'un MTA avec Terminalia macroptera, contribution a la rédaction du

dossier d'autorisation pour un MTA catégorie 2.

Nous avons montré dans le chapitre 1 que dix espéces communément utilisées au Mali
dans le traitement du paludisme et/ou d'autres affections ont fait I’objet de nombreuses études

qui valident ainsi, en partie, leurs utilisations traditionnelles.

Certaines de ces especes sont déja formulées sous forme de MTA (voir introduction et
chapitre 2), et d'autres especes pourraient étre des potentiels candidats pour le développement
de MTA catégorie 2 (médicaments traditionnels actuellement utilisés dans la communauté
préparé a l'avance et composé de matiere premicre brute). En particulier, dans le domaine du
paludisme, actuellement un MTA est commercialisé (Malarial 5°) et un autre le sera trés

prochainement (SUMAFURA TIEMOKO BENGALY"), pour des cas de paludisme simple.

Les résultats de cette ¢étude montrent que Terminalia macroptera, traditionnellement utilisée
pour sumaya blen, paludisme "grave" pourrait aussi faire I'objet d'une demande d'autorisation
pour une formulation de MTA de catégorie 2, avec comme principales indications le

paludisme et symptomes associés (fievre, douleur, icteres)

Dans ce contexte, nos travaux visant a valider les indications traditionnelles de cette espéce
(chapitre 2), déterminer sa toxicité (chapitre 2), a donner des ¢éléments de controle de qualité

en identifiant les constituants chimiques (chapitre 4), et en déterminant les parametres
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physicochimiques et botaniques (chapitre 5) pourraient donc €tre intégrés pour servir de base
a la constitution du dossier administratif requis pour les MTA de catégorie 2 (Willcox et al.,

2012) , qui comprend les volets suivants :

e un dossier administratif,

e un dossier pharmaceutique qui comprend la monographie compléte de la plante, les
méthodes et étapes de préparation et de production, un rapport d’expert sur les bonnes
pratiques de fabrication

e un rapport analytique d’expert sur la bonne qualité de la mati¢re premiére et des produits
fini

e un rapport d’expert sur I'utilisation traditionnelle (preuve d’utilisation)
Il serait alors nécessaire d'envisager les études complémentaires suivantes :

e faire un fractionnement bio-guidé enfin d’identifier les composés responsables de
I’activité antiplasmodiale,

e déterminer la toxicité subchronique des extraits

e la CCM des extraits enfin de déterminer les marqueurs chimiques

e Comparer le profil des feuilles et racines pour voir les pics communs enfin de cibler les
composés actifs conténus dans les feuilles et racines

e Evaluer l’activit¢ antiplasmodiale in vivo sur un autre modele expérimental de
paludisme simple et en testant des doses supérieures a 100 mg/kg

e Refaire la déréplication avec le décocté aqueux qui est la forme d’utilisation

traditionnelle.

Nous proposons ainsi un nouveau MTA qui sera nommé WOLO-TISAN E® a base des racines

de Terminalia macropteraGuill. & Perr.

e Indications : Hépatites, fievre, douleur et comme adjuvant en cas de paludisme grave

e Présentation : Paquet de 6 sachets unidoses de 20 g de poudre

e Mode d’emploi et Posologie : Faire bouillir le contenu d’un sachet (10 g) dans 125 mL
d’eau pendant 10 minutes. Boire le décocté filtré 2 fois par jours pendant 3 jours pour un

adulte et une fois par jour pour un enfant.
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ANNEXE N°1: MALARIA PLANT DATA BASE COMMUNITY: MpDBc (WEBSITE IN
CONSTRUCTION, TO BE LAUNCHED 2018

I. Introduction

Objectives:

The Malaria Plant Community Database has been designed to register and synthesize published (or soon
to be published) information and grey literature (literature outside of commercial or academic publishing) on
antimalarial medicinal plants: their traditional use and/or their in vitro/in vivo biological activity, and/or toxicity.

MpDBc is therefore a contribution that could serve as a decision-making tool in the search for natural
substances with antimalarial activity and/or validation and integration of traditional pharmacopoeia in health care

systems.

Malaria Plant Community data is obtained from journals, reviews, reports, books and proceedings from
conferences, reporting the use of plants against malaria together with, possibly, their antimalarial evaluation,
through in vivo and/or in vitro tests/clinical tests, published all over the world.

Ethnobotanical publications reporting antimalarial medicinal plants uses are welcomed for inclusion, as
well as pharmacological ones dealing with antimalarial activity of plant extracts and of pure compounds isolated
from medicinal plants. Only publications reporting plant species with Latin binomial are integrated.

The database is not a substitute for published material, as it displays only relevant data from the

publication (considered to be the baseline for result interpretation).

a. What data is found in MpDBc ?
e Complete reference of the publication,
e  Country of origin of the research,
e Latin name of the species and family,
e Traditional antimalarial recipe, its mode of preparation and its mode of administration,
e  Antimalarial evaluation results (in vivo, in vitro)
o  Toxicity

e  Comments from expert compiler.

IL. MpDBc background

According to the W.H.O., traditional medicine and medicinal plants are the primary health resource for
more than 80% of the world population. Medicinal plants have given and still provide a huge amount of natural
substances used to create commercialized drugs, but are also widely used in the form of traditional remedies
and/or phytotherapeutic preparations. In the field of malaria, medicinal plants have been used for centuries, as
indicated by written pharmacopoeias. As an example, Artemisia annua L., a Chinese medicinal herb, is
nowadays the source of a first line antimalarial compound, Artemisinin (its discovery led to the attribution of the
2015 Nobel Prize). This plant has been reported for its use against fever in ancient Chinese pharmacopoeias
dating from the IV™ century. This is also the case of the Cinchona tree, discovered in South America centuries

ago, which Quinine comes from. In the fight against malaria, medicinal plants still play a highly important role,
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as source of commercialized drugs; but also in the form of numerous homemade remedies and/or phytoproducts
prepared and sold locally in endemic countries.

Indeed many scientific studies confirm the fact that in areas where manufactured drugs are not
available, or too expensive, the first treatment in cases of febrile episodes is medicinal plants. Over 1200 plant
species have been described in scientific literature for use in malaria treatment. Moreover, it has been shown that
over 75 % of people in endemic areas choose medicinal plants as a first line therapy to treat malaria symptoms.

Recently, strong financial efforts have been invested in the fight against malaria through the
implementation of integrated programs resulting in a dramatic decrease in malaria cases and mortality.
Unfortunately, this situation is fragile, strongly dependent upon international support. Also, due to the permanent
evolution of parasites and vectors (the Anopheles mosquito transmitting the parasite) there is a constant need for
new drugs. Thus, medicinal plants and traditional antimalarial treatments still continue to be invaluable in the
fight against disease.

Publications about antimalarial screening of selected species began in 1947, with the research of
Spencer et al. working on a Plasmodium bird model in vivo,in South America. Then, almost 30 years later, the in
vitro culture of P. falciparum amplified the screening process leading to bioassay-guided fractionation of plant
extracts in the search for new antimalarial drugs from natural resources. Many articles now aim to explore the
pharmacological relevance of plants and remedies used against malaria.

Currently, in the field of the use and effectiveness evaluation of antimalarial medicinal plants, the
difficulty is to retrieve complete information in a synthetic form. As a matter of fact, literature is partly
referenced in international databases (such as Pubmed, Science Direct) partially accessible online, but alsoin
books, “grey literature”, etc. Scattered information is a hindrance to draw definitive conclusions and make
decisions, so the aim of Malaria plant DB community is to fill this gap, by completing as much as possible data

about antimalarial plants, their uses and evaluation.

IIL. Partners and community involved in MpDBe¢

MpDBc was initially designed by two researchers from the UMRI152 Pharmadev UPS -IRDToulouse
(Genevieve Bourdy and Eric Deharo), with the support of the IRD (A. Cheype).

Community involved in the database development (non-exhaustive list):
» Faculté de Pharmacie (FAPH) Université des Sciences des Techniques et des Technologies de Bamako
(USTTB)

Département de Médecine Traditionnelle

Director : Rokia Sanogo phD. Mahamane Haidara.

Bamako, Mali

» LMI LAVI: Laboratorio Mixto Internacional Andino Amazonico de Quimica de la Vida.
IRD - Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)

Director : Rosario Rojas, PhD. —Michel Sauvain PhD.

LID , laboratorio de investigacion y de Desarollo

Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pérou.
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» Area Curricular de Farmacia, Facultad de Ciencias, UNAL. Universidad Nacional de Colombia.
Director : Giovanny GARAVITO QF MSc PhD.

Bogota, Colombie

> Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas.

Director: Alberto Giménez Turba,

Universidad Mayor de San Andrés (UMSA)

La Paz, Bolivie
» Institut Malgache de Recherches Appliquées.
Director:Philippe Rasaonaivo
Antananarivo, Madagascar
» The Hebrew University of Jerusalem.
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ANNEXE N°2 : Les espéces utilisées dans le traitement du paludisme et des affections hépatiques au Mali

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Rubiaceae Mitragyna inermis (Willd.) Kuntze 9 64,3
Opiliaceae Opilia amentacea Roxb. 9 64,3
Combretaceae Combretum micranthum G. Don 9 64,3
Combretaceae Guiera senegalensis J. F. Gmel. 8 57,1
Rubiaceae Sarcocephalus latifolius (Sm.) E.A.Bruce 8 57,1
Leguminosae Parkia biglobosa (Jacq.) G.Don 7 50,0
Combretaceae Anogeissus leiocarpa (DC.) Guill. & Perr. 6 42,9
Leguminosae Cassia sieberiana DC. 6 42,9
Bixaceae Cochlospermum tinctorium Perrier ex A.Rich. 6 42,9
Leguminosae Erythrina senegalensis DC. 6 42,9
Phyllanthaceae Flueggea virosa (Roxb. ex Willd.) Royle 6 42,9
Compositae Gymnanthemum coloratum (Willd.) H. Rob. & B. Kahn 6 42,9
Meliaceae Khaya senegalensis (Desv.) A.Juss. 6 42,9
Meliaceae Trichilia emetica Vahl 6 429
Olacaceae Ximenia americana L. 6 429
Leguminosae Entada africana Guill. & Perr 5 35,7
Polygalaceae Securidaca longipedunculata Fresen. 5 35,7
Combretaceae Combretum glutinosum Perr. ex DC. 5 35,7
Leguminosae Senna occidentalis (L.) Link 5 35,7
Leguminosae Tamarindus indica L. 5 35,7
Papaveraceae Argemone mexicana L. 4 28,6
Zygophyllaceae Balanites aegyptiaca (L.) Delile 4 28,6
Leguminosae Bauhinia reticulata DC. 3 21,4
Leguminosae Bauhinia thonningii Schum. 4 28,6
Leguminosae Burkea africana Hook. 4 28,6
Caricaceae Carica papaya L. 4 28,6
Combretaceae Combretum molle R.Br. ex G.Don 4 28,6
Boraginaceae Cordia myxa L. 4 28,6
Ebenaceae Diospyros mespiliformis Hochst. ex A.DC. 4 28,6
Leguminosae Faidherbia albida (Delile) A.Chev. 4 28,6
Rubiaceae Feretia apodanthera Delile 4 28,6
Combretaceae Pteleopsis suberosa Engl. & Diels. 4 28,6
Anacardiaceae Sclerocarya birrea (A.Rich.) Hochst. 4 28,6
Leguminosae Senna siamea (Lam.) H.S. Irwin & Barneby 4 28,6
Anacardiaceae Spondias mombin L. 4 28,6
Combretaceae Terminalia macroptera Guil. & Perr. 4 28,6
Sapotaceae Vitellaria paradoxa C.F.Gaertn. 4 28,6
Anacardiaceae Anacardium occidentale L. 3 21,4
Leguminosae Bobgunnia madagascariensis (Desv.) J.H.Kirkbr. & Wiersema 3 21,4
Capparaceae Boscia angustifolia A. Rich. 3 21,4
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Apocynaceae Calotropis procera (Aiton) Dryand. 3 21,4
Malvaceae Ceiba pentandra (L.) Gaertn. 3 21,4
Malvaceae Cola cordifolia (Cav.) R.Br. 3 21,4
Leguminosae Cordyla pinnata (A.Rich.) Milne-Redh. 3 21,4
Rubiaceae Crossopteryx febrifuga (Afzel. ex G.Don) Benth. 3 21,4
Moraceae Ficus sycomorus L. 3 21,4
Moraceae Ficus thonningii Blume 3 21,4
Rubiaceae Gardenia ternifolia Schumach. & Thonn. 3 21,4
Anacardiaceae Lannea acida A.Rich 3 21,4
Verbenaceae Lippia chevalieri Moldenke 3 21,4
Rubiaceae Pavetta crassipes K.Schum. 3 21,4
Poaceae Pennisetum pedicellatum Trin. 3 21,4
Leguminosae Pericopsis laxiflora (Baker) Meeuwen 3 21,4
Meliaceae Pseudocedrela kotschyi (Schweinf.) Harms 3 21,4
Leguminosae Pterocarpus erinaceus Poir. 3 21,4
Euphorbiaceae Ricinus communis L. 3 21,4
Malvaceae Sterculia setigera Delile 3 21,4
Bignoniaceae Stereospermum kunthianum Cham. 3 21,4
Rutaceae Vepris heterophylla (Engl.) Letouzey 3 21,4
Lamiaceae Vitex madiensis subsp. madiensis 3 21,4
Leguminosae Xeroderris stuhlmannii (Taub.) Mendonca & Sousa 3 21,4
Rhamnaceae Ziziphus jujuba Mill. 3 21,4
Leguminosae Acacia senegal (L.) Willd. 2 14,3
Leguminosae Acacia seyal Delile 2 14,3
Leguminosae Acacia tortilis subsp. raddiana (Savi) Brenan 2 14,3
Malvaceae Adansonia digitata L. 2 14,3
Leguminosae Afzelia africana Pers. 2 14,3
Euphorbiaceae Alchornea cordifolia (Schum. & Thonn.) Miill. Arg. 2 14,3
Annonaceae Annona senegalensis Pers. 2 14,3
Gentianaceae Anthocleista djalonensis A.Chev. 2 14,3
Leguminosae Bauhinia rufescens Lam. 2 14,3
Oxalidaceae Biophytum umbraculum Welw. 2 14,3
Sapindaceae Blighia sapida K.D.Koenig 2 14,3
Malvaceae Bombax costatum Pellegr. & Vuillet 2 14,3
Phyllanthaceae Bridelia ferruginea Benth. 2 14,3
Phyllanthaceae Bridelia micrantha (Hochst.) Baill. 2 14,3
Vitaceae Cissus quadrangularis L. 2 14,3
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Rutaceae Citrus limon (L.) Osbeck 2 14,3
Bixaceae Cochlospermum planchonii Hook.f. ex Planch. 14,3
Burseraceae Commiphora africana (A.Rich.) Endl. 2 14,3
Araliaceae Cussonia arborea Hochst. ex A Rich. 2 14,3
Poaceae Cymbopogon giganteus Chiov. 2 14,3
Leguminosae Daniellia oliveri (Rolfe) Hutch. & Dalziel 2 14,3
Leguminosae Detarium microcarpum Guill. & Perr. 2 14,3
Leguminosae Dichrostachys cinerea (L.) Wight & Arn. 2 14,3
Leguminosae Entada abyssinica A.Rich. 2 14,3
Moraceae Ficus dicranostyla Mildbr. 2 14,3
Moraceae Ficus platyphylla Delile 2 14,3
Rubiaceae Gardenia aqualla Stapf & Hutch. 2 14,3
Rubiaceae Gardenia sokotensis Hutch. 2 14,3
Apocynaceae Holarrhena floribunda (G.Don) T.Durand & Schinz 2 14,3
Phyllanthaceae Hymenocardia acida Tul. 2 14,3
Euphorbiaceae Jatropha curcas L. 2 14,3
Apocynaceae Landolphia heudelotii A.DC. 2 14,3
Ochnaceae Lophira lanceolata Tiegh. ex Keay 2 14,3
Moringaceae Moringa oleifera Lam. 2 14,3
Anacardiaceae Ozoroa insignis Delile 2 14,3
Sapindaceae Paullinia pinnata L. 2 14,3
Hypericaceae Psorospermum febrifugum Spach 2 14,3
Rubiaceae Psydrax acutiflora (Hiern) Bridson 2 14,3
Simaroubaceae Quassia undulata (Guill. & Perr.) D.Dietr. 2 14,3
Leguminosae Senna italica Mill. 2 14,3
Malvaceae Sida acuta Burm.f. 2 14,3
Loganiaceae Strychnos spinosa Lam. 2 14,3
Combretaceae Terminalia avicennioides Guill. & Perr. 2 14,3
Menispermaceae Tinospora bakis (A.Rich.) Miers 2 14,3
Phyllanthaceae Uapaca togoensis Pax 2 14,3
Malvaceae Waltheria indica L. 2 14,3
Rutaceae Zanthoxylum zanthoxyloides (Lam.) Zepern. & Timler 2 14,3
Leguminosae Acacia gourmaensis A.Chev. 1 7,1
Leguminosae Acacia hockii De Wild. 1 7,1
Leguminosae Acacia macrostachya DC. 1 7,1
Leguminosae Acacia mellifera (M.Vahl) Benth. 1 7,1
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Leguminosae Acacia polyacantha subsp. campylacantha (A.Rich.) Brenan 1 7,1
Leguminosae Acacia sieberiana DC. 1 7,1
Compositae Acanthospermum hispidum DC. 1 7,1
Leguminosae Albizia glaberrima (Schum. & Thonn.) Benth. 1 7,1
Amaryllidaceae Allium sativum L. 1 7,1
Gentianaceae Anthocleista procera Lepr. ex Bureau 1 7,1
Phyllanthaceae Antidesma venosum E.Mey. ex Tul. 1 7,1
Leguminosae Arachis hypogaea L. 1 7,1
Meliaceae Azadirachta indica A. Juss. 1 7,1
Poaceae Bambusa vulgaris Schrad. 1 7,1
Leguminosae Berlinia grandiflora (Vahl) Hutch. & Dalziel 1 7,1
Arecaceae Borassus aethiopum Mart. 1 7,1
Capparaceae Boscia senegalensis Lam. 1 7,1
Burseraceae Boswellia dalzielii Hutch. 1 7,1
Phyllanthaceae Bridelia scleroneura Miill.Arg. 1 7,1
Capparaceae Capparis decidua (Forssk.) Edgew. 1 7,1
Capparaceae Capparis indica (L.) Druce 1 7,1
Capparaceae Capparis tomentosa Lam. 1 7,1
Meliaceae Carapa procera DC. 1 7,1
Leguminosae Cassia arereh Delile 1 7,1
Lauraceae Cassytha filiformis L. 1 7,1
Cannabaceae Celtis toka (Forssk.) Hepper & J.R.1.Wood 1 7,1
Pedaliaceae Ceratotheca sesamoides Endl. 1 7,1
Poaceae Chrysopogon nigritanus (Benth.) Veldkamp 1 7,1
Vitaceae Cissus populnea Guill. & Perr. 1 7,1
Rutaceae Citrus aurantiaca Swingle 1 7,1
Rutaceae Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle 1 7,1
Rutaceae Citrus limon (L.) Osbeck 1 7,1
Rutaceae Citrus maxima (Burm.) Merr. 1 7,1
Rutaceae Citrus reticulata Blanco 1 7,1
Rutaceae Citrus sinensis (L.) Osbeck 1 7,1
Rutaceae Clausena anisata (Willd.) Hook.f. ex Benth. 1 7,1
Menispermaceae Cocculus pendulus (J.R.Forst. & G.Forst.) Diels 1 7,1
Combretaceae Combretum aculeatum Vent. 1 7,1
Combretaceae Combretum adenogonium Steud. ex A.Rich. 1 7,1
Combretaceae Combretum collinum Fresen. 1 7,1
Combretaceae Combretum lecardii Engl. & Diels 1 7,1
Combretaceae Combretum nigricans Lepr. ex Guill. & Perr. 1 7,1
Boraginaceae Cordia sinensis Lam. 1 7,1
Costaceae Costus spectabilis (Fenzl) K.Schum. 1 7,1
Euphorbiaceae Croton gratissimus Burch. 1 7,1
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Euphorbiaceae Croton macrostachyus Hochst. ex Delile 1 7,1
Cyperaceae Cyperus esculentus L. 1 7,1
Cyperaceae Cyperus rotundus L. 1 7,1
Leguminosae Dalbergia boehmii Taub. 1 7,1
Leguminosae Dalbergia melanoxylon Guill. & Perr. 1 7,1
Leguminosae Delonix regia (Hook.) Raf. 1 7,1
Leguminosae Detarium senegalense J.F.Gmel. 1 7,1
Acanthaceae Dicliptera paniculata (Forssk.)l.Darbysh. 1 7,1
Leguminosae Dolichos schweinfurthii Harms 1 7,1
Compositae Eclipta prostrata (L.) L. 1 7,1
Leguminosae Erythrina sigmoidea Hua 1 7,1
Myrtaceae Eucalyptus camaldulensis Dehnh. 1 7,1
Euphorbiaceae Euphorbia balsamifera Aiton 1 7,1
Euphorbiaceae Euphorbia hirta L. 1 7,1
Rubiaceae Fadogia erythrophloea (K.Schum. & K.Krause) Hutch. & Dalziel 1 7,1
Moraceae Ficus asperifolia Miq. 1 7,1
Moraceae Ficus ischnopoda Miq. 1 7,1
Moraceae Ficus sur Forssk. 1 7,1
Moraceae Ficus vallis-choudae Delile 1 7,1
Rubiaceae Fleroya rubrostipulata (K.Schum.) Y.F.Deng 1 7,1
Lamiaceae Gmelina arborea Roxb. 1 7,1
Malvaceae Gossypium barbadense L. 1 7,1
Malvaceae Grewia cissoides Hutch. & Dalziel 1 7,1
Malvaceae Grewia damine Gaertn. 1 7,1
Malvaceae Grewia mollis Juss. 1 7,1
Compositae Gymnanthemum thomsonianum (Oliv. & Hiern) H.Rob. 1 7,1
Celastraceae Gymnosporia senegalensis (Lam.) Loes. 1 7,1
Hypericaceae Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 1 7,1
Convolvulaceae Hewittia malabarica (L.) Suresh 1 7,1
Malvaceae Hibiscus sabdariffa L. 1 7,1
Lamiaceae Hoslundia opposita Vahl 1 7,1
Lamiaceae Hoslundia opposita Vahl 1 7,1
Arecaceae Hyphaene thebaica (L.) Mart. 1 7,1
Lamiaceae Hyptis spicigera Lam. 1 7,1
Poaceae Imperata cylindrica (L.) Raeusch. 1 7,1
Convolvulaceae Ipomoea batatas (L.) Lam. 1 7,1
Convolvulaceae Ipomoea cairica (L.) Sweet 1 7,1
Euphorbiaceae Jatropha gossypiifolia L. 1 7,1
Bignoniaceae Kigelia africana (Lam.) Benth. 1 7,1
Verbenaceae Lantana camara L. 1 7,1
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Lythraceae Lawsonia inermis L. 1 7,1
Sapindaceae Lecaniodiscus cupanioides Planch. ex Benth. 1 7,1
Apocynaceae Leptadenia lancifolia (Schumach. & Thonn.) Decne. 1 7,1
Lamiaceae Leucas martinicensis (Jacq.) R.Br. 1 7,1
Verbenaceae Lippia multiflora Moldenke 1 7,1
Leguminosae Lonchocarpus laxiflorus Guill. & Perr. 1 7,1
Rubiaceae Macrosphyra longistyla (DC.) Hiern 1 7,1
Capparaceae Maerua angolensis DC. 1 7,1
Capparaceae Maerua crassifolia Forssk. 1 7,1
Anacardiaceae Mangifera indica L. 1 7,1
Euphorbiaceae Manihot esculenta Crantz 1 7,1
Chrysobalanaceae Maranthes polyandra (Benth.) Prance 1 7,1
Phyllanthaceae Margaritaria discoidea (Baill.) G.L.Webster 1 7,1
Bignoniaceae Markhamia tomentosa (Benth.) K.Schum. ex Engl. 1 7,1
Leguminosae Mimosa pigra L. 1 7,1
Dipterocarpaceae Monotes kerstingii Gilg 1 7,1
Musaceae Musa % paradisiaca L. 1 7,1
Acanthaceae Nelsonia canescens (Lam.) Spreng. 1 7,1
Bignoniaceae Newbouldia laevis (P.Beauv.) Seem. 1 7,1
Ochnaceae Ochna schweinfurthiana F Hoffm. 1 7,1
Lamiaceae Ocimum basilicum L. 1 7,1
Olacaceae Olax subscorpioides Oliv. 1 7,1
Salicaceae Oncoba spinosa Forssk. 1 7,1
Poaceae Oxytenanthera abyssinica (A.Rich.) Munro 1 7,1
Chrysobalanaceae Parinari curatellifolia Planch. ex Benth. 1 7,1
Leguminosae Parkinsonia aculeata L. 1 7,1
Rubiaceae Pavetta corymbosa (DC.) F.N.Williams 1 7,1
Rubiaceae Pavetta oblongifolia (Hiern) Bremek. 1 7,1
Nitrariaceae Peganum harmala L. 1 7,1
Phyllanthaceae Phyllanthus muellerianus (Kuntze) Exell 1 7,1
Phyllanthaceae Phyllanthus reticulatus Poir. 1 7,1
Leguminosae Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. 1 7,1
Compositae Polydora serratuloides (DC.) H.Rob. 1 7,1
Leguminosae Prosopis africana (Guill. & Perr.) Taub. 1 7,1
Proteaceae Protea madiensis Oliv. 1 7,1
Myrtaceae Psidium guajava L. 1 7,1
Hypericaceae Psorospermum senegalense Spach 1 7,1
Leguminosae Pterocarpus lucens Guill. & Perr. 1 7,1
Leguminosae Pterocarpus santalinoides DC. 1 7,1
Apocynaceae Saba comorensis (Bojer ex A.DC.) Pichon 1 7,1
Apocynaceae Saba senegalensis (A.DC.) Pichon 1 7,1
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ANNEXE N°2 : (Suite)

Famille Nom scientifique Nombre de citation Fréquence (%)
Salicaceae Salix mucronata Thunb. 1 7,1
Rubiaceae Sarcocephalus pobeguinii Hua ex Pobég. 1 7,1
Leguminosae Senna alata (L.) Roxb. 1 7,1
Leguminosae Senna obtusifolia (L.) H.S.Irwin&Barneby 1 7,1
Euphorbiaceae Shirakiopsis elliptica (Hochst.) Esser 1 7,1
Solanaceae Solanum incanum L. 1 7,1
Loganiaceae Strychnos innocua Delile 1 7,1
Leguminosae Stylosanthes erecta P.Beauv. 1 7,1
Leguminosae Stylosanthes fruticosa (Retz.) Alston 1 7,1
Myrtaceae Syzygium guineense (Willd.) DC. 1 7,1
Lamiaceae Tectona grandis L.f. 1 7,1
Combretaceae Terminalia albida Scott-Elliot 1 7,1
Combretaceae Terminalia brownii Fresen. 1 7,1
Combretaceae Terminalia laxiflora Engl. 1 7,1
Combretaceae Terminalia mollis M.A.Lawson 1 7,1
Combretaceae Terminalia superba Engl. & Diels 1 7,1
Dilleniaceae Tetracera alnifolia Willd. 1 7,1
Leguminosae Tetrapleura tetraptera (Schum. & Thonn.) Taub. 1 7,1
Apocynaceae Thevetia neriifolia Juss. ex Steud. 1 7,1
Zygophyllaceae Tribulus terrestris L. 1 7,1
Annonaceae Uvaria chamae P.Beauv. 1 7,1
Compositae Vernonia amygdalina Delile 1 7,1
Lamiaceae Vitex doniana Sweet 1 7,1
Lamiaceae Vitex madiensis Oliv. 1 7,1
Apocynaceae Voacanga africana Stapf ex Scott-Elliot 1 7,1
Annonaceae Xylopia aethiopica (Dunal) A.Rich. 1 7,1
Rhamnaceae Ziziphus mucronata Willd. 1 7,1
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ANNEXE N°3 : Questionnaire de I’enquéte aupres des tradipraticiens de santé du marché de Médina

Coura, Bamako (Mali)

1. Identification des tradipraticiens de santé (TPS)

B Prénoms €6 INOII: . ...uinit e

B A B Ittt

LT (<

LT 1 1 1<
2. Sumaya

= Comment reCONNAISSEZ-VOUS SUMAYA. . ... ouuue et ettt ettt eeeeaens

= FEstce qu’il y a dautres pathologies qui ressemblent a sumaya si oui

LOSQUEILES . ...
= Comment se distinguent-elles de SUMAYA ................cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i,
= Quelles sont les cauSes de SUMAYA. .........ovuiiuiii i
= A quel moment de I’année sumaya est beaucoup plus fréquent...............coeveiiiiiinn.
= Quels SONt 1eS GroUPES A TISQUES . ..t eutntentent ettt et et et et et e e et et e e te e enea e neeeeeenens

= /ly a combien de types de sumaya
o Comment appelle-t-on ces différents types de sumaya..............c.ccooeviiiiiiiiiiiii..
o Comment se caracteriSent-ilS. ... .......oovuiuiiiiiiiii i
=  Est-ce que sumaya peuvent évoluer vers une complication : si oui
= Quels sont les complications qui peuvent survenir
= Combien de cas de sumaya avez-vous traité dans ce dernier mois
3. Traitements
o Quels sont les traitements les plus fréquents que Vous proposez...............ccceveueen..
0 Combien COULE CES trAItEIMENTS. ....cc.eeverrererierientirerieeteneeetertenrente sttt eeeeeeseesrenne e sae e
4. Terminalia macroptera Guill. & Perr. (Combretaceae)
= Quels sont les indications de cette plante..............cooeviiiiiiiiiiii e

= Comment utilisez-vous Cette plante.............o.eiuiiiiiiii i
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ANNEXE N°4 : Les recettes a bases de Terminalia macroptera Guill. & Perr. (Combretaceae)

NC recette Pays Partie utilisée Préparation / voie administration Indications Références

1 Mali Non spécifiée Non spécifiée Absence ou retard des regles Traoré M cité dans Prelude database
2 Burkina Faso Feuilles Décoction / Orale Affections hépatiques Nadembega et al., 2011
3 Mali Feuilles Décoction / Orale Affections hépatiques Pham et al., 2011

4 Mali Ecorces de tronc Décoction / Orale Affections hépatiques Pham et al., 2011

5 Mali Racines Décoction / Orale Affections hépatiques Pham et al., 2011

6 Mali Fruits Décoction / Orale Affections hépatiques Pham et al., 2011

7 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Affections hépatiques Malgras, 1992

8 Sénégal Ecorces de tronc Décoction / Orale Affections hépatiques Kerharo et Adam 1974
9 Mali Racines Non spécifiée / Non spécifiée Affections hépatiques Arbonnier, 2010

10 Guinée-Bissau Racines Non spécifice Affections hépatiques Diniz et al., 1996

11 Sénégal Ecorces de tronc Décoction / Orale Aphrodisiaque Kerharo et Adam 1974
12 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Asthénie Malgras, 1992

13 Sénégal Ecorces de tronc Décoction / Orale Asthénie Kerharo et Adam 1974
14 Sénégal Racines Jus / Application locale Conjonctivite Kerharo et Adam 1974
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ANNEXE N°4 : (Suite)

Ne recette Pays Partie utilisée Préparation / voie administration  Indications Référence
15 Burkina Faso Racines Macération / Orale Diarrhée Nadembega et al., 2011
16 Mali Racines Décoction / Orale Diarrhée Pham et al., 2011
17 Mali Non spécifiée Non spécifiée Diarrhée Traoré M cité dans Prelude database
18 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Diarrhée Malgras, 1992
19 Nigeria Ecorces Non spécifiée Diarrhée Etuk et al., 2009
20 Mali Feuilles Décoction / Orale Douleur Pham et al., 2011
21 Mali Ecorces de tronc Décoction / Orale Douleur Pham et al., 2011
22 Mali Racines Décoction / Orale Douleur Pham et al., 2011
23 Mali Fruits Décoction / Orale Douleur Pham et al., 2011
24 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Douleur Malgras, 1992
25 Sénégal Feuilles Non spécifiée / Orale Douleur Kerharo et Adam 1974
26 Mali Feuilles Décoction / Orale Fiévre Pham et al., 2011
27 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Fiévre Malgras, 1992
28 Mali Feuilles Non spécifiée / Non spécifiée Fievre Arbonnier, 2009
29
Mali Ecorces de tronc interne (carbonisé) + huile de Péte /Application locale Furoncles

Lannea microcarpa

Inngjerdingen et al., 2004
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ANNEXE N°4 : (Suite)

N°recette  pays

Partie utilisée

Préparation / voie administration

Indications

Références

30 Mali Racines Poudre / Application locale Infections vaginales Pham et al., 2011
31 Mali Racines Décoction / Non spécifiée Infections vaginales Malgras, 1992
32 Guinée-Bissau Racines Non spécifiée Maladie vénérienne Diniz et al., 1996
33 Mali Feuilles Décoction / Orale ou bain Maladie vénérienne Malgras, 1992
34 Sénégal Ecorces de tronc Décoction / Orale Maladie vénérienne Kerharo et Adam 1974
35 Burkina Faso Racines Macération / Orale Maladies de la peau Nadembega et al., 2011
36
Mali Fruits (avec fruits de Ficus sur + Poudre / Application Morsure de serpent
écorce de racine interne de
Balanites aegyptiaca) Inngjerdingen et al., 2004
37 Sénégal Non spécifiée Non spécifiée Morsure de serpent Kerharo et Adam 1974
38 Burkina Faso Ecorces de tronc Macération / Orale Paludisme Nadembega et al., 2011
39 Burkina Faso Ecorces de racine Décoction / Orale Paludisme Sanon et al., 2003
40 Guinée Feuilles Décoction / Orale Paludisme Traoré et al., 2013
41 Guinée Ecorces de tronc Décoction / Orale Paludisme Traoré et al., 2013
42 Mali Feuilles Décoction / Orale Paludisme Pham et al., 2011
43 Sénégal Ecorces de tronc Décoction / Orale Paludisme Kerharo et Adam 1974

211



ANNEXE N°4 : (Fin)

NC recette Pays Parties utilisées Préparation / voie administration Indications Références

44 Mali Feuilles Décoction / Orale Plaie Pham et al., 2011

45 Mali Ecorces de tronc Décoction / Orale Plaie Pham et al., 2011

46 Mali Racines Décoction / Orale Plaie Pham et al., 2011

47 Mali Fruits Décoction / Orale Plaie Pham et al., 2011

48 Mali Racines Poudre / Application locale Plaie Malgras, 1992

49 Mali Ecorces Poudre / Application locale Plaie Malgras, 1992

50 Sénégal Racines Jus / Application locale Plaie Kerharo et Adam 1974
51 Burkina Faso Racines Macération / Orale Rétention urinaire Nadembega et al., 2011
52 Mali Ecorces de tronc Décoction / Orale Toux Pham et al., 2011

53 Mali Non spécifiée Non spécifi¢e Toux Traoré M cité dans Prelude database
54 Mali Racines Décoction / Non spécifiée Troubles urinaires Malgras, 1992

55 Burkina Faso Racines Macération / Orale Ulcére gastrique Nadembega et al., 2011
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Annexe 5. Documents relatifs aux autorisations éthiques et 1égales obtenues pour les travaux
expérimentaux sur des animaux.
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