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RESUME

En Afrique subsaharienne, la malaria est une pandémie meurtriere contre laquelle la médecine
traditionnelle africaine, forte de la riche biodiversité du continent, dispose d’arguments de riposte qui
nécessitent une valorisation scientifique. Cette étude recense les plantes et les recettes réputées
antimalariques & Bagira et met en évidence les potentialités thérapeutiques corrélées a la composition

phytochimique de I’une d’entre elles, Dialium angolense Welw ex Oliv.

Une enquéte ethnobotanique réalisée par interviews directes auprés de 85 praticiens de la médecine
traditionnelle de Bagira (Age moyen 46,9 £ 12,0 ans ; sexe ratio homme-femme : 2,04 ; expérience de
métier : 12,1 + 5,1 ans) a permis de recenser 53 plantes dominées par les Fabaceae (22,6 %) et les
Asteraceae (20,7 %) et 83 recettes antimalariques dont 67 utilisent une plante et le reste associe deux a
quatre plantes. La feuille a plus de 52 %, la décoction a plus de 58 %, I’eau a plus de 80 %, constituent
respectivement 1’organe, le mode de préparation ainsi que le véhicule les plus utilisés. Le criblage
phytochimique réalisé sur les 53 plantes par des réactions en solution a permis d’identifier plusieurs
groupes dont des flavonoides (81,5 %) et des terpénoides (71,5 %) sont les plus fréquents. Parmi les 53
plantes, 10 a la fois non étudiées du point de vue activité antiplasmodiale et présentant une fréquence de
citations > 11, ont été sélectionnées pour un criblage antiplasmodial. Ce dernier a montré que les extraits
méthanoliques des feuilles de Dalbergia katangensis Lechenaud (Clso = 3,6 £ 0,1 pg/mL ; DEsp=192,5 +
7,2 mg/kg) et Dialium angolense Welw ex Oliv. (Clso = 3,9 £ 0,1 pg/mL in vitro ; DEs¢=191,3 £ 0,5 mg/kg
in vivo) sont les plus actifs. L’évaluation de la toxicité aigué de ces deux dernieres a permis de choisir
Dialium angolense, pratiqguement sans danger. Le fractionnement bioguidé réalisé chez Dialium angolense
a conduit pour la premiére fois a I’isolement et a la caractérisation de 1’apigénine [19] comme composé
antimalarique majeur. Les autres essais biologiques effectués sur la méme plante ont montré qu’elle
présente un potentiel antiradicalaire, antihépatotoxique, hépatoprotecteur et antibactérien sur Salmonella
typhi et Streptococcus pneumoniae.

Ces résultats constituent une base scientifique de 1’utilisation de ces plantes comme antimalariques. Ils
montrent également d’autres potentialités des feuilles de Dialium angolense dont 1’apigénine est un
principe antimalarique majoritaire et ouvrent la voie vers la mise au point d’un phytomédicament et d’un

criblage antiplasmodial des autres espéces identifiées.

e _AOH 7 , - - -
Y Mots-clés : Médecine traditionnelle, malaria, Bukavu,
HO. e O e . . -, .
JY 1/ Dialium angolense, Apigenine.
\\'&'\
(!)H o]

apigénine [19]
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ABSTRACT

In sub-Saharan Africa, malaria is a deadly pandemic against which traditional medicine, with its rich
biodiversity, has riposte arguments that require scientific valorization. This study lists the plants and
recipes reputedly anti-malarial in Bagira and highlights the therapeutic and phytochemical potential of

one of them, Dialium angolense Welw ex Oliv.

An ethnobotanical survey, conducted by direct interview with 85 practitioners of Bagira traditional
medicine (mean age 46.9 = 12.0 years, gender ratio: 2.04, trade experience: 12.1 + 5.1 year), has identified
53 plants, dominated by Fabaceae (22.6%) and Asteraceae (20.7%) and 83 anti-malarial recipes, of which
67 use a plant and the rest combine two to four plants. The leaves more than 52%, decoction more than
58% and water more than 80%, respectively, constitute the organ, the preparation methods, and the most
used vehicle. The phytochemical screening carried out on the 53 plants by reactions in solution identified
several groups of active compounds which flavonoids (81.5%) and terpenoids (71.5%) as are the most
frequent. Of the 53 plants 10, both not studied for antiplasmodial activity and at > 11 citations, were
selected for antiplasmodial screening. The latter showed that the methanolic extracts of Dalbergia
katangensis Lechenaud leaves (ICso = 3.6 £ 0.1 ug / mL in vitro, EDso = 192.5 + 7.2 mg / kg, in vivo) and
Dialium angolense Welw ex Oliv. (ICso = 3.9 £ 0.1 pg / mL in vitro, EDsp = 191.3 £ 0.5 mg / kg in vivo)
are the most active. The acute toxicity assessment of the latter two showed that Dialium angolense,
practically harmless, was more valuable than Dalbergia katangensis, which was of low toxicity. Eligible
for bioguide fractionation, Dialium angolense led to the isolation and characterization of apigenin as a
major antimalarial compound. The other biological tests carried out on the same plant showed that it has
an anti-radical, anti-bacterial potential (on Salmonella typhi and Streptococcus pneumoniae), anti-

hepatotoxic and hepatoprotective potential.

These results provide a scientific basis for the use of these plants as antimalarials. They also show the
other potentialities of the leaves of Dialium angolense, of which apigenin [19] is a major antimalarial
principle and open the way towards the development of a phytomedicine and an antiplasmodial screening

of other identified species.
| Keywords: Traditional medicine, malaria, Bukavu, Dialium
T angolense, Apigenin.

OH O

[19] Apinenin
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ABREVIATIONS ET SYMBOLES UTILISES

ER : Ecorces des racines PA : Partie aérienne.

ET : Ecorces des tiges PE : Plante entiére.

F . Feuilles PU : Partie Utilisée.

Fir : Fleurs R : Racine.

NXx : Noyaux S : Séve.

Org : Organe T - Tige

- : Substances bioactives absentes. (+)  :Présence des groupes bioactifs en trace.

+ : Substances bioactives présentes. ++ . Présence abondante des groupes

bioactifs.

3D7 : Souche chloroquinosensible originaire de 1’ Afrique de I’ouest.

CAMP : Souche résistante a la pyriméthamine et originaire de la Malaisie.

D10 : Souche non résistante originaire de Papouasie-Nouvelle-Guinée.

D6 : Souche non résistante et originaire de la Sierra-Léone.

Dd2 : Souche chloroquinorésistante originaire d’Indochine.

FCB : Souche chloroquinosensible originaire d’ Asie du sud-est.

G8 : Souche chloroquinorésistante originaire du Brésil.

HB3 : Souche résistante a la pyriméthamine.

K1 : Souche chloroguinorésistante et originaire de Thailande.

W2 : Souche chloroquinorésistante originaire d’Indochine et clone de la souche
Indochina-3.

IV. ABREVIATION DES MEDICAMENTS

AA : L-Acide Ascorbique.
CQ : Chloroquine.

CyC : Cycloguanil.

PYR : Pyriméthamine.

QC : Quercétine.

QN : Quinine.

SDX : Sulfadoxine.

I11. AUTRES ABREVIATIONS

: Revoie a une molécule dont la structure chimique est reprise en annexe et porte le numéro
[1] 1.

ACT . Artemisinin-based Combination Therapy ou combinaison a base d’artémisinine
APAD : 3-Acétyl Pyridine Adenine Dinucléotide.

Clso : Concentration Inhibitrice de 50 pourcents.

CUL : Cliniques Universitaires de Lubumbashi.

DCM : Dichlorométhane.

DDT : Dichloro-diphényl-trichloroéthane.
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DEso
DEET
DHFR
DHODH
DHPS
DMEM
DMT
GE
GPS
HRP2
INERA
IRS

IS
KDR
MiII
MTA
MZ
NTB
OCHA
PCR
PES
Pfmdrl
Pl
pLDH
PNLP
QBC
RBC
RBM
Réf
RPMI 1640
SCz
TDR
Tris
UMONS
UNILU

: Université de Lubumbashi.
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: Dose efficace 50 est la dose qui procure un taux de superssion parasitaire de 50 pourcents.
: N, N-diéthyl-3-méthylbenzamide (anciennement : N, N-Diéthyl-m-toluamide).
: Dihydrofolate réductase.

: Dihydroorotate désydrogénase.

: Dihydorptéroate synthétase.

: Dubecco’s Modified Eagle Medium.

: Dose maximale tolérée

: Goutte Epaisse.

: Global Positioning System.

: Histidin Rich Protein 2.

. Institut National d’Etudes et de Recherche Agronomique.

- Institut de Recherches Scientifiques.

. Index de Sélectivité.

: Knock Down Resistance [combattre la resistance].

: Moustiquaire imprégné d’insecticide.

: Médicament Traditionnel Améliore.

. Mérozoites.

- Nitrotetrazolium Blue Chloride.

: Office for the Coordination of Humanitarian Affairs.

: Polymerase chain reaction [réaction en chaine par polymérase].
: Phénazine éthosulfate.

: Plasmodium falciparum multidrug resistance 1.

: Pulvérisation intradomicilaire de I’insecticide.

: Lactate Déshydrogénase Plasmodiale.

: Programme National de Lutte contre la Malaria.

: Quantitative Buffy Coat.

: Red Blood Cells.

: Roll Back Malaria.

: Référence.

: Roswell Park Mémorial Institute 1640 (milieu de culture).

: Schizonte.

: Test de Diagnostic Rapide.

: Trishydroxyméthylaminométhane (Tampon entre pH 6,5 et 9,7), pka =8,30
- Université de Mons.
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INTRODUCTION

La malaria continue d'étre un fléau majeur de la santé mondiale (Ferrari et al., 2016; Ahamed, et
al., 2019; Ngatu et al., 2019). Chaque année, prés de la moitié de la population mondiale y est
exposeée et pres de 200 millions de personnes en sont atteints. Deux cent dix-neuf millions de cas,
dont 92 % dans la région Afrique (WHO, 2018), ont été enregistrés en 2017 et malheureusement,
sur les 12 dernieres années, aucun progres significatif en termes de morbidité n’est observé
(WHO, 2008, 2018). En RDC, le constat fait état d’ une recrudescence des cas allant de 60,644
millions en 2006 (WHO, 2008) a 97,2 millions des cas en 2018 (WHO, 2019a). A Bukavu, ou la
municipalité de Bagira représente 23,9 % des effectifs de la ville, 52403 cas ont été enregistrés
en 2017 (MPSSK, 2017). Ces données seraient plus patentes s’il fallait considérer des effets
néfastes indirects de la maladie ainsi que son lien avec d’autres pathologies (Christopher et al.,
2010). A cote de cette forte prévalence en constante augmentation, malheureusement une faible
accessibilité aux soins est observée (Bisimwa et al., 2014). La stratégie de riposte associe la lutte
antivectorielle, la chimio-prévention, le diagnostic précoce et la chimiothérapie (WHO, 2015a,
2019a). Cependant, au-dela de la faible couverture sanitaire qui rend inefficace I’ambition d’un
diagnostic précoce et robuste et d’une prise en charge efficiente, les résistances émergent. Celles-
ci concernent a la fois le vecteur (Lynd et al., 2018; Yunta et al., 2019) et le parasite (Menard &
Dondorp, 2017; Haldar et al., 2018; Tyagi et al., 2018). De surcroit, le vaccin RTS, S®, en voie
d’étre mis sur le marché, n’offre qu’une protection trés modeste de I’ordre de 30 % (Coelho et

al., 2017; Mahmoudi & Keshavarz, 2018; WHO, 2018).

Dans la quéte de nouveaux médicaments antimalariques, 1’approche ethnobotanique est une

alternative assez crédible et ce, pour trois raisons :

1. les résultats remarquables de travaux antérieurs tant dans la mise au point de médicaments
traditionnels améliorés - comme Malarial 5® (Dénou et al., 2019) ou N’sansiphos®
(Mukubwa et al., 2020) que dans la découverte de médicaments modernes a partir des plantes
utilisées en médecine traditionnelle a 1’exemple de la quinine [82], isolée de  Cinchona
officinalis L. (McCarthy & Price, 2015) et de I’artémisinine, isolée des feuilles d” Artemisia
annua L. (Wang et al., 2018b);

2. des habitudes socio-culturelles qui justifient un grand recours a la medecine traditionnelle
dans le traitement de la malaria. En effet, 80 % de la population mondiale (Byeon et al., 2019)
et particulierement de 1’ Afrique sub-saharienne (Wube et al., 2005; Koudouvo et al., 2011),
recourt en premiere intention a la medecine traditionnelle pour se soigner de la malaria et en
RDC, des prévalences tres variables (13 a 85 %) sont rapportées pour certaines régions du
pays (Bashige et al., 2015, 2020; Otuli et al., 2020);
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3. T’accessibilité physique et économique qu’offre la médecine traditionnelle. En effet, 80 % de
la population des pays en voie de développement n’a pas acceés aux soins de santé primaire et
recourt en premiere intention a la médecine traditionnelle. Celle-ci semble en effet, offrir un
service efficace a un coQt raisonnable (Ahmad Khan & Ahmad, 2018; Dorcas et al., 2019)
bien qu’ il lui est souvent reproché 1’absence des preuves d’efficacité, d’innocuité et de qualité

de matiéres premieres.

Dans plusieurs travaux rapportés par la littérature sur la recherche de nouveaux médicaments
antimalariques a partir des plantes issues de la médecine traditionnelle africaine (Chinsembu,
2015; Lawal et al., 2015; Beaufay et al., 2018; Samir et al., 2018) des familles botaniques telles
que Asteraceae, Combretaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae et Rhubiaceae se sont illustrées (Bero
& Quetin-Leclercq, 2011; Onguéné et al., 2013b) et des groupes phytochimiques comme des
alcaloides, des terpénoides, des flavonoides, des quinones et des stéroides se sont révélés
suffisamment prometteurs (Batista et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Onguéné et al., 2013; Ntie-
Kang et al., 2014).

En RDC, des travaux ont ét¢ menés dans plusieurs provinces dans 1’optique d’un criblage des
plantes a activité antimalarique. C’est le cas des études ménées a Kinshasa, au Kongo-Central
(Tona et al., 1999), au Maniema, a 1I’Equateur, a la Province orientale (Lusakibanza, 2012), au
Haut-Katanga (Kalonda et al., 2014; Bashige et al., 2017; Mbuyi et al., 2019), au Kasai-Oriental
(Mulamba, 2017), au Bandundu (Muganza et al., 2012) et au Nord-Kivu (Kasali et al., 2014a).
Par ailleurs, une étude a passée en revue de plantes antimalariques de la RD Congo (Memvanga
et al., 2015). L’est de la RDC contrairement aux autres coins du pays n’est pas suffisament
investigué. Les seules études effectuées a Bukavu sur les plantes antimalariques (Kasali et al.,

2014b; Mboni et al., 2019) ont porté essentiellement sur les aspects ethnobotaniques.

La présente étude s’est consacrée aux plantes utilisées en médecine traditionnelle a Bagira en
RDC dans la prise en charge de la malaria. Cette municipalité représente 62,6 % de la superficie
de la ville de Bukavu et renferme 26,8 % de sa population. Le climat tropical humide tempéré
par Ialtitude y est caractéristique et particularise sa végétation (MATUA-RDC, 2016).

Nous abordons dans cette étude, I’aspect ethnobotanique de plantes de Bagira en complément de
I’étude de Kasali et al. (2014b) et les aspects pharmacologiques et phytochimiques, non encore
abordés pour les plantes de cette contrée.

L’aspect ethnobotanique répertorie les recettes a base de plantes utilisées a Bagira contre la
malaria en recourant a I’interview directe a I’aide d’un questionnaire guide aupres des praticiens
de la medecine traditionnelle de Bagira. Les activites antiplasmodiales (Peters, 1975; Tona et al.,

1999; Tripathi et al., 2004) valident 1’usage de ces plantes en médecine traditionnelle contre la
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malaria et permettent de selectionner la plante la plus active de la série en vue de I’isolement d’un
principe antimalarique. La sélection s’appuie également sur la fréquence de citations lors de
I’enquéte, la revue de la littérature et la toxicité in vivo. Trois autres activités de la plante
sélectionnée, notamment les activités antioxydante (Manzocco et al., 1998), antimicrobienne
(Balouiri et al., 2016) et hepatoprotectrice in vivo (El-Shaibany et al., 2016), complétent le
tableau du criblage d’activités biologiques. En effet, face aux cas de co-infections malaria-fievre
typhoides, face a la toxicité des certains antimalariques et face a I’influence néfaste du stress
oxydantif dans 1’évolution de la malaria, il a paru nécessaire de compléter les investigations sur
la plante selectionnée en vue d’apprécier son apport dans la prise en charge d’un paludisme
compris dans ce contexte.

Cette dissertation s’articule autour de deux parties. La premiére passe en revue la littérature en
rapport avec les aspects cliniques et thérapeutiques de la malaria avant d’évoquer la plante comme
source d’antimalariques et les méthodes utilisées pour évaluer leur activité antimalarique. Cette
premiere partie se termine par une revue bibliographique sur les plantes issues de I’enquéte. La
deuxiéme partie est consacrée aux investigations personnelles. Elle présente la méthodologie
suivie avant de donner les résultats subséquents. Ces derniers évoquent successivement 1’enquéte
ethnobotanique, le criblage de grands groupes phytochimiques a intéréts thérapeutiques, le choix
de Dialium angolense parmi les plantes réputées antimalariques a Bagira, 1’apigénine comme
flavonoide antiplasmodial majoritaire de Dialium angolense et les autres activités de la plante

sélectionnée.



Premiere partie :
CONSIDERATIONS BIBLIOGRAPHIQUES
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I. CONSIDERATIONS BIBLIOGRAPHIQUES

Quatre thémes sont abordés dans cette premiére partie, les aspects cliniques et thérapeutiques de
la malaria, la plante comme source d’antimalariques, des méthodes d’évaluation de 1’activité

antimalarique et la revue bibliographique des plantes sélectionnées.

I.1. Aspects cliniques et thérapeutiques de la malaria

La survenue de la malaria nécessite une triade homme-parasite-anophéle. La connaissance du
plasmodium et de 1’anoph¢le permet de comprendre les manifestations cliniques du parasite en
vue d’instaurer une prise en charge efficiente. Nous abordons dans cette section les aspects

cliniques et thérapeutiques de la malaria.

1.1.1. Parasites et vecteurs de la malaria

Le mot paludisme vient du latin « paludis » qui signifie « marais ». Son synonyme « malaria »
vient de I’italien et signifie « mauvais air » (Mugenyi, 2018; Power, 2019). Cette parasitose est
caractérisée par des états fébriles cycliques, des frissons, des nausées, des vomissements, des
sudations, des céphalées, des diarrhées, des courbatures, une splénomégalie, une anémie ou une
jaunisse (Crutcher & Hoffman, 1996; Ansong et al., 2020).

1.1.1.1. Plasmodium

Le plasmodium, parasite responsable de la malaria, est un protozoaire de 1’embranchement
Apicomplexa (sporozoa), de la classe Haemosporidea, de 1’ordre Haemosporida, de la famille
Plasmodiidae, du genre Plasmodium (Letcher & Powell, 2019; Zuzarte-Luis & Mota, 2020).

Le cytoplasme du parasite comporte outre le noyau, le cytosol, les mitochondries et I’apicoplaste,
nécessaires a la biosynthese des acides nucléiques et une vacuole digestive comme siege de la
digestion de I’hémoglobine et de la cristallisation de I’héme. Il contient également des moyens
de défense spécifiques contre le stress oxydatif (Goldberg & Zimmerberg, 2020).

Il existe plus de 200 espéces plasmodiales parmi lesquelles dix infectent I’homme et 29 infectent
d’autres primates. D’autres espéces parasitent les oiseaux, les reptiles et les rongeurs (Arisue et
al., 2019) et sont a la base du développement de différents modeéles expérimentaux pour

I’évaluation in vivo de I’activité antiplasmodiale (Fidock et al., 2004).

Cinq espéces plasmodiales sont les plus incriminées dans les infections humaines ; parmi elles,
trois sont exclusivement humaines, P. falciparum Welch, P. vivax Grassi et Feletti et P. ovale.
Stephens, et deux, P. malariae Grassi et Feletti et P. knowlesi Knowles, sont a la fois humaines
et simiennes (Amir et al., 2018; Kavunga-Membo et al., 2018). De toutes ces plasmodies,

Plasmodium falciparum est la plus dangereuse pour I’homme a cause de sa forte prévalence, avec
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99 % d’infections palustres en Afrique en 2017, et de sa virulence. 1l est en effet, responsable de
plus de 97 % des cas de malaria compliquée (Sampaio et al., 2018; Ranford-Cartwright &
Gobmez-Diaz, 2019). En RDC, P. falciparum représente plus de 96 % des cas chaque année
(Mandoko et al., 2018; Jiang et al., 2019) suivi de P. vivax avec pres de 3 % des cas (Brazeau et
al., 2020).

Il existe des circonstances qui rendent certains sujets résistants au développement de la malaria.
Ce sont notamment (1) I’immunité acquise au contact du parasite, (2) I’immunité congénitale et
(3) les hémoglobines anormales comme Hb F responsable de la thalassémie et HbS causant la
drépanocytose. La déficience en GePD, enzyme utilisé par le parasite lors de la maturation
érythrocytaire ainsi que I’absence des antigénes du groupe sanguin Duffy sur la paroi du globule
rouge, constituent également d’autres facteurs qui protégent partiellement de la malaria. Cette
absence empéche la pénétration de P. vivax et justifie I’absence de cette espece en Afrique
occidentale ou dominent les sujets Duffy A (-) B (-) (Ha et al., 2019).

Nous reprenons dans le tableau I, quelques souches plasmodiales standardisées en vue de faciliter

les études d’évaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro.

Tableau I. Souches plasmodiales standardisées utilisées lors d’études réalisées sur le plasmodium

Nom Clone Pays ou région Spectre de résistance  Référence
d’origine

3D7 NF54 Afrique de I’ouest Moser et al., 2020
CAMP Malaisie PYR. Ararat-Sarria et al., 2020
D10 PNG Keetal., 2011
D6 Sierra Leone-1  Sierra Léone Chugh et al., 2015
Dd2 WR'82 Indochine CQ, QN,PYRetSDX.  Awandare etal., 2018
FCB Asie Sud-Est CQ, QN, CYC. Avrarat-Sarria et al., 2020
G8 Brésil QC, PYR, CYC. Chugh et al., 2015
HB3 Honduras PYR. Chugh et al., 2015
K1 Thailande CQ, PYR. Chanetal., 2018
W2 Indochina-3 Indochine CQ, ON, PYR, SDX. Chanetal., 2018

CQ : Chloroquine ; QN : Quinine ; PYR : Pyriméthamine ; SDX : Sulfadoxine ; CYC : Cycloguanil.
PNG : Papouasie-Nouvelle-Guinée.

D’autres souches, exclusivement animales, interviennent dans les modéles utilisés pour induire
in vivo la malaria chez des rongeurs. C’est le cas de P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi et P.
vinckei ; chez les volailles, nous trouvons P. gallinaceum sur le poulet & P. calhemerium sur le

canard. La malaria expérimentale des souris représente le modele le plus courant car il est le plus
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commode (Fidock et al., 2004) et les souches plasmodiales utilisées a cet effet, présentent des

caractéristiques propres (Tableau II).

Tableau Il. Caractéristiques de quelques plasmodies infectant les rongeurs et utilisés dans les
modeles expérimentaux

P. berghei P. yoelii P. chabaudi P. vinckei

Année (Origine) 1948 (RDC) 1965 (RCA) 1965 (RCA) 1952 (RDC)
Cycle Asynchrone Asynchrone Synchrone Synchrone
Durée (heures) 22-25 22-25 24 24
Cellule hotes Réticulocytes Réticulocytes GR mature GR mature
MZz/SCZ 12-18 12-18 6-8 6-12

1*" usage Criblage des  Etudes vaccinale et Etude de la résistance Etude de la

médicaments hépatique aux antimalariques résistance aux

antimalariques

MZ : mérozoites ; SCZ : schizonte ; GR : globule rouge (Fidock et al., 2004).

Le plasmodium présente un cycle biologique qui se déroule en 2 parties (Figure 1). La premiére

En sucant le sang humain, I'anophéle femelle transmet

un parasite asexué, sous forme de sporozoite

Leparasite achéve |
son cycle sexué
dans le tube digestif
du moustique

Un cycle de vie
complexe et mal connu

..Pnsms

Apres avoir atteint
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s’y multiplient.
Certaines cellules
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par éclater, d'autres
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Figure 1. Cycle biologique de Plasmodium sp.

https://sante.lefigaro.fr/actualite/2011/06/19/10954-paludisme-frappe-aussi-voyageurs

partie est asexuée et se passe chez
I’héte vertébré. Elle est subdivisée en
phase exo-érythrocytaire [2] et intra-
érythrocytaire [3-4]. La deuxiéme
partie appelée phase sporogonique est
sexuée et se déroule chez I’hote
invertébré. La premiere partie du
cycle, la sporogonie, débute lorsque
I’anophéle femelle ingére toutes les
formes du parasite présentes dans le
sang du malade. Seuls les gamétocytes
survivent pour se transformer dans le
tube digestif en gameétes et assurer la
fécondation qui donne un ookinéte.

Celui-ci assure une multiplication

interne en sporozoites qui, par éclatement, sont libérés pour regagner les glandes salivaires du

moustique. Ces sporozoites atteignent 1’homme a travers la salive lors du repas sanguin du

moustique. Ainsi s’installe la phase exo-érythrocytaire chez ’homme. Au cours de cette phase,

le protozoaire se loge dans le foie ou il subit une multiplication asexuee apres un bref passage

dans la circulation sanguine. Cette phase se termine par I’éclatement des hépatocytes qui libérent

ainsi de nouveaux parasites sous forme de mérozoites. La durée de cette phase varie selon


https://sante.lefigaro.fr/actualite/2011/06/19/10954-paludisme-frappe-aussi-voyageurs
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I’espéce de Plasmodium ; au minimum sept jours suffisent pour Plasmodium falciparum alors
que, pour P. vivax et P. ovale, 12 a 15 jours peuvent s’écouler avant que le parasite ne surgisse
sous une forme d’hypnozoites (Campo et al., 2015). La phase érythrocytaire s’observe dés que
les mérozoites provenant du foie pénétrent a l'intérieur des érythrocytes et se transforment en
stades annulaires ou trophozoites qui métabolisent le contenu de I'nématie (Tibdrcio et al., 2015).
L’hémoglobine est remplacée progressivement par le pigment malarique, I’hémozoine et le
trophozoite devient un schizonte multinucléé. L'hématie parasitée éclate, les mérozoites sont
libérés et le pigment se déverse dans le sang. C'est alors que se déclenche I'acces palustre. Aprés
plusieurs cycles schizogoniques érythrocytaires, les gamétocytes apparaissent sous formes
sexuées males et femelles. Ces derniers, non pathogeénes pour I’homme et d’une durée de vie de
10 a 15 jours, poursuivent leur développement chez le moustique vecteur (Francis et al., 1997,
Shrestha et al., 2016; Birget et al., 2017; Beri et al., 2018; Abbas et al., 2019).

1.1.1.2. Anophele

L’anophé¢le femelle est le vecteur principal de la
malaria. C’est un insecte de |’embranchement
Arthropoda, de la classe Insecta, de la sous-classe
Pterygota, de [I’ordre Diptera, de sous-ordre
Nematocera, de la famille Culicidae, de la sous-

famille Anophelinae, du genre Anopheles. Ce genre

N comprend 484 espéces diversement distribuées dans
Figure 2. Anophele gambiae le monde et dont environ 60 sont des vecteurs de la

RDC, Anophele funestus et A. gambiae (Figure 2) sont des vecteurs de premiére importance
(Nardini et al., 2017; Wat’senga et al., 2020) et a Bukavu, au Sud-Kivu A. funestus, A. gambiae
et A. moucheti sont les plus prépondérants (Bandibabone et al., 2018).

1.1.1.3. Diagnostic biologique de la malaria

Le diagnostic biologique de la malaria est essentiel pour la prise en charge thérapeutique, car plus
de 90 % des cas sont déeclarés uniquement sur base de signes cliniques, ce qui accroit les
traitements par exces, la pression médicamenteuse et partant, I'extension des résistances
(Bouchaud et al., 2008).

La technique de référence pour le diagnostic de la malaria repose sur I'examen microscopique
d'une goutte de sang apres coloration au Giemsa (Bouchaud et al., 2008; Desoubeaux &

Chandenier, 2017). Cependant, plusieurs autres techniques existent. C’est le cas notamment des


http://www.vectorbase.org/
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techniques microscopiques (GE, Frottis, QBC), des tests immunologiques, comme la détection
de I'HRP2, de la pLDH et de la p aldolase ainsi que des tests moléculaires par PCR (Polymerase
chain reaction). Ces tests different les uns des autres par leurs sensibilités, leurs seuils de
détection, leurs spécificités, leurs délais de réponse et leurs capacités a différencier ou pas
I’espéce plasmodiale en cause (Bouchaud et al., 2008; Berry et al., 2009; Tangpukdee et al.,
2009; Durieux, 2018).

1.1.2. Aspects cliniques de la malaria

Les manifestations cliniques de la malaria dépendent a la fois (Danthu, 2018) : (i) du parasite,
notamment de 1’espéce plasmodiale et de la densité parasitaire ; (ii) de son hote, notamment de
sa réceptivité génétique et de son état immunitaire ; (iii) de la durée de traitement. Classiquement,

la malaria simple se distingue de la malaria grave (Bartoloni & Zammarchi, 2012).

1.1.2.1. Malaria simple

On différencie dans la malaria simple, les acces palustres de primo-invasion, I’acces de
reviviscence, la malaria viscérale évolutive ainsi que la splénomégalie tropicale hyper-immune
(Bartoloni & Zammarchi, 2012).

Dans ’accés palustre de primo-invasion, le tableau est celui d’une fiévre a début brutal, non
spécifique d’allure isolée, souvent €levée, avec frissons, sueurs, céphalées et courbatures,
associés souvent a de petits troubles digestifs notamment les nausées, les vomissements et/ou la
diarrhée (Danthu, 2018; Durieux, 2018).

L’acces de reviviscence est constitué d’un grand frisson inaugural, d’une fievre a 40 °C durant
quelques heures puis des sueurs profuses. Les acces se succeédent, selon le parasite, tous les jours
pour P. knowlesi, les deux jours pour P. falciparum, P. vivax et P. ovale, les trois jours pour P.
malariae (White et al., 2014; Danthu, 2018). Dans les régions endémiques, la périodicité manque
souvent en raison d’un polyparasitisme. La fiévre tierce a P. falciparum est susceptible d’évoluer

vers la malaria grave (Rosenthal et al., 2019).

La malaria viscérale évolutive (MVE) concerne plutdt I’enfant non prémuni. La splénomégalie
en est le signe majeur associé a une hépatomégalie. Les signes généraux - fievre intermittente,
asthénie et amaigrissement - et les signes d’hémolyse-paleur et ictere- sont tres variables. Trois
criteres majeurs sont requis pour le MVE notamment la splénomégalie majeure, une trés forte
élévation des IgM et la disparition progressive apres plusieurs mois de tous les signes apres

traitement par un antimalarique (Danthu, 2018; Durieux, 2018).
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1.1.2.2. Malaria sévéere

En 2000, I’OMS a défini les critéres de gravité de la malaria (Tableau I11) qui ont été revus peu
apres (WHO, 2014; Wassmer & Grau, 2017). La présence d’un seul de ces critéres, clinique ou

biologique, associée a la présence de P. falciparum dans le sang, fait porter le diagnostic d’acces

palustre grave (Danthu, 2018).

Tableau Ill. Criteres de gravité de la malaria (WHO, 2000)

Dysfonction

Indicateur

Défaillance neurologique

Défaillance respiratoire

Défaillance hépatique
Défaillance cardio-
vasculaire
Défaillance rénale

Défaillance hématologique
et de ’hémostase

Acidose métabolique
Acidose lactique

Hypoglycémie
Hyperparasitémie

Trouble de conscience Glasgow <15

Neuromalaria si score de Glasgow <10

Convulsion répétée (> 1/24H)

Prostration, confusion, somnolence

PaO, < 60 mm Hg en air ambiant (FiO,= 21 %)

ARDS: PaO,/FiO, < 200 mm Hg

ALLI: PaO./FiO2 < 300 mm Hg

(Edéme pulmonaire radiologique

Bilirubine totale > 50 umoL/L

PAS <50 mm Hg avant 5 ans et PAS < 80 mm Hg apres 5 ans
Choc septique persistant apres expansion volémique jugée adéquate
Diurese pour :

Adulte : 16,6 mL/Kg/H avec créatinémie > 265 umoL/L
Enfant : 0,5 mL/Kg/H avec hypercréatinemie

Hb Plasmatique <7 g/dL ou HTC < 15 %.

Saignement anormal et plaquette < 20 g/dL.

CIV clinigue ou biologique.

HCO3 plasmatique < 15 mmoL/L.

Acidémie : pH < 7,35.

Lactates plasmodiques > 5 mmol/L.

Glycémie < 2,2 mmoL/L (< 0,4 g/L).

> 4 % chez le sujet non immun ou > 20 % chez le sujet immun

ARDS : Syndrome de défaillance respiratoire aigué ; CIVD : Coagulation intravasculaire disséminée ;
AL : Acute Lung Injury ou Iésion pulmonaire aigué ; PaO; : Pression partielle en Oxygéne ; FiO; :
Fraction Inspirée ; SpO; : Saturation partielle en oxygéne.

1.1.2.3. Terrains particuliers

La malaria peut étre associée a la grossesse, au VIH, a la tuberculose et a la fiévre typhoide.

La femme enceinte est exposée au risque de la malaria pendant toute la grossesse, d’autant plus
qu’elle est primipare et que la grossesse est avancée. En zone de la malaria stable, le risque
clinique est dominé par une anémie d’aggravation progressive chez la mére. Par ailleurs, 1’atteinte
placentaire entraine une réduction des échanges materno — feetaux ; d’ou un retard de croissance
intra-utérine, une hypotrophie néonatale et une augmentation de la mortalité périnatale (Desai et
al., 2017; Fried & Duffy, 2017; Rogerson et al., 2018).
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La PVV : personne vivant avec VIH est plus exposée au risque de développer la malaria que le
sujet sain (Kamya et al., 2013) et le risque de transmission sexuelle ou materno-feetale du VIH
est plus élevé chez un impaludé qu’un sujet sain (Martin-Blondel et al., 2010). Par ailleurs,
I’infection par le VIH accroit le risque d’échecs thérapeutiques de la malaria (Shah et al., 2006;
Hochman & Kim, 2009). En effet, en cas de co-infection malaria-VIH, il y a une diminution de
I’activité antimalarique par induction et par accélération du métabolisme vers leurs produits
toxiques (Alemu et al., 2013; Carvalho & Pinto, 2017; Seden et al., 2017; Azevedo et al., 2020;
Francis et al., 2020; Ssentongo et al., 2020).

Des cas de co-infection malaria-tuberculose sont observés en Afrique subsaharienne (Baluku et
al., 2019). Les tuberculeux présentent un grand risque de contracter la malaria comparativement
aux non tuberculeux (Haque et al., 2013) et 1’association d’un antituberculeux comme la
rifampicine a un antimalarique comme la quinine diminue I’activité de cette derniére
(Pukrittayakamee et al., 2003) contrairement a 1’association avec I’amodiaquine (Badejo et al.,
2014).

Un autre cas de co-infection est la malaria associée a la fievre typhoide. Cette co-infection est
rencontrée en afrique sub-saharienne (Birhanie et al., 2014; Takem et al., 2014; Ibrahim et al.,
2018; Odikamnoro et al., 2018) comme en RDC (Lunguya et al., 2012; Brainard et al., 2018). Il
est établi que la malaria augmente le risque d’infection a Salmonella typhi particulierement chez
les enfants de moins de 5 ans (Takem et al., 2014). Aucun médicament n’est particuliérement
admis comme traitement concomitant de ces deux pathologies dont la symptomatologie est

proche.

1.1.3. Aspects thérapeutiques de la malaria

La prise en charge préventive de la malaria implique la vaccination, la lutte antivectorielle et la
chimio- prévention. Le traitement curatif recourt aux molécules dont le plasmodium est devenu

résistant a un grand nombre.

1.1.3.1. Prise en charge prophylactique de la malaria

En I’absence d’un vaccin efficace, la prise en charge de la malaria repose sur la lutte
antivectorielle et sur la chimioprophylaxie. Cette derniere est limitée par la résistance des souches
plasmodiales et la toxicité chronique des médicaments utilisés (WHO, 2019b; Winskill et al.,
2019).
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Les moustiquaires imprégnées d’insecticide (MII) et la pulvérisation intradomiciliaire
d’insecticide (PII) a effet rémanent sont des pratiques actuellement recommandées dans la lutte

antivectorielle (WHO, 2019a).

Le DDT (Dichloro-Diphényl-Trichloréthane) initialement utilisé pour la pulvérisation
intradomiciliaire d’insecticide (PII) a développé chez les anophéles une résistance appelée KDR
(Knock Down Résistance : résistance a l'effet de choc) si bien qu’il a été remplacé par les
pyréthrinoides et renforcé par les répulsifs dont les plus efficaces sont a base de DEET qui est le
N, N-diéthyl-m-toluamide. Cependant, cette efficacité est devenue modeste suite a 1’apparition
de résistance (Kleinschmidt et al., 2018; Tokponnon et al., 2019).

11 existe d’autres moyens de lutte associés a la lutte antivectorielle classique. Ce sont notamment
I’asséchement des marais, le drainage des eaux stagnantes ou se developpent les larves des
anopheles, 1I’ensemencement des eaux avec des prédateurs des anopheles ou de leurs larves
comme certains mollusques ou poissons (Roll Back Malaria, 2001). A cela s’ajoutent 1’utilisation
de substances naturelles biodégradables a activité insecticide comme le gymnemagenol, un
triterpénoide isolé des feuilles de Gymnema sylvestre (Retz) Schult (Khanna et al., 2011). Les
substances a activité larvicide comme Wax (Schorkopf et al., 2016) et ou ovicide comme les
racines fraiches d’Asparagus racemosus (Willd.), une Asparagaceae (Govindarajan &
Sivakumar, 2014; lleke, 2018) peuvent également étre rangées dans cette catégorie.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, la chimioprophylaxie s’adresse uniquement aux
voyageurs en provenance des zones non endémiques vers les zones endémiques et aux femmes
enceintes (Winskill et al., 2019). Elle n’est pas conseillée en zone endémique car, elle peut y
favoriser I’émergence de souches résistantes et d’effets indésirables étant donné que les sujets
seraient obligés de prendre chroniquement les médicaments (Schlagenhauf & Petersen, 2008;
Wickremasinghe et al., 2017). Cependant, une étude réalisée dans les pays des Grands Lacs a
montré que la chimioprophylaxie constituerait un facteur important dans la réduction de la
morbidité de la malaria des régions endémiques (Bigira et al., 2015). Elle devrait prendre en
compte la répartition géographique de la chimiorésistance, le risque encouru, I’immunité, le seuil

de patence locale ainsi que ’efficacité du schéma envisagé (Diagana, 2015; WHO, 2015b).

De nos jours, le recours a un antimalarique en prévention devrait se référer aux données actuelles
de la région ou I’on veut se rendre (Fougere & Faucher, 2018). La RDC se trouve dans la zone
IIT de ’OMS ou la méfloquine, I’halofantrine, la primaquine [80], la doxycycline [74] et les
associations telles que sulfadoxine - pyriméthamine et atovaquone-proguanil [79] peuvent étre

utilisées en prophylaxie (WHO, 2015a). Chez la femme enceinte, 1’association Sulfadoxine-
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pyrimethamine [81] (en 3 doses) ainsi que la méfloquine au 2° et au 3° trimestres de grossesse

peuvent étre utilisées (Schlagenhauf et al., 2012).

Aucun vaccin antimalarique n’est actuellement enregistré. Cependant, un vaccin appelé RTS, S®
a démontré en essai clinique de phase III, une protection d’environ 30 % et a recu un avis
favorable du Comité des Produits de Santé a Usage Humain de 1’Agence Européenne des
Médicaments. Il faudra néanmoins encore quelques années pour qu’il soit accessible en

prévention (Vandoolaeghe & Schuermanl, 2018; Adepoju, 2019; Bell et al., 2020).

A coOté des stratégies de prévention, la prise en charge curative revét une importance capitale
surtout dans un milieu endémique. Elle repose essentiellement sur la chimiothérapie.
Généralement, une prise en charge de la malaria simple se distingue de celle grave a coté des

terrains particuliers comme la femme enceinte et les cas de co-infections.

1.1.3.2. Traitement de la malaria simple

L’OMS recommande (WHO, 2015a), en premiere ligne du traitement de la malaria simple chez
I’enfant et chez 1’adulte, a I’exception de la femme enceinte, le schéma thérapeutique (Figure 3)
fondé en grande partie sur des combinaisons a base d’artémisinine (Pinheiro et al., 2018; Tse et
al., 2019).

Enfant & Adulte

P. falciparum

AS+SP AS+AQ AM+LUM AS+MQ

1,5+9 mg/kg; 4+25 mg/Kg/J;
2x1j; 3J
3J+repas+lait

CQ 3] +PQ (0,25

mg/Kg) 14] (4+25-1,25 (4+10 mg/Kg/J;

mg/kg/J ; 3J) 3J)

Figure 3. Traitement de la malaria simple chez I'enfant ou chez I'adulte (WHO, 2015).

Avec AS : Artésunate, SP : Sulfadoxine-pyrimethamine, AQ : Amodiaquine ; MQ : Méfloquine, PQ :
Primaquine ; CQ : Chloroquine ; AM : Artéméther, TET : Tétracycline ; DOX : Doxycycline ; CL :
Clindamycine [72] ; QUN : Quinine ; AV : Atovaquone [69] ; PG : Proguanil.

Comme le montre la figure 3 ci-dessus, le schéma thérapeutique de la malaria simple est fonction
de I’espece plasmodiale incriminée et la politique nationale en RDC en tient compte. Cela
suppose qu’avant I’instauration de tout schéma de traitement, il convient de se rassurer d’un
diagnostic parasitologique dans les 2 heures suivant la consultation ; malheureusement cela est

rarement possible en zones endémiques.
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En deuxiéme ligne, ’OMS recommande plusieurs autres combinaisons soit AS (2 mg/Kg/j) +
TET (4 mg/Kg/j) soit DOX (3 mg/Kg/j) soit CL (10 mg/Kg/j) pdt 7J, soit QUN (10 mg/Kg/j) +
TET (4 mg/Kg/j) soit DOX (3 mg/Kg/j) soit CL (10 mg/Kg/j) pdt 7J soit AV (2 mg/Kg/j) + PG
(8 mg/Kg/j) pdt 3 J durant le repas.

1.1.3.3. Traitement de la malaria simple chez la femme enceinte

Le traitement de la malaria simple chez la femme enceinte tient compte non seulement de I’espéce

plasmodiale incriminée mais aussi du trimestre de grossesse (Figure 4).

Femme enceinte

P. vivax P. falciparum -

mixte

Chloroquine

1€ trimestre 2¢ et 3¢ trimestres

300 mg/sem
Quinine 10 mg/kg + ACT

Clindamycine 10
Nnglkg 179 (AS+SP ou AS+L)

Figure 4. Traitement de la malaria chez la femme enceinte selon ’OMS (2015).
1.1.3.4. Traitement de la malaria grave
Toutes les formes graves de la malaria chez 1’adulte et I’enfant nécessitent un recours a
I’artésunate injectable, en premiére intention, pendant au moins 24 heures. Le cas échéant,

I’administration de la quinine injectable est envisageable. Le schéma reprenant les directives de

1I’OMS est repris sur la figure 5.
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[ 1

1
Disponible Non disponible

Quinine inj. 20
|| mg/kg (J1

inj. Quinine 10 mg/kg (J2-J7)

Artésunate 2,4 Per os. Quinine 10mg/kg/8H
mg 1V-IM/kg (J2-J7)

M0/KJ [
2R B  Per os Doxycycline 100
mg/kg/7J
: . m  Clindamycine 20 mg/kg (&;’
Ao(:;—5+mgp/r|lgngﬂu\]”21e enceinte & enf < 8 ans
ACT + Primaquine :
0,75 mg/kg au J2

Figure 5. Traitement thérapeutique de la malaria grave selon ’OMS (WHO, 2015)
1.1.3.5. Résistance aux antimalariques

La résistance a un antimalarique est définie comme la capacité du parasite a se multiplier et a
survivre en présence d'un principe actif a dose égale ou supérieure a celle usuellement
recommandée, dans la limite de tolérance du sujet. La forme active du principe actif doit pouvoir
accéder au parasite pendant la durée nécessaire a son action (WHO, 2015a). La résistance est
souvent due a des mutations simples ou a des facteurs multi-génétiques (Cowell & Winzeler,
2019; Ross & Fidock, 2019).

La résistance aux antimalariques est attestée pour P. falciparum, P. malariae et P. vivax. Chez P.
falciparum, la résistance a été observée vis-a-vis de presque tous les antimalariques utilisés
notamment 1’amodiaquine [64], la chloroquine, la méfloquine, la quinine, la sulfadoxine et la
pyriméthamine (Cowell & Winzeler, 2019). Avec I’artémisinine et dérivés, cette résistance est
observée particulierement en Asie du sud-est. Sa répartition géographique et sa vitesse de
propagation présentent des variations trés importantes (Global Malaria Program, 2018;
Nsanzabana, 2019).

Deux grands types de mécanismes de résistance ont été identifiés : une perte du mécanisme
d'accumulation dans la vacuole digestive et une modification de la cible par acquisition de
mutations ponctuelles (Cowell & Winzeler, 2019; Ross & Fidock, 2019).

La résistance de P. falciparum a la chloroquine serait due a la mutation du géne K76T sur la
protéine Pfcrt (Plasmodium falciparum Chloroquino-resistance transporter) de la membrane de
la vacuole digestive (Warhurst, 2003; Juge et al., 2015; Foguim et al., 2020). Certains halotropes
de ce gene K76T et mutations ponctuelles (N86Y) au niveau de géne Pfmdrl : Plasmodium
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falciparum multidrug resistance seraient responsables de la résistance de P. falciparum aux
amino-alcools et aux lactones sesquiterpeniques utilisés seuls ou en association comme la
quinine, la méfloquine, 1’halofantrine [75], I’amodiaquine ou I’artémisinine (Das et al., 2014;
Idowu et al., 2019). Quant a la résistance aux antimétaboliques, celle-ci serait due a des mutations
impliquées dans la synthese des folates du parasite (Musset, 2006). Les mutations ponctuelles au
niveau du géene codant le DHPS (Pfdhps, A437G, K540E et A581G) sont responsables de la
résistance a la sulfadoxine et aux sulfones (Gresty et al., 2014; Quan et al., 2020) et les mutations
au niveau du gene codant la PHFR (Pfdhfr-ts) sont responsables de la résistance a la
pyriméthamine et au cycloguanil. La substitution S108 N de Pfdhfr-ts est la mutation clé de la
résistance de P. falciparum aux antifoliniques et peut étre associée a d’autres mutations de ce
méme gene notamment les mutations N511, C59R et 1164L (Basuki et al., 2018; Jiang et al.,
2019; Amusengeri et al., 2020).

En attendant que de nouveaux antimalariques soient découverts, les scientifiques ont montré qu’il
est possible de rétablir la sensibilité aux antimalariques actuels en détournant le mécanisme de
résistance. Par exemple les quinolines, peuvent étre associés a des composés permettant leur
entrée dans la vacuole digestive comme le vérapamil, un antagoniste calcique. De nombreux
essais in vitro et/ou in vivo inversant la résistance ont déja été publiés (Ndifor et al., 1993,;
Frédérich & Hayette, 2000; Rafatro et al., 2000). De plus, pour ralentir le phénoméne de
résistance, I’OMS recommande d’utiliser des combinaisons médicamenteuses (ACT) avec
I’artémisinine [67] et ses dériveés telles que 1’artéméther [66] et la luméfantrine [76], 1’artésunate
et I’amodiaquine, I’artésunate [68] et la méfloquine [77], I’artésunate et la sulfadoxine-
pyriméthamine et d’éviter 1’utilisation mono-thérapeutique ciblant un seul site d’action (Cui et
al., 2015; WHO, 2015a; Antony & Parija, 2016).

1.1.3.6. Développement de nouveaux antimalariques

La découverte de nouveaux antimalariques s’est fortement ralentie depuis les années 1980
(Guiguemde et al.,, 2012) en raison de la réduction de I’investissement par les firmes

pharmaceutiques dans ce domaine (Payne et al., 2007).

Pour étre sélectionné en préclinique, un composé doit satisfaire aux cing criteres ci-apres : i)
présenter une forte activité antiplasmodiale sur des souches chloroquino-sensibles et
chloroquino- résistantes de P. falciparum (Clso< 5 pg/mL) ; ii) posséder un indice de sélectivite
(IS = Clsp activité antiplasmodiale/ Clso cytotoxicite) élevé ; de préférence >1000 ; iii) éradiquer
la parasitétmie chez un modele murin sans montrer de toxicité ; iv) présenter une bonne
biodisponibilité par administration per os et v) étre fabriqué avec un colt de production
raisonnable (Wright, 2010).
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La recherche de nouveaux antimalariques est orientée dans 1’approche moderne vers des
modifications chimiques de pharmacophores préexistants ou [’évaluation biologique de
composés sur de nouvelles cibles proposees par les parasitologues (Flannery et al., 2013; Burrows
et al., 2017). Elle se trouve cependant confrontée a une situation de crise, du fait de ’absence de
nouvelles classes antimalariques en clinique depuis 1996 (Ekland & Fidock, 2008), de réelles
découvertes de nouveaux candidats antimalariques (Gardner et al., 2013) ou des échecs des
campagnes de criblages sur des cibles parasitophores purifiées (Payne et al., 2007). Cependant,
plusieurs médicaments sont en cours de développement notamment les trioxaquines et les
ozonides (Tse et al., 2019).

1. Trioxaquines

La conception des trioxaquines est le fruit de 1’association par un lien covalent, du motif
aminoquinoleine existant dans la chloroquine, a un trioxane, pharmacophore de I’artémisinine,
afin d’améliorer la pharmacocinétique de ces deux pharmacophores et d’éviter I’apparition rapide
de résistance (Meunier & Robert, 2010). Ces composés se sont montrés efficaces sur tous les
stades intra-érythrocytaires du parasite. Parmi eux, « PA1103/SAR16242 [1] » a suscité de
nombreuses études précliniques (Coslédan et al., 2008) avant que le projet ne soit abandonné
pour I’absence de résultats trés significatifs en clinique (Yung, 2018). Une autre trioxaquine, le
N-(7-chloroquinolin-4-ylamino) -éthylartésunate-19-carboxamide [5] a présenté des résultats trés
prometteurs sur la malaria cérébrale chez les souris (Odhiambo et al., 2017).

2. Ozonides OZ439 et OZ277

Ces deux composés possédent un motif 1,2,4-trioxolane, essentiel a I’activité (Dong et al., 2010).
L’ozonide "OZ277" [3], aussi connu sous le nom d’artérolane, est le premier ozonide de synthése
a étre évalué en clinique. Des 2004, il a été admis en phase Il en association avec le phosphate
de pipéraquine [78] (Vennerstrom et al., 2004). Dans le but d’améliorer le temps de demi-vie de
ce premier candidat notamment la stabilité de la liaison peroxyde, des modifications structurales
ont ét¢ effectuées et ont conduit a la conception de I’ozonide, de seconde génération, "OZ439"
[2] (Charman et al., 2011). Malheureusement, une étude récente a prouve in vitro qu’une trés
forte charge parasitaire annulerait 1’activité antimalarique de ces molécules en les détruisant

complétement (Giannangelo et al., 2018).
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3. Spiroindolone NITD 609

Le spiroindolone "NITD 609" [9] aurait la capacité d’inhiber la synthése protéique du parasite
plus rapidement que I’artémisinine ou la méfloquine en agissant sur la PFATP4, un transporteur
de cations ATP-dépendant. Néanmoins, les informations disponibles sur ce transporteur, ne
permettent pas d’élucider le mécanisme d’action exact du "NITD 609" (Biamonte et al., 2013;
Turner, 2016). Il faut noter cependant que 1’administration de ces composés entraine un
gonflement cellulaire (Dennis et al., 2018) et que, récemment, il a été identifié des mutations
G223R au PfATP4 multirésistantes suggérant un possible développement de résistances a cette
classe des molécules (McCulloch, 2018).

D’autres nouvelles classes de molécules a activité antiplasmodiale trés intéressantes ont été
identifiées (Ashley & Phyo, 2018). Ce sont notamment les carbamoyl triazoles a I’exemple de
TCMDC-134379 [8] (McConville et al., 2015), la ferroquine [6] et ses dérivés (Wani et al.,
2015), les ionophores comme la salinomycine [4] (D’Alessandro et al., 2015) ainsi que des
inhibiteurs de I’ubiquitine E3 ligase comme le Sedemetan [7], JNJ26854165 (Jain et al., 2017).

|.2. Plantes en tant que sources d’antimalariques et méthodes d’évaluation de
Iactivité antiplasmodiale
La place de la plante dans la lutte antimalarique et les différentes méthodes utilisées lors du

criblage de plantes antimalariques sont les deux éléments abordés dans ce point.

1.2.1. Plante comme source d’antimalariques

1.2.1.1. Recours aux plantes en médecine traditionnelle

Plusieurs ceuvres comme des tablettes assyriennes en argile ainsi que des textes chinois et
égyptiens qui remontent a plus de 2000 ans avant Jésus Christ montrent que 1’utilisation des
plantes par I’homme a des fins thérapeutiques est trés ancienne (Patwardhan, 2005; Wat’senga et
al., 2020). Des analyses d’ADN des momies égyptiennes ont révélé 1’existence de plasmodium
en Egypte vers 3200 avant Jésus Christ (Azab, 2013) et certaines plantes des genres Senna
(Daskum et al., 2019) et Aloe (Dibessa et al., 2020) décrites dans le papyrus d’Ebers et utilisées
pour plusieurs affections dans 1’ancienne Egypte (Aboelsoud, 2010) ont de nos jours montré une
activité antiplasmodiale. Le fait que cette source ait duré a travers des siécles constitue un premier

élément qui laisse croire a son efficacité et son acceptabilité.

Les autres éléments qui plaident en faveur de plantes et autres produits naturels issus de la
médecine traditionnelle sont notamment : i) leur efficacité présumée et une possible synergie

d’action de leurs constituants (David et al., 2015) ; ii) leurs probables faibles effets secondaires
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et leur codt accessible du traitement (Yuan et al., 2016); iii) leurs valeurs nutritives (Shakya,
2016) ; iv) leur affinité innée pour les récepteurs biologiques (Tarkang et al., 2016) ; v) leurs
aptitudes & pourvoir de nouvelles molécules (Fernandez-Alvaro et al., 2016) et vi) leur forte
activité notamment sur les souches résistantes (Tarkang et al., 2016).

Dans beaucoup de criblages réalisés sur les plantes, les extraits bruts peuvent présenter une
meilleure activité pharmacologique que la molécule la plus active isolée. Cela pourrait étre dd a
une synergie entre les composés présents dans la plante ou a un effet prodrogue (Rasoanaivo et
al., 2011; Zhou et al., 2016). Un éventuel effet synergique des composés naturels dans un extrait
pourrait étre pharmacodynamique et perceptible lors des essais in vitro. C’est notamment le cas
des alcaloides de Cinchonna sp tels que la cinchonine [10], la cinchonidine [11] et la quinidine
[12] qui augmentent les effets thérapeutiques de la quinine dans 1’extrait brut des écorces de tige
de la plante mais sont nettement plus cardiotoniques (Canales et al., 2020). Il peut tout autant étre
pharmacocinétique. C’est le cas des cinq flavonoides isolés d’Artemisia annua. En effet, ces cing
flavonoides que sont I’artemétine, la casticine, la chrysoplénétine, la cirsilinéol et la
chrysosplénol-D, potentialisent 1’activité antiplasmodiale de I’artémisinine in vitro alors
qu’isolée, chaque molécule ne présente aucune activité (Ferreira et al., 2010; Czechowski et al.,
2019).

1.2.1.2. M?dicaments traditionnels améliorés dans la prise en charge de la malaria en
Afrique

Les premiers pas vers les médicaments traditionnels améliorés dans la prise en charge du
paludisme remontent des années 1970 avec la recommandation de I’OMS sur I’intégration de la
médecine traditionnelle dans le systeme des soins de santé primaire. Cette recommandation est
suivie par 1’adoption du recours aux plantes aussi bien dans la prise en charge de la malaria que

dans les recherches sur les médicaments antimalariques par I’union africaine dans I’initiative Roll

Back Malaria (Ridley, 2002; Willcox & Bodeker, 2004).

Pres de 50 % des molécules introduites en thérapeutique entre 1987 et 2002 sont issues des plantes
médicinales et 1200 plantes issues de la biodiversité africaine utilisées en médecine traditionnelle
contre la malaria ont été répertoriées en 2011 (Newman et al., 2003; Rasoanaivo et al., 2011).
Plusieurs autres études ont été menees depuis lors, en vue de la découverte de nouveaux
antimalariques notamment a partir des plantes utilisées en Afrique sub-sahariennes (Chinsembu,
2015; Bekono et al., 2020).

Du fait de la riche biodiversité du continent africain, principal bastion de la malaria (Bickii et al.,

2000; Sanon et al., 2003), les recherches sur les plantes a vertus antimalariques a partir de la
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médecine traditionnelle africaine ont permis de développer des médicaments traditionnels

améliorés (MTA) comme le montre le tableau IV.

Tableau IV. Quelques médicaments traditionnels améliorés antimalariques

Margue Espéces constituantes Pays Référence
Manalaria® Nauclea latifolia Sm. (Rubiaceae) et RDC Muila & Gazin, 2017
Cassia occidentalis L. (Fabaceae)
Sansiphos® Garcinia kola Heckel (Clusiaceae) RDC Mukubwa et al., 2020
PR 259 CT1 Nauclea pobeguinii. (Pobég. ex Pellegr.) Merr. RDC Mesia et al., 2011
ex E.M.A. Petit (Rubiaceae)
CoBaT-Y017 Mentha piperita L (lamiaceae) et Benin Noudjiegbe et al., 2020
Cinnamomum verum J. Presl. (Lauraceae)
Phyto - Crypolepsis sanguinolenta (Lindl.) Schitr. Ghana Bugyei et al., 2011
Laria® (Apocynaceae)
AM-1® Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), Ghana Ankrah et al., 2003
Gossypium hirsutum L. (Malvaceae), Physalis
angulata L. (Solanaceae) et Delonix regia.
(Bojer ex Hook.) Raf. (Fabaceae)
MAF (Most Morinda lucida Benth. (Rubiaceae) et Ghana Turkson et al., 2019
Amen Maranthes robusta (Oliv.) Prance ex F. White
Fevermix (Chrysobalanaceae)
N’dribala® Cochlospermum planchonii Hook.f. ex Planch. B. Faso  Benoit-Vical et al.,
(Bixaceae) 2003
Malarial 5® Lippia chevalieri Moldenke (Verbenaceae), Mali Dénou et al., 2019
Cassia occidentalis L. (Caesalpiniaceae) et de
Spilanthes oleracea L. (Asteraceae)
Sumafura® Argemone mexicana L. (Papaveraceae) Mali Sanogo et al., 2014
(feuilles.)
Saabmal® Allium sativum L. (Amaryllidaceae), Nigeria  Obidike et al., 2015
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae),
Vernonia amygdalina Delile (Asteraceae),
Saccharum officinarum L. (Poaceae),
Amaranthus caudatus L. (Amaranthaceae),
Aloe barbadensis Mill. (Xanthorrhoeaceae) et
de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae)
MD (Mama Mangifera indica L. (Anacardiaceae), Alstonia  Nigeria  Adepiti et al., 2016
decoction) boonei De Wild (Apocynaceae), Morinda

lucida Benth (Rubiaceae) and Azadirachta
indica A. Juss (Meliaceae)

Pour certains auteurs, ces extraits de plantes apportent de nombreux avantages lors de leurs

utilisations. Parmi ces avantages, nous pouvons espérer (Mesia et al., 2011; Noudjiegbe et al.,

2020):

1 la diminution de la dose du principe actif par rapport a son utilisation en composé pure,
2 la réduction des effets toxiques (secondaires),

3. ’apparition non rapide de résistance,

4 la diminution du codt de production et de distribution,
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5. I’amélioration de I’efficacité thérapeutique.

Les recherches sur les plantes antimalariques ont permis de mettre en évidences plusieurs groupes
phytochimiques a potentiel antiplasmodiale (Oliveira et al., 2009; Onguéné et al., 2013b; Ntie-
Kang et al., 2014) dont les flavonoides. Dans le point qui suit nous presentons les éléments qui

plaident en faveur des flavonoides comme groupe a potentiel antimalarique.

1.2.1.3. Flavonoides comme groupe phytochimique a potentiel antiplasmodial

Les flavonoides sont des pigments souvent hydrosolubles qui jouent de nombreux roles dans les
processus vitaux des plantes notamment celui de défense contre les prédateurs, d’attraction des
pollinisateurs, de pigmentation des organes, de croissance, de protection contre les ultra-violets
(Harborne & Williams, 2000; Mathesius, 2018).

Les composés de ce groupe phytochimique possédent tous un squelette de base de quinze atomes
de carbone constitué de deux cycles benzéniques reliés entre eux par une chaine aliphatique de
trois carbones : C6-C3-C6. Pour certains auteurs (Fang et al., 2017), ce noyau de base est le
diphénylpropane. Cependant, cette chaine de trois carbones est souvent fermée en un o-
hétérocycle hexa ou pentagonal ainsi pour plusieurs autres auteurs, le noyau de base des
flavonoides est le 2-phénylchromane ou 2-phényl -benzopyrone (Fang et al., 2017; Wang et al.,
2018a; Nabavi et al., 2020).

g -

a

Figure 6. Noyaux de base des flavonoides 1,3-Diphénylpropane (a) et 2-phényl-benzo-y-pyrone (b).

Il existe plus de 5000 molécules de la classe des flavonoides issues de plantes (Wang et al.,
2018a). Leur classification est liée a leur niveau d’oxydation et leur substitution sur le noyau C
(Panche et al., 2016). La subdivision en sous classes résulte des modifications sur les noyaux A
et B. Ces variations portent sur leur degré d’hydroxylation, leur niveau de méthylation ou leur
niveau de glycosylation (Kumar & Pandey, 2013). Six grandes classes de flavonoides sont
rapportées : des flavonols, des flavanols, des flavones, des isoflavones, des flavanones et des
anthocyanines (Panche et al., 2016; Kumar et al., 2018). A ces six grandes classes d’autres
auteurs y ajoutent les aurones et les chalcones parmi les grandes classes des flavonoides stricto

sensu (Bruneton, 2009) et d’autres se basent sur les modifications qui peuvent survenir sur leur
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hétérocycle pour adjoindre aux six premiéres classes, les flavanonols et les flavandiols
(Halbwirth, 2010).

Plusieurs propriétés pharmacologiques sont attribuées aux flavonoides (Brodowska, 2017;
Rashid et al., 2019). Celles qui sont appuyés par différents travaux expérimentaux sont
notamment des propriétés anti-inflammatoire (Nile et al., 2017; Lesjak et al., 2018),
antiathérosclérotique (Devkar et al., 2018), antitumorale (Santhi & Annapurani, 2020),
anticancéreuse (Raffa et al., 2017), antithrombogeénique (Gupta et al., 2016), antiostéoporotique
(Xu et al., 2018; Xue et al., 2018), antivirale (Ortega et al., 2019), antibactérienne (Jarial et al.,
2016) ; antifongique (Souza-moreira et al., 2018), antihépatotoxique (Hayat et al., 2017),
antiparasitaire (Sulsen et al., 2017), antiprotozoaire (Clavin et al., 2016), antiallergique (Shi et
al., 2018), antidiabétique (Huang et al., 2018) et antimalarique (Soré et al., 2018). A c6té de ces
propriétés prouveées, plusieurs autres vertus leurs sont reconnues et des travaux en cours

d’investigation pourront en élargir le spectre thérapeutique.

L’étude de certains flavonoides contenus dans des extraits de plantes sur la croissance de P.
falciparum est relativement récente (Lehane et al., 2008). Entre 1991 et 2012, 46 composés
flavonoiques ont été isolés des plantes africaines (Bero & Quetin-Leclercq, 2011; Ntie-Kang et
al., 2014) et 40 composés entre 2013 et 2019 (Bekono et al., 2020). Dans le tableau V, nous
reprenons suivant leurs classes, quelques flavonoides ayant fait 1’objet d’une évaluation de

’activité antiplasmodiale.

Tableau V. Quelques flavonoides a activité antiplasmodiale isolés des plantes utilisées en médecine
traditionnelle africaine.

Classe Nom Plante- Partie-Clso (UM)  Type de test Structure

Chalcone Homobutéine  Erythrina abyssinica Test isotopique Moo
Lam. ex DC. (Fabaceae).  a I’hypoxanthine =
~ER-Clso: 8,7+1,8 pM . O O o
sur la souche W2 s
(Yenesew et al., 2003) “CHs

Flavanone  Liquiritigenin  Erythrina fusca Lour Test au pLDH ©/0H

(Fabaceae) -ET- Clso: HO O
27,7£1,8 uM sur la \@g
souche K1 (Khaomek et
al., 2008)
Flavanone  déméthoxymat Friesodielsia obovata Test isotopique CH, O
(o]

teucinol (Benth.) Verdc. a I’hypoxanthine
(Anonaceae)-ET-Clso : O
34,1uM sur la souche K1 HyC

(Joseph et al., 2007) OH o
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Classe Nom Plante- Partie-Clso (UM) Type de test Structure
Flavone Lanaroflavone  Campnosperma Test isotopique \
panamense Standl. a I’hypoxanthine &
(Anacardiaceae) -F- Clsp: o 0 O ” o
0,2+1,8 uM (Weniger et O |
al., 2006) oo
Flavonol Quercétine Brassica oleracea L. Test au HRPII oH
[23] (Brassicaceae)-Fr- Clso: O !
2,94 + 2,4 uM (Ganesh et e O ™
al., 2012) OH
OH O
Isoflavone  7,4’- Erythrina abyssinica Test isotopique
dihydroxy- Lam. (Fabaceae). -ER- a I’hypoxanthine
2,5 Clso: 27,7£1,8 uM sur la
diméthoxy souche W2 (Yenesew et
isoflav-3-éne al., 2003)
(Kenya)

En dehors de ces molécules citées a titre illustratif, il existerait tant d’autres composés
antimalariques isolés des plantes et appartenant au groupe phytochimique des flavonoides
(Rudrapal & Chetia, 2017).

Bien que la littérature n’évoque pas les éléments susceptibles d’expliquer le mécanisme d’action
antimalarique des flavonoides, les exemples susmentionnés montrent que ce groupe
phytochimique contient des candidats antimalariques. Il est néanmoins tout a fait possible que
I’activité apparente des composés de ce groupe soit due a leur interférence avec les tests
antimalariques susceptibles par la méme occasion de générer des faux positifs. Quoi qu’il en soit,
les plantes a flavonoides devraient néanmoins attirer 1’attention dans le criblage des plantes

antimalariques.

1.2.2. Méthodes courantes d'évaluation de I’activité antiplasmodiale

La recherche de nouveaux antimalariques efficaces est une des priorités dans la lutte contre la
malaria. Cette quéte nécessite cependant le recours a des méethodes adaptées et efficientes pour
évaluer I’activité des candidats antimalariques en cours de développement. Les différentes
méthodes utilisées quant a ce, différent par le moyen employé pour quantifier le parasite
notamment la microscopie, la radioisotopie, le dosage enzymatique, la cytométrie et la

fluorimétrie.

Les méthodes microscopiques sont basées sur le dénombrement microscopique des parasites et

constituent les méthodes de référence de I’OMS pour le diagnostic de la maladie (Sinha et al.,

2017).
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Les méthodes radioisotopiques sont basées sur la capacité du parasite a incorporer un radioisotope
et la parasitémie est proportionnelle a la quantité du marqueur utilisé. Deux marqueurs sont les

plus utilisées, I’hypoxanthine (Maji, 2018) et 1’éthanolamine (Bayih et al., 2017).

Les méthodes enzymatiques (pLDH assay, ELISA assay) consistent a quantifier le parasite par la
mesure de son Iactivit¢é enzymatique. Sont sollicittes a cet effet, les techniques
spectrophotométriques (pLDH assay, DELI assay) ou immuno-enzymatiques. Ces dernieres
utilisent la technique d’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay ou littéralement dosage
d'immunoabsorption par enzyme liée ou dosage immuno-enzymatique sur support solide) soit a
partir des anticorps monoclonaux spécifiques de la pLDH soit a partir de I’histidine riche en

protéine Il (Sinha et al., 2017).

Les tests cytométriques a flux permettent de compter et de caractériser les cellules apreés leurs
passages a grande vitesse dans un faisceau laser. La quantification cellulaire est basée sur la
présence de I’ ADN parasitaires (ANDp) chez dans les GR parasités (GRp) contrairement aux GR
humains non parasités qui ne contiennent pas d’ADN. Cet ADNp est marqué par un ou deux
colorants fluorescents. Deux colorants de I’ ADN sont les plus utilisés : I’hydroéthidine ou le 4',6-
diamidino-2-phénylindole, DAPI (Wirjanata et al., 2015; Woodrow et al., 2015).

Les tests fluorimétriques stricto sensu sont des tests ou la quantification de la croissance
parasitaire est basée sur la mesure de la fluorescence des colorants fluorescents de I’ ADNp. Outre
le Bromure d’éthidium; le DAPI, le SYBR Green I, I’Acridine orange, le YOYO-1, le PicoGreen
(Arias et al., 2017) et la luciférase de luciole (Swann et al., 2016; VVoorberg-Van Der Wel et al.,

2020) sont les marqueurs de fluorescence les plus utiliseés.

Un autre groupe de tests exploite la formation in vitro de la B-hématine dont la quantité,
proportionnelle a la charge parasitaire, est mesurée soit par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier, FT-IR, soit par chromatographie liquide a haute performance HPLC, soit

par fluorimétrie, soit par spectrophotométrie, soit par radioisotopie (Sinha et al., 2017).

Les différents tests courants sont repris dans le tableau VI ou nous trouvons également les

informations relatives a leurs avantages, désavantages, sensibilités et fiabilité.
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Test (année d’apparition)

Avantages

Désavantage

Principe

Référence

Macrotechnique (1968)

Simple, ne nécessite pas
d'équipement sophistiqué, fiable
pour une application sur le terrain.

Besoin de 10 mL de sang
veineux. Faible taux de
réussite (<70%). Utilisée
seulement pour évaluer la
chloroquino-resistance

Dénombrement macroscopique
par observation morphologique
des plasmodies dont le passage de
1’état de trophozoites a schizonte

a été inhibé apres ajout de la
dihydrotriazine (DHT) du
chlorguanide

(Rieckmann et al., 1968)

Microtechnique (1978)

Simple, petit volume de sang, ne
nécessite pas d'équipement
sophistiqué, fiable pour une
application sur le terrain.

Besoin de personnel qualifié,
nécessite beaucoup de temps.

Dénombrement microscopique

des schizontes aprés coloration au

Giemsa

(Rieckmann et al., 1978)

Microdilution semi-automatisée

ou test isotopique ou test a
I'hypoxanthine radiomarqué
(1979)

Mesure rapide et quantitative de
I'activité antimalarique, lecture
automatique,

faible risque de variabilité des
résultats.

Colteux, nécessite plusieurs
étapes de traitement,
manipulation particuliere et
systeme d'élimination des
déchets obligatoire, obligation
d’une parasitémie de départ
relativement élevée (> 0,1 %),
besoin d’un équipement
spécial.

Mesure de la croissance
parasitaire par marquage
isotopique a I’hypoxanthine
tritiée. L’intensité du
rayonnement 3 émis est
proportionnelle & la charge
parasitaire.

(Desjardins et al., 1979)

Cytométrie a flux automatisée
(1990)

Rapide, automatisé, précis,
possibilité de différencier d'autres
stades de parasites. Fournit plus

d'informations en une seule analyse.

Colteux, exigence d'un
instrument.

Comptage par un cytométre des

plasmodiums vivants par
quantification de leurs ADN.

(Van Vianen et al., 1990)

Essai isotopique :
Test a I’éthanolamine (1992)

Rapide, reproductible, automatisé
avec une faible variabilité des
données, ajout d’hypoxanthine pour
une croissance parasitaire
supplémentaire.

Co(teux, besoin
d’instruments, manipulation
spéciale et d’un systeme de
traitement des déchets.

Mesure de la croissance du
parasite par I’incorporation

d’éthanolamine tritiée. L’intensité

du rayonnement 3 émis est
proportionnelle a la charge
parasitaire.

(Van Vianen et al., 1993)

Test au lactate déshydrogénase :

pLDH assay(1993)

Rapide, reproductible, automatisé
avec une faible variabilité des

Moins applicable pour un
usage sur le terrain, besoin

La mesure de ’activité

enzymatique se fait par couplage

(Makiler et al., 1993)
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Test (année d’apparition)

Avantages

Désavantage

Principe

Référence

données, pas besoin de personnel

qualifié.

d'une parasitémie initiale de 1
a2 %.

du coenzyme (APAD) avec un sel
de tétrazolium puis la mesure
spectrophotométrique du
chromophore forme.

Dosage par immuno-détection
de I'enzyme lactate
déshydrogénase DEL I-test ou
Double-Site Enzyme Linked
LDH Immun détection (2001)

Plus facile a réaliser, plus rapide a
mettre en ceuvre, aucun personnel

qualifié requis, fiable pour une

application sur le terrain, moins cher
que les dosages isotopiques in vitro.

Codteux, exigence d'un
anticorps monoclonal.

Quantification de la charge
parasitaire a partir de la réaction
antigéne-Anticorps visualisée
grace a une réaction colorée
produite par I’action du substrat
sur I’anticorps du pLDH.

(Druilhe et al., 2001)

Test au HRPII: Histidine-rich
protein 11 (2002)

Rapide, simple a établir, trés

reproductible, facile & réaliser, utile
pour tester les médicaments a action

lente, nécessite peu de matériel
technique.

Temps de culture plus long

Mesure des concentrations de la
protéine HRP Il, directement
associée a la densité du parasite
et a sa croissance.

(Noedl et al., 2002)

Test CYQUANT (2004)

Plus facile, plus pratique a réaliser,
automatisé, applicable pour HTS :

high throughput screening ou

criblage a haut debit, nécessite moins
d'étapes, utilise un équipement plus
simple a manupiler, la plaque peut
étre conservée congelée pendant une

longue période avant le test.

Colteux

Mesure par un cytometre a flux a
530 nm la fluorescence émise par
le colorant cyanine CyQUANT
marquant ’ADNp. L’intensité
étant proportionnelle a la charge
parasitaire.

(Sriwilaijaroen et al.,
2004)

Test de fluorescence a base de
SYBR Green | (MSF) de la
malaria (2004)

Utile dans les environnements a

ressources limitées, applicable a

I'étude des interactions

médicamenteuses dans les études
combinatoires de médicaments en

milieu de recherche, applicable

également en milieu clinique, concu

pour le HTS.

Besoin d'instruments.

Mesure par un cytomeétre a flux
de la fluorescence émise par le
colorant SYBR Green | GR
marquant I’ADNp. L’intensité
étant proportionnelle a la charge
parasitaire.

(Smilkstein et al., 2004)

Essai d'inhibition de la

croissance a base de pLDH test

miniaturisé : essai GIA (2008)

Robuste, rapide, surveillance
automatisée de la croissance de
plasmodium dans HTS.

Colteux, besoin
d'équipement.

Mesure de I’activité enzymatique
de la pLDH par cytométrie en
utilisant ’hydroéthidine.

(Bergmann-Leitner et al.,
2008)
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Test (année d’apparition)

Avantages

Désavantage

Principe

Référence

Test in vitro a haut débit et non
radioactif a base de DAPI
(2007)

Robuste, compatibilité du colorant
fluorescent, DAPI (Diamino phrnyl
indol) pour surveillance de la
croissance de Plasmodium HTS.

Codteux, exigence
d'instrument

Le Principe est le méme que le
test fluorimétrique dont le
fluorochrome est le DAPI.

(Baniecki et al., 2007)

Parasites transgéniques
rapporteurs de I’expression des
génes (2012)

Simple, aucune différence
significative entre les parasites
synchronisés et non synchronisés.
S’effectue dans les 12 h pour les
médicaments a action rapide.

Codteux, exigence de la
technologie de transfection.

Méthode fluorimétrique dont la
particularité est I’usage d’une
souche plasmodiale qui a subi la
transfection pour générer des taux
importants de luciférase de
luciole

(Khan et al., 2012)

Test cytométrique a flux de
détection d'hémozoine (2013)

Prend moins de temps

Colteux

Formation in vitro de la B-
hématine dont la quantité,
proportionnelle a la charge
parasitaire et la détection se fait
par cytométrie a flux

(Rebelo et al., 2013)

Test de criblage a haut débit
(HTS) basé sur la luciférase
(2013)

Robuste, meilleurs rapports signal /
bruit, Large plage dynamique.

Basée sur la capacité d’un
fluorochrome (pfgfp) a
s’intercaler dans le brin d’ADN
parasitaire (ADNdb) laquelle se
traduit par I’émission d’une
fluorescence qui est mesurée par
fluorométrie ou cytométrie.

(Lucantoni et al., 2013)
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1.3. Revue bibliographique de 53 plantes réputées antimalariques a Bagira

Plusieurs plantes sont utilisées en méedecine traditionnelle a Bagira (RDC) et parmi elles nous
avons preselectionnées 53 qui y sont particulierement utilisées dans la prise en charge du
paludisme. Dans ce point nous présentons une revue bibliographique de ces plantes. Cette revue
porte sur les connaissances ethnobotaniques, phytochimiques et pharmacologiques. Les
connaissances rapportées a ce niveau sont essentiellement bibliographiques. Un sous point est
consacré a Dialium angolense, plante sélectionnée parmi les 53 plantes pour une étude

approfondie.

1.3.1. Connaissances bibliogra||ohiques ethnobotaniques, biologiques et
phytochimiques de 53 plantes inventoriéees

1.3.1.1. Revue des connaissances bibliographiques ethnobotaniques de 53 plantes
réputées antimalariques a Bagira

Les usages ethnobotaniques de ces 53 plantes réputées antimalariques a Bagira sont consignés

dans le tableau VII.

Tableau VII. Informations bibliographiques sur les usages de 53 plantes réputées antimalariques a

Bagira
N° Espece Référence d’usage Référence au (PU) autres indications
comme Bushi
antimalarique
1 Acacia Atindehou et al., 2004; (F) Ulcére gastrique (Doka &
polyacantha Bashige et al., 2017 Yagi, 2009; Celestina Oluranti et
Wwilld. al., 2012), dysenterie (Musa et al.,
2011).
(ER) stérilité (Kamuhabwa et al.,
2000), fibrome, gonorrhée (Jiofack
et al., 2009; Kankara et al., 2015)
2  Aframomum Mbuta et al., 2012 Cousins & Huffman, (PE) Aliment (Nyakabwa &
laurentii (De 2002; Balagizi et al., Dibaluka, 1990; Basabose, 2002;
Wild &T, 2007; Mangambu, et lyongo et al., 2013).
SDéJhrSnmd) K. al., 2008 (ET) rougeole
(Fr) jaunisse ( Terashima &
Malasi, 1991)
3 Ageratum Clarkson et al., 2004; Kasali, 2014; (F) Rhumatisme, mal de transport
conyzoides L. Dibong etal., 2011a  Macumu et al., 2015 (Kaou et al., 2008), ulcére
gastrique, troubles digestifs, plaies,
morsure de serpent (Dibong et al.,
2011b), infertilité féminine (Telefo
et al., 2012), faiblesse sexuelle
(Kabena et al., 2018), cancer
(Avana-Tientcheu et al., 2019).
(PE) aliment (Lim, 2014)
4 Artemisia Bilia et al., 2002; Kasali, 2014; (F) jaunisse, spasmes, flatulence,
annua L. Willcox, 2009 Karhagomba et al.,  sédation, hémorragie, diarrhée
2015 (Sadiq et al., 2013), ulcere

gastrique, anémie (Dolatkhahi, et
al., 2014).
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N° Espeéce Référence d’usage Référence au (PU) autres indications

comme Bushi
antimalarique

5 Azadirachta Chianese et al., 2010;  Balagizi et al., 2005 (F) Diabéte, carie dentaire, troubles

indica A.Juss  Kingsley et al., 2012; digestifs (Sujarwo et al., 2016),
Priyanka, et al., 2013 ulcere gastrique (Eid, et al., 2017)
6 Bidens Oliveira et al., 2004; Kasali et al., 2014;  (F) Diabetes (Hsu et al., 2009),
pilosa L. Kaou et al., 2008; Macumu, amertume (Bvenura & Afolayan,
Lacroix et al., 2011 Ntahobavuka & 2014) plaies, pharyngites, abces,
Nzabandora, 2015  indigestion, constipation, absence
de désir sexuel (Sanoussi et al.,
2015)

7 Bobgunia  Ouattara et al., 2006; (F) Poison des poissons
madagascariensis Bashige et al., 2017 (Neuwinger, 2004), jaunisse,
(Desv.) J.H. douleurs abdominales, ulcére
Kirkbr. gastrique (Maiga et al., 2005),

maladies du poulet (Syakalima et
al., 2017), diabéte (Amuri et al.,
2018) dysménorrhées (Danton et
al., 2019)

8 Cajanus Duker-eshun et al., Balagizi et al., 2005 (F) jaunisse (Anisuzzaman et al.,

cajan (L.) Millsp.  2004; Ajaiyeoba et al., 2007), aliment (Odeny, 2007),
2005 cancer (Ashidi et al., 2010),
maladie du poulet (Oladunmoye &
Kehinde, 2011)
9 Carica Chenniappan & Defour, 1994 (F) Asthme, béribéri, fiévre, plaies,
Papaya L. Kadarkarai, 2010 Balagizi et al., 2005 avortement, jaunisse, gonorrhée,
Kingsley et al., 2012 troubles urinaires, vers intestinaux,
obésité, infections urinaires,
hypertension, anémie (Vij &
Prashar, 2015 ; Anjana et al., 2018
; Kaur et al., 2019)
10 Cassia Tona et al., 2004 Defour, 1995 (F) Abces, troubles biliaires,
Occidentalis L. Zjrihi et al., 2005 Kasali etal., 2014  bronchite, ecchymoses, cataractes,
Kaou et al., 2008 accouchement, constipation, ulcére
Chenniappan & gastrique (Mahanthesh et al., 2019)
Kadarkarai, 2010 et aliment (Manikandaselvi et al.,
2016)

11 Catharanthus Chenniappan & Kasali et al., 2014  (PE) Pigdres d'insectes,
roseus (L.) G Kadarkarai, 2010 hémorragie, laryngite, pharyngites,
Don. blennorragie, rhumatisme, asthme,

flatulence et tuberculose (Mallik et
al., 2013)

12 Chenopodium Mackinnon et al., 1997 Karhagomba & (F) Toux, fiévre, épilepsie,

ambrosioides L. Kyist et al., 2006, Kayembe, 1998 ; hémiplégie (Loufou et al., 2015),
Jiofack et al., 2009 Balagizi et al., 2005 douleurs abdominales (Fenetahun
& Eshetu, 2017), rougeole (Esso-

Tsar et al., 2019)

13 Chenopodium Nyakabwa et al., (F) Pneumonie (Nyakabwa &
opulifolium 1990 Schneider, Gapusi, 1990 ; Nahayo et al.,
Schrad, ex WDJ. 1996 2010), traitement des hépatites
Koch Kadima et al., 2016 (Mukazayire et al., 2011), diarrhée,

Iépre, dépigmentation, gastro-
entérites (Kamagaju et al., 2013).

14 Cinchona Honigsbaum et al., Defour, 1996 (ER) Diarrhée, dysenterie (Stark

ledgeriana 2004 Kasali etal., 2014  etal., 2013), fievre (Pandey &

(Howard) Bern.
Moens ex Trimen

Silalahi, 2016

Tripathi, 2017)



Considérations bibliographiques

Page |29

N° Espeéce Référence d’usage Référence au (PU) autres indications
comme Bushi
antimalarique
Siintar, 2019
15 Clematis RAS RAS (PE) Epilepsie (Lautenschlager et
et los@ DC. al., 20 18)

16 Crassocephalum Shalukoma et al.,
montuosum (S. 2015
Moore) Milne-

Redh

17 Crassocephalum  RAS RAS (PE) Fiévre récurrente, faiblesse
picridifolium durant la grossesse (Tugume et al.,
(DC) S More 2016)

18 Cymbopogon Mesia et al., 2008 Kasali et al., 2014  (F) Céphalées, toux, sueurs,
citratus (DC) Melariri et al., 2011 Karhagomba 2015  rhumatisme, maux de dos, entorses
Stapf. (Machraoui et al.,2018).

19 Dalbergia RAS RAS RAS
Katangensis
Lechenaud

20 Dialium RAS RAS RAS
angolense (Welw
ex Beth) Harms

21 Dialopsis RAS RAS RAS
africana Radck

22 Ekebergia RAS RAS (ER) Infertilité masculine,
Benguellensis dysménorrhée (Maroyi, 2011),
Welw ex CDC épilepsie, maux de ventre (Moshi

et al., 2006),

(F) Convulsion, troubles mentaux,
HTA (Augustino et al., 2011)
gonorrhée et fertilité féminine
(Lautenschléger et al., 2018)

23 Eleusine RAS RAS (F) Douleurs corporelles (Bhat et
indica (L) al., 1990), fracture,

Gaertn. empoisonnement (Kulip, 2003),
plaies (Partha & Hossain,2007),
rétention urinaire (Lebbie &
Guries,1995), ulcére gastrique,
troubles digestifs (Chaudhari et al.,
2013), convulsion, affections
hépatiques (Sagar et al., 2018),
fievre, céphalées (Zubair et al.,
2019)

24 Entada Atindehou et al., 2004 RAS (F) Blessure (Feyissa et al., 2017),
abyssinica Steud. Midiwo & Yenesew, diabéte, hémorroides (Bakari et al.,
ex A. Rich. 2007 2018), gonorrhée (Bizuayehu &

Garedew, 2018)

25 Erythrina Lacroix et al., 2011 Defour, 1995 (F) Anémie, infections de la peau,
abyssinica Lam.  Onyango & Midiwo, Kasali etal., 2014  ulcére gastro-intestinal, cancer,
ex DC 2019 diarrhée, fievre (Anwar et al., 2019

; Catarino et al., 2019), diabéte
(Masunda et al., 2019)

26 Euphorbia Zirihi et al., 2005 Defour, 1995 (PE) Dysenterie, diarrhée, troubles

hirta L. Kasali et al., 2014

Chenniappan &
Kadarkarai, 2010
Abiodun et al., 2011

Macumu, 2015

gastro-intestinaux (Agarwal, 2018)
et asthme (Ajagbonna et al., 2019)
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N° Espeéce Référence d’usage Référence au (PU) autres indications
comme Bushi
antimalarique
27 Flueggea Kaou et al., 2008 RAS (F) Syphilis, gonorrhée, diarrhée,
virosa (Roxb. EX  Dijarra et al., 2015 rhumatisme, pneumonie, stérilité,
Willd.) Voigt Singh et al., 2017 morsure de serpent (Bajpai et al.,
2016), douleur a la poitrine, fausse
couche (Philip et al., 2017),
arythmie cardiaque, sédation
(Okunola et al., 2018), céphalées,
ulcéres gastriques, diabétes,
dysménorrhée (Danton et al.,
2019)
28 Hypoestes RAS Cihyoka, 1994 (PE) Affections hépatiques,

triflora (Forssk)
Roem, & Schult

Kadima et al., 2016

dépigmentation de la peau,
jaunisse (Al Haidari, 2018)

29 Isoberlinia Catarino et al., 2019 RAS (PE) Hypertension, épilepsie
angolensis (Moshi et al., 2006), Inflammation
(Welw. Ex de la peau, toux et anémie
Benth.) Hoyle & (Catarino et al., 2019)

Brenan

30 Isoberlinia RAS RAS (PE) Poison, céphalées, carie
tomentosa dentaire, accouchement, troubles
(Sl?aagp'IS) Craib & digestifs (Catarino et al., 2019)

31 Jatropha Kaou et al., 2008 RAS (F) Fiévre, convulsion, helminthe,
Curcas L. Abiodun et al., 2011 infections urinaires, diabétes, toux

Muganza et al., 2012 et hémorroides (Abdelgadir & Van
Taek et al., 2018 Staden, 2013)
32 Julbernardia RAS RAS (T) Construction des ruches Fr :

Paniculata
(Benth,) Troupin

fievre (Chomba et al., 2013)

33

Lantana

Kohler et al., 2002

Kasali et al., 2014

(F) Rhumatisme, ulcére, rhume,

camara L. Mesia et al., 2008 cataracte, plaie, rougeole, fievre
Mane et al., 2019 (Mane et al., 2019)

34 Leucas _ Clarkson et al., 2004 Balagizi et al., 2005 (PE) Dysménorrhée, plaie, fievre,
martinicensis gastrite, asthme, piqdre d'insecte
(Jacg,) R. Br. (Regina et al., 2015)

35 Mangifera Zirihi et al., 2005 Karhagomba, 2014 (F) Anémie, hypotension,
indica L. Kuvist et al., 2006 Macumu, 2015 diarrhée, syphilis, diabéte, ulcére,

Chenniappan & dysenterie, hépatite, toux, asthme
Kadarkarai, 2010 (Khandare, 2016 ; Ediriweera et
Kingsley et al.,2012 al., 2017)

Oyeyemi et al., 2019

36 Moringa Kéhler et al., 2002 Shalukoma et al., (F) Ulcére, HTA, diarrhée, diabete,

oleifera Lam. Olasehinde et al.,2018 2015 épilepsie, rhumatisme (Popoola &
Obembe, 2013), abcés, asthénies,
toux, gonorrhée (Agoyi et al.,
2014)

37 Ochna Abdullahi et al., 2010 RAS (ER) Poison (Ruffo, 1991),
Schweinfurthiana helminthiases et cicatrices des
F Hoffm plaies (Abdullahi et al., 2010).

38 Ocimum Mesia et al., 2008 Karhagomba & (F) Grippe, troubles digestifs

gratissimum L.

Abiodun et al., 2011
Muganza et al., 2012

Kayembe, 1998

Mushambanyi, 2002

(Cardozo de Farias et al., 2019),
diabete (Yaseen, 2019), cancer
(Avana-Tientcheu et al., 2019)
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N° Espeéce Référence d’usage Référence au (PU) autres indications
comme Bushi
antimalarique
39 Phyllanthus Zirihi et al.,2005 RAS (F) Helminthiase (Idu
muellerianus Zirihi et al., 2010 & Ndukwu, 2006), plaies (Agyare
(Kuntze) Exell  Nondo et al., 2016 et al., 2009), rhumatisme, trouble
................................. mental (Mbuta et al., 2012),
trouble de grossesse (Frazao-
Moreira, 2016).
40 Phyllanthus Cimanga et al., 2004 RAS (F) Diabéte, dysenterie, fiévre,
niruri L. Subeki et al., 2005 typhoide, ulcére gastrique,
Mustofa et al., 2007 hypoglycémie (Narendra et al.,
2012), hypertension, tumeur
(Kamruzzaman & Hoq, 2016)
41 Physalis Zirihi et al., 2005 RAS (F) Edéme, amibe (Jiofack et al.,
angulata L. Lusakibanza et al., 2009), infections post partum,
2010 asthme, anémie, gonorrhée, diabete
Kimpende et al., 2013 (Sharma et al., 2015 ; Ukwubile &
Oise, 2016)
42 Piliostigma Madara et al., 2010 RAS (F) Ulceére gastro-intestinal,
thonningii Abiodun et al., 2011 dysenterie (Olajide et al., 2013),

(Schum.) Milne-
Redh.

faiblesse musculaire, toux,
éruptions cutanées, gonorrhée et
syphilis (Chinsembu, 2016).

43 Psidium Ruffo, 1991 Defour, 1994 (F) rhumes, toux, tuberculose,
Guajava L. Nundkumar & Chifundera, 1998  bronchite, rhinite, leucorrhée,
Okewole, 2002 Kasali et al., 2014  gonorrhée, diarrhée, dysenterie,
Muganza et al., 2012 maux de ventre, troubles digestifs,
ulceres (Morais-Braga et al.,
2017).

44 Psorospermum RAS RAS (F) Poison, fiévre (Neuwinger,
corymbiferum 1994),

Spach (R) Antitumoral (Jimoh et al.,
2009)

45 Rothmannia RAS RAS (F) Morsure de serpent, ulcére
engleriana (K, gastrique (Ruffo, 1991), fracture et
shum) Keay cancer (Moshi et al., 2006).

46 Senecio RAS RAS (PE) blessures des bestiaux (Viegi
cineraria (DC) et Ghedira, 2014)

47 Solanecio Schneider, 1996 (PE) Plaies et poison (Jeffrey,
cydoniifolius (O 1986)

Hoffm.) C.
Jeffrey
48 Spilanthes Clarkson et al., 2004 Balagizi et al., 2005 (F) Fiévre, faiblesse sexuelle,

mauritiana (A.
Rich. ex Pers.)
DC

Paulraj et al., 2013

Ntabaza et al., 2017

convulsions (Paulraj et al., 2013),
infections buccales, éruption
cutanée, HTA, toux, ulcere
gastrique et helminthiases
(Mhlongo & Van Wyk, 2019)

49

Syzygium
cordatum Hochst,
in C. Krauss

Gessler et al., 1995
Ssegawa & Kasenene,
2007a.

Samie et al., 2005

Balagizi et al., 2007

(F) Constipation, maux

d’estomac (Gessler et al., 1994 ;
Hutchings et al., 1996 ; Olajuyigbe
& Afolayan, 2012), maladies
respiratoires (York et al., 2011)
(ET) Asthme, rhumatisme,
diarrhée (De Wet et al., 2010), IST
et tuberculose (De Wet et al.,
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N° Espeéce Référence d’usage Référence au (PU) autres indications
comme Bushi
antimalarique
2012) VIH (Chinsembu et al.,
2010)
50 Tagetes Shahzadi et al., 2010 Balagizi et al., 2005 (F) Helminthiases, (Mwine et al.,
Minuta L. Lacroix et al., 2011 2011), bronchite, vers intestinaux,
Al-Musayeib et al., hémorroides (Sadia et al., 2013)
2012
51 Tithonia Madureira et al., 2002 Kasali etal., 2014  (F) Diabete, amibe, cancer,
diversifolia Goffin et al., 2003 schistosomiase (Chagas-Paula et

(Hemsl.) A. Gra

Elufioye &
Agbedahunsi, 2004,
Muganga et al., 2010

al., 2012) maux de gorge,
ecchymoses et fractures (Adu et
al., 2017)

52 Trema N’guessan et al.,2009, Shalukoma et al., (F) Affections respiratoires,
orientalis (L.) Abiodunetal., 2011 2015 helminthiases, constipation,
Blume Ayoade et al., 2014 arthrites, hypoglycémie (Adinortey
Oyebola et al., 2017 et al., 2013) et construction
(Shomkegh et al., 2016).
53 Vernonia Chenniappan & Kasonia et al., 1993 (F) Vomissements, nausees,
anz?/iﬂ(ga“na Kadarkarai, 2010 Defour, 1995 diabéte, perte d'appétit et

Melariri et al., 2011
Lacroix et al., 2011

Kasali et al., 2014

dysenterie (Kadiri & Olawoye,
2016 ; Boadu et al., 2019)

Le Bushi est I’ensemble de 7 royaumes que constituaient 1’actuelle province du Sud-Kivu (Bishikwabo,
1980, Chifundera, 2001) ; RAS : Rien a signaler

L’examen du tableau VII, permet de relever 3 observations :

1) Quarante-neuf plantes sur les 53 (92,4 %) disposent d’au moins un usage en médecine
traditionnelle africaine et 37 plantes soit 69,8 % sont utilisées comme antimalariques. Les 16
plantes dont 1’usage antimalarique n’est pas rapporté dans cette revue de la littérature
ethnobotanique sont Chenopodium opulifolium, Clematis villosa, Crassocephalum montuosum,
Crassocephalum picridifolium, Dalbergia katangensis, Dialium angolense, Dialopsis africana,
Ekebergia benguellensis, Eleusine indica, Hypoestes triflora, Isoberlinia tomentosa,
Julbernardia paniculata, Psorospermum corymbiferum, Rothmannia engleriana, Senecio
cineraria et Solanecio cydoniifolius. Aucun usage ethnobotanique n’est décrit dans la littérature

pour Dalbergia katangensis, Dialium angolense et Dialopsis africana ;

2) En dehors de la malaria, ces plantes comportent une soixantaine d’autres indications
notamment [’ulcére gastrique, la dysenterie, la stérilité, le fibrome, la gonorrhée, la rougeole, la
jaunisse, le rhumatisme, le mal de transport, les troubles digestifs, les plaies, la morsure de
serpent, la stérilité, la faiblesse sexuelle, le cancer, les spasmes, la sédation, 1’hémorragie, la
diarrhée, I’anémie, la carie dentaire, le diabete, les abcees, le poison, la maladie des poulets, les
dysménorrhées, 1’asthme, la fiévre, les infections urinaires, I’hypertension, la bronchite, les
piqlres d’insectes, la tuberculose, la toux, 1’épilepsie, I’hémiplégie, la pneumonie, la Iépre, la

dépigmentation de la peau, la folie, les troubles urinaires, les convulsions, les affections
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hépatiques, les céphalées, I’hémorroide, la dysenterie, la syphilis, les troubles cardiaques, les
parasitoses, le rhume, le cataracte, la rougeole, ’abces, les cicatrices, 1’hypoglycémie, les
acedémes, les éruptions cutanées, les infections buccales, les affections respiratoires, la flatulence

et I’anorexie ;

3) Vingt-neuf plantes (54,7 %) ont une référence comme plantes médicinales de la région d’étude
et dont 26 y sont décrites comme antimalariques. Les 3 plantes médicinales de la région qui n’y
sont pas décrites comme antimalariques sont Chenopodium opulifolium, Hypoestes triflora et
Solanecio cydoniifolius.

1.3.1.2. Revue des connaissances phytochimiques et pharmacologiques de 53 plantes
sélectionnées

Plusieurs especes parmi les 53 retenues pour cette ¢tude ont déja fait ’objet d’investigations
phytochimiques et pharmacologiques. Le tableau VIII reprend quelques groupes des substances

chimiques identifiés ainsi que quelques activités biologiques évaluées chez elles.



Considérations bibliographiques

Page | 34

Tableau VIII. Informations bibliographiques phytochimiques et pharmacologiques de 53 plantes étudiées

NO

Espece [synonyme]

Composés antimalariques & groupes
phytochimiques

Activités biologiques évaluées

1  Acacia polyacantha [Senegalia Polyphénols et tanins (Ali et al., 2012 ; Karar, Antiplasmodiale (Gessler et al., 1995 ; Atindehou et al., 2004),
polyacantha (Willd.) Seigler & 2015), alcaloides, anthocyanes, quinones, antimalarique (Nguta & Mbaria, 2013), antihelminthique (Waterman et
Ebinger (2013)] saponines (Bashige et al., 2017b) al., 2016)

2 Aframomum laurentii RAS RAS
[Aframomum giganteum (Oliv.

& D. Hanb.) K. Schum.]

3 Ageratum conyzoides alcaloides, coumarine, flavonoides, polyphénols,  Antiplasmodiale (Clarkson et al., 2004), antimalarique (Jonville et
[Chromolaena corymbosa stéroides, terpénoides (Lim et al., 2013 ; Yemele et al., 2011), hypoglycémiante (Ouattara-Soro et al., 2015),

(Aubl.) R.M. King & H. Rob.] al., 2015, Kouame et al., 2018) antibactérienne, anti-inflammatoire, cytotoxique (Kouame et al., 2018)

4 Artemisia annua [Artemisia Terpénoides antimalariques : Artémisinine Antimalarique, antitumorale, antibactérienne, anti-inflammatoire
gmelinii Weber ex Stechm.] (Kohler et al., 1997), artémisine, artéanuine B (Bhakuni et al., 2001), antihypertenseur, immunosuppressive,

(Nigam et al., 2019) antioxydante (Das, 2012)
Autres groupes : Flavonoides, stéroides (Brown,
2010)

5 Azadirachta indica [Melia Limonoide antimalarique : Azadirachtine A Antimalarique, Antiparasitaire, antibactérienne (Biswas et al., 2002 ;

Azadirachta L. (1753)] (Fernandes et al., 2019) Nguta & Mbaria., 2013)
Autres groupes : Alcaloides, flavonoides,
terpénoides, stéroides (Ragasa et al., 1997)

6  Bidens pilosa [Kerneria pilosa  Flavonoides antimalariques : Digitoflavone & Antiplasmodial, antimalarique (Andrade-Neto et al., 2004,

(L.) Lowe (1868)] Centaureidinde Noumedem et al., 2017), antibactérienne, anticancéreuse,
polyacétylene antimalarique : 1-Phenyl-1,3-diyn- antihypertenseuse, anti-inflammatoire, antioxydante (Xuan et al.,
5-en-7-ol-acétate (Oliveira et al., 2004) 2016), cytotoxique (Laryea & Borquaye, 2019)
Autres groupes : Alcaloides, flavonoides,
hétérosides cardiotoniques, saponines, stéroides,
tanins, terpénoides (Owoyemi & Oladunmoye,
2017 ; Khanal et al., 2019)

7 Bobgunia madagascariensis anthocyanes, flavonoides, quinones, tanins Antitrypanosomiale (Atawodi, 2005), acaricide (Muyobela et al.,
[Swartzia madagascariensis terpénoides (Bashige-chiribagula et al., 2017), 2016), antiplasmodiale (Bashige-chiribagula et al., 2017),

Desv] hétérosides cardiotoniques (Sani et al., 2016) antibactérienne (Chingwaru et al., 2020)
8 Cajanus cajan [Cytisus cajan  Flavonoide antimalarique : cajachalcone (Pan et  Anti-inflammatoire, immunomodulatrice, antioxydante (Hassan et al.,

L. (1753)]

al., 2018)

2016), antifongique (Jehani et al., 2016), Antiplasmodiale (Abbas et
al., 2017), antibactérienne (Wu et al., 2019)
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N° Espece [synonyme] Composeés antimalarigues & groupes Activités biologiques évaluées

phytochimiques
.................................................................... Autl’eS groupes : A|Ca|OIde, ﬂavono-l-des’

quinones, saponines, tanins, terpénoides (Sahu et
al., 2014)

9 Carica papaya Alcaloides, flavonoides, tanins (Singh et al., 2018), Antiplasmodiale, antimalarique (Zeleke et al., 2017 ; Teng et al.,
hétérosides cardiotoniques (Thakuria et al., 2018)  2019), antioxydante, antibactérienne, antifongique (Sobia et al., 2019),

anticancéreuse (Sagadevan et al., 2019)
10 Cassia occidentalis [Senna Alcaloides, flavonoides, tanins, terpénoides (Karar, Antihelminthigue, anticancéreuse, anti-inflammatoire, antibactérienne

occidentalis (L.) Link (1829)] 2015 ; Daskum et al., 2019)

hépatoprotectrice, antioxydante (Jafri et al., 1999 ; Chatterjee et al.,
2012 ; Ahmad et al., 2013 ; Kundu et al., 2014, Patel et al., 2014),
larvicide (Kumar et al., 2014 ; Murugan et al., 2015),
Antiplasmodiale, antimalarique (Ali et al., 2019 ; Daskum et al.,
2019, Singh et al., 2019)

11 Catharanthus roseus [Vinca Alcaloides, quinones, polyphénols, tanins, Antiplasmodiale &_antimalarique (Gathirwa et al., 2007 ;
rosea L. (1759)] saponines, terpénoides (Kabesh et al., 2015), Chenniappan & Kadarkarai, 2010), anticancéreuse, antidiabétique,
flavonoides (Paikara et al., 2017) antimicrobienne, antioxydante, antidiarrhéigue, antihelminthique,
antihypertensive (Paarakh et al., 2019)
12 Chenopodium ambrosioides Flavonoides (Jain et al., 1990), alcaloides, Antiplasmodial & antimalarique (Misra et al., 1991 ; Cysne et al.,
[Teloxys ambrosioides (L.) W.  saponines, tanins (Adejumo et al., 2011), 2016), Antifongique, antioxydante (Kumar et al., 2007), anti-
A. Weber] Coumarine, stéroides, polyphénols (Shah et al., inflammatoire (Reyes-Becerril et al., 2019), antibactérienne (Bisht &
2019) Kumar, 2019)
13 Chenopodium opulifolium Flavonoides (Bylka & Kowalewski, 1997), Anti-inflammatoire (Abayomi et al., 2017), immunostimulante
[Chenopodium erosum Bastard] terpénoides (Vil et al., 2019) (Tibitondwa et al., 2018), anti-infections opportunistes des PVV
(Anywar et al., 2019)
14 Cinchona ledgeriana Quinones (Robins & Rhodes, 1986), alcaloides antimalarique (Philipson et al., 1987 ; Karle et al., 1999),
[Cinchona officinalis L.] (Cheng et al., 2014) flavonoides, Polyphénols, antioxydante (Sundowo et al., 2017), antidiabétique (Artanti et al.,
tanins (Sundowo et al., 2017) 2017)
15 Clematis villosa [Clematopsis ~ RAS antibactérienne (Tariro et al., 2011), acaricide (Fouché et al., 2017)
scabiosifolia (DC.) Hutch.]
16 Crassocephalum montuosum RAS RAS
[Senecio montuosus S. Moore
(1902)]
17 Crassocephalum picridifolium  RAS RAS

[Senecio acutidentatus A.
Rich.]
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N° Espece [synonyme] Composeés antimalarigues & groupes Activités biologiques évaluées
.................................................................... ohytochimiques
18 Cymbopogon citratus terpénoides antimalariques : Citral (3, 7- antimalarique, antibactérienne, antifongique, antiprotozoaires,
[Andropogon citratus DC.] dimethyl-2, 6-octadiénal), myrcéne, citronellal antioxydante, antidiarrhéique, antimutagéne, anti-inflammatoire,
(Oladeji et al., 2019a). Autres groupes : antihépatotoxique (Manvitha & Bidya, 2013), antitrypanosomiale, anti-
Terpénoides (Manvitha & Bidya, 2013 ; Promila & HIV (Promila & Madan, 2018)
Madan, 2018), flavonoides, polyphénols, stéroides,
tanins (Ekpenyong et al., 2014).
19 Dalbergia katangensis RAS RAS
20 Dialium angolense [Dialium RAS RAS
evrardii Steyaert (1960)]
21 Dialopsis africana Saponine (Dewildeman, 1936)
22 Ekebergia benguellensis Coumarine (Jonker et al., 1997), polyphénols, Antitumorale (Moshi et al., 2006)
terpénoides (Chavez et al., 2001)
23 Eleusine indica [Cynosurus acides phénoliques, alcaloides, flavonoides, tanins, Anti-inflammatoire (De Melo et al., 2005), antimalarique,
indicus L. (1753)] stéroides (Alaekwe et al., 2015 ; Desai et al., 2017) antidiabétique (Okokon et al., 2010) ; Antimicrobienne,
antihelminthique (Morah & Otuk, 2015), antidiurétique (Desai et al.,
2017)
24 Entada abyssinica [Entadopsis  Alcaloides, anthocyanes, Flavonoides saponines,  Antimalarique (Atindehou et al., 2004 ; Midiwo & Yenesew, 2007),

abyssinica (Steud. ex A. Rich.) stéroides, tanins (Bashige-chiribagula et al., 2017 ;
G.C.C. Gilbert & Boutique] Dzoyem et al., 2017)

antiplasmodiale (Obbo et al., 2018), anti-herpes (Radol et al., 2016),
antibactérienne, antioxydante, cytotoxique (Dzoyem et al., 2017),
antileshmaniale, antitrypanosomiale (Obbo et al., 2018).

25 Erythrina abyssinica Flavonoides antimalarique :
[Chirocalyx abyssinicus (Lam.  3-hydroxy-9-méthoxy-10-(3,3-diméthylallyl)
ex DC.) Hochst. (1846)] ptérocarpéne ; 7,4'-dihydroxy-2',5'-
diméthoxyisoflav-3-éne (Yenesew et al., 2003).
Autres groupes : tanins (Bunalema et al., 2011),
Alcaloides (Karar, 2015 ; Fahmy et al., 2019) et
flavonoides (Fahmy et al., 2018)
26 Euphorbia hirta [Hamaesyce Flavonoides antimalariques : afzéline, quercétine

hirta (L.) Millsp. (1909)] et myricétine (Liu et al., 2007).
Autres groupes : Alcaloides, coumarines,
saponines, tanins et terpénoides (Arsule & Sable,
2017)

Anticancéreuse, antibactérienne, anti-HIV, antituberculeuse,
antidiabétique (Ali et al., 2002 ; Bunalema et al., 2011 ; Kebenei et al.,
2011), antimalarique (Onyango & Midiwo, 2019)

Antiplasmodiale (Tona et al., 2004), larvicide (Agalya et al., 2012),
antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antidiabétique, hépatoprotectrice (Al-Snafi, 2017)
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NO

Espéce [synonyme]

Composeés antimalarigues & groupes
phytochimiques

Activités biologiques évaluées

27 Flueggea virosa [Phyllanthus  alcaloides, flavonoides, hétérosides cardiotoniques, Antiplasmodiale, antitrypanosomiale, antiarythmique (Al-Rehaily et
virosus Roxb. ex Willd. (1805)] quinones et stéroides (Al-Rehaily et al., 2015) al., 2015), antitumorale (Monkodkaew et al., 2009), anti-hépatite C
(Chao et al., 2014)
28 Hypoestes triflora [Justicia Stéroides (Jiang et al., 2001), acide benzoique (Al  Hépatoprotectrice (Bavhure et al., 2015), antioxydante (Abdel-Sattar et
triflora Forssk.] Haidari, 2018) al., 2014)
29 Isoberlinia angolensis [Berlinia RAS RAS
angolensis Welw. ex Benth.
(1866)]
30 Isoberlinia tomentosa [Berlinia RAS RAS
tomentosa Harms (1901)]
31 Jatropha curcas [Jatropha Alcaloides, flavonoides, saponines, tanins (Oyama Antiplasmodiale (Kaou et al., 2008), molluscicide (Rug & Ruppel,
afrocurcas Pax (1909)] et al., 2016) 2000), antifongique (Srivastava et al., 2012),
antioxydante (Campos et al., 2012),
anti-HIV (Dahake et al., 2013),
larvicide (Rampadarath et al., 2016), antibactérienne (Oyama et al.,
2016),
anti-inflammatoire (Tripathi et al., 2016),
antifalcémiante (Sawadogo et al., 2017)
32 Julbernardia paniculata RAS RAS
[Berlinia paniculata Benth.
(1866)]
33 Lantana camara [Camara Terpénoides antimalariques : 22~- [(S)-2- Antiplasmodiale (Weenen et al., 1990), antimalarique (Ranpariya et
vulgaris Benth.] Meéthylbuténoyloxy] -3-oxooléan-12-en-28- al., 2016), analgésique, antihémorroidaire (Gidwani et al., 2009),
acidoique (Akumu, 2007) ; (E)-caryophylléne, o antibactérienne, antimitotique, antiulcéreuse, hémolytique, anti
humuléne (Ratsimbason et al., 2009) hyperglycémiante, anti-inflammatoire (Mane et al., 2019)
Autres groupes : Alcaloides, coumarines,
flavonoides, saponines, tanins, terpénoides (Ved et
al., 2018)
34 Leucas martinicensis Alcaloides, flavonoides, quinones, saponines, antiplasmodiale (Clarkson et al., 2004), répulsive (Muhammad et al.,

[Clinopodium martinicense
Jacq.]

tanins (Muhammad et al., 2012)

2012), anticonvulsivante, sédative (Ugwah-Oguejiofor et al., 2015),
antibactérienne (Begashawu et al., 2016), antioxydante, anti-
inflammatoire, anti-HIV (Twilley et al., 2017), antifongique (Shalini et
al., 2019)
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N° Espéce [synonyme] Composés antimalariques & groupes Activités biologiques évaluées

phytochimiques

35 Mangifera indica [Mangifera  Alcaloides, flavonoides, saponines, tanins Antiplasmodiale, antimalarique, antipyrétique (Awe et al., 1998,
amba Forssk.] (Somkuwar & Kamble, 2013), glycosides Zirihi et al., 2005), anticancéreuse, antidiabétique, anti-inflammatoire,

cardiotonique (Olasehinde et al., 2018) hépatoprotectrice, antinémorragique, analgésique, antiulcéreuse (Parvez
et al., 2016), antibactérienne (Olasehinde et al., 2018)

36 Moringa oleifera Alcaloides, flavonoides, quinones, saponines, anticancéreuse (Ndung’u et al., 2018), analgésique, anti-inflammatoire,
[Hyperanthera decandra tanins, terpénoides (Ndung’u et al., 2018 ; Oladeji  antipyrétique, antioxydante, antiulcéreuse, hépatoprotectrice,

Willd.] et al., 2019b) antihistaminique (Bhattacharya et al., 2018), antimalarique (Mulisa et
al., 2018, Olaniran et al., 2019), antibactérienne, antifongique (Oladeji
et al., 2019b)

37 Ochna schweinfurthiana Flavonoide antimalarique : 4,4’ Antioxydante (Nyegue et al., 2016), antimalarique (Omoniwa et al.,
[Diporidium 4>’ —trimethoxylophirone A (Messi et al., 2016)  2017), Anti-inflammatoire, cytotoxique, génotoxique, antibactérienne
schweinfurthianum (F. Hoffm.)  Autres groupes : saponines, stéroides, terpénoides (Djova et al., 2019).

Tiegh. (1902).] (Nyegue et al., 2016), alcaloides, tanins (Omoniwa

et al., 2017)

38 Ocimum gratissimum [Ocimum flavonoides, tanins, terpénoides, stéroides Antiplasmodial, antimalarique (Bashige-chiribagula et al., 2017b ;

caillei A. Chev. (1920)] (Bashige-chiribagula et al., 2017b), alcaloides, Pandey et al., 2017), larvicide (Afolabi et al., 2018), Antibactérienne,
saponines (Bhavani et al., 2019) antifongique, antidiabétique, anti-inflammatoire, antihypertensive,
antioxydante, analgésique (Bhavani et al., 2019)

39 Phyllanthus muellerianus Hétérosides cardiotoniques (Ademoye et al., Antimalarique (Zirihi et al., 2005), anti-inflammatoire (Boakye et al.,
[Diasperus muellerianus 2018), alcaloides, flavonoides, saponines, 2016), hépatoprotectrice (Ajiboye et al., 2017), antibactérienne,
Kuntze] stéroides, tanins, terpénoides (Akharaiyi et al., antioxydante (Akharaiyi et al., 2018), antihypertensive (Gnaléi et al.,

2018) 2019).

40 Phyllanthus niruri [Phyllanthus Stéroide antimalarique : sitostéryl glucoside Antiplasmodiale (Tona et al., 2001), antimalarique (Mustofa et al.,
fraternus G.L. Webster] palmitate (Ifeoma et al., 2014) 2007)

Autres groupes : Alcaloides, coumarines, antioxydante, hépatoprotectrice, antidiabétique, anti-inflammatoire,
flavonoides, tanins, terpénoides, saponines analgésique, hypolipidémiante, anti-I\VG, antibactérienne,
(Danladi et al., 2018) immunomodulatrice (Danladi et al., 2018)

41 Physalis angulata [Boberella Lactones stéroidiques antimalariques : Antiplasmodiale, antimalarique (Lusakibanza et al., 2010),

angulata (L.) E.H.L. Krause] physalines B, D, F et G (Sa et al., 2011) anticancéreuse, immunomodulatrice, anti-inflammatoire, antiallergique,
Autres groupes : Alcaloides, flavonoides, antibactérienne, antituberculeuse, antivirale, antitrypanosomiale,
stéroides (Sharma et al., 2015) antihypertensive, anti-hyperglycémiante, anti spasmolytique (Rathi et

al., 2017)
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N° Espece [synonyme] Composeés antimalarigues & groupes Activités biologiques évaluées
.................................................................... phytochimiques
42 Piliostigma thonningii Quinones (Kwaji et al., 2010 ; Afolayan et al., Antiplasmodiale, antimalarique (Kwaji et al., 2010 ; Madara et al.,
[Bauhinia thonningii 2018), alcaloides, flavonoides, hétérosides 2010), antituberculeuse, antibactérienne, cytotoxique (Njeru et al.,
Schumach.] cardiotoniques, saponines, tanins, terpénoides 2015)
(Nda-Umar et al., 2017)
43 Psidium guajava [Guajava Flavonoides, saponines, stéroides, tanins ; Antibactérienne, antitussive, antiallergique, hépatoprotectrice, anti
pumila (Vahl) Kuntze] terpénoides (Gutiérrez et al., 2008, Ngbolua, 2018) hyperglycémiante, antihypertenseur (Gutiérrez et al., 2008),
antiplasmodiale (Kaushik et al., 2015), antioxydante (Yamssi et al.,
2018), antidiarrhéique (Hirudkar et al., 2019)
44 Psorospermum corymbiferum  Quinones, stéroides, (Zubair et al., 2009), Antibactérienne (Osakwe et al., 2011), antioxydante, anti-acnéique

[Psorospermum guineense alcaloides, tanins, terpénoides (Epifano et al., (Elufioye et al., 2016)
auct.] 2013), hétérosides cardiotoniques (Elufioye et al.,
2016)
45 Rothmannia engleriana RAS Neurotoxique (Moshi et al., 2006)
[Randia engleriana K. Schum.
(1891)]
46 Senecio cineraria [Jacobaea Alcaloides, flavonoides, tanins (Tundis et al., Antioxydante (Souri et al., 2004), Antibactérienne (Ababsa et al., 2018)
maritima (L.) Pelser & Meijden 2007 ; Ababsa et al., 2018)
(2005)]
47 Solanecio cydoniifolius RAS RAS

[Senecio cydoniifolius O.
Hoffm. (1894)]

48 Spilanthes mauritiana [Acmella Alcaloides, flavonoides, quinones, saponines, Larvicide, antioxydante, antibactérienne (Masoko, 2017)
mauritiana A. Rich. ex Pers. tanins, terpénoides, stéroides (Masoko, 2017)
(1807)]

49

Syzygium cordatum [Eugenia  Anthocyanes, flavonoides, tanins, terpénoides
cordata (Hochst. ex C. Krauss) (Maroyi, 2018)
Lawson (1871)]

Antiplasmodiale (Clarkson et al., 2004 ; Bapela et al., 2014 ; Nondo et
al., 2016), antibactérienne, antifongique, antidiarrhéique,
antidiabétique, anti-inflammatoire, antioxydante (Maroyi, 2018)

50 Tagetes minuta [Tagetes Alcaloides, flavonoides, saponines, tanins,
glandulosa Link (1822)] terpénoides (Hadjiakhoondi et al., 2005)
51 Tithonia diversifolia [Mirasolia Terpénoide antimalarique : Tagitinine C (Goffin

diversifolia Hemsl. (1881)] et al., 2002)

Antiplasmodiale, antileshmaniale, antitrypanosomiale (Shahzadi et al.,
2010 ; Al-Musayeib et al., 2012), larvicide, phytotoxique (Ruiz et al.,
2011), antifongique (Xu et al., 2012)

inflammatoire (Rlngeler et al., 1998), anticancéreuse (Gu et al., 2002),
anti- antibactérienne (Obafemi et al., 2006), antimalarique (Afolayan
et al., 2016), anti-hyperglycémiante (Zhao et al., 2012 ; Sari et al.,
2018), antioxydante (Ang et al., 2019)
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NO

Espéce [synonyme]

Composeés antimalarigues & groupes
phytochimiques

Activités biologiques évaluées

Autres groupes : flavonoides, hétérosides
cardiotoniques, tanins, terpénoides, (Otusanya &
llori, 2012)

52 Trema orientalis [Sponia Flavonoides, saponines, tanins, terpénoides Antiplasmodiale, antimalarique (Olanlokun et al., 2017 ; Oyebola et
orientalis (L.) Planch. (1848)] (Adjileye et al., 2019) al., 2017), Antibactérienne (Rahman et al., 2018), antitumorale,
cytotoxique (Rana et al., 2018)
53 Vernonia amygdalina Alcaloides, flavonoides, quinones, saponines, antioxydante, hépatoprotectrice, antibactérienne (Kadiri & Olawoye,

[Gymnanthemum amygdalinum
(Delile) Sch. Bip. ex Walp.
(1843)]

stéroides, tanins (Kadiri & Olawoye, 2016),
terpénoides (Lyumugabe et al., 2017)

2016), analgésique, antipyrétique (Tijjani et al., 2017), antidiabétique,
anti-hyperglycémiante (Katemo et al., 2018), antimalarique (Bihonegn
etal., 2019)

RAS : rien a signaler
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Les informations bibliographiques réunies dans le tableau VIII montrent que :

i) Quarante-deux plantes sur les 53 (79,2 %), sont connues du point de vue phytochimique et
contiennent plusieurs groupes dont certains comportent des composés antimalariques. Ce sont
notamment des alcaloides (30 plantes, soit 56,6 %), des anthocyanes (3 plantes, soit 5,6 %), des
coumarines (5 plantes, soit 9,4 %), des flavonoides (38 plantes, soit 71,7 %), des hétérosides
cardiotoniques (7 plantes, soit 13,2 %), des quinones (10 plantes, soit 18,9 %), des saponines (20
plantes, soit 37,7 %), des stéroides (19 plantes, soit 35,8 %), des tanins (32 plantes, soit 60,3 %)
et des terpénoides (26 plantes, soit 49 %) ;

i) Douze plantes parmi les 53 soit 22,6 % ont conduit a I’isolement de molécules antimalariques.
Ces molécules appartiennent a la classe de flavonoides (5 plantes), des limonoides (1 plante), des

polyacétylénes (1 plante), des stéroides (2 plantes) et des terpénoides (4 plantes) ;

iii) Aucune information phytochimique n’est rapportée pour 11 espéces végétales, Aframomum
laurentii, Clematis villosa, Crassocephalum montuosum, Crassocephalum picridifolium,
Dalbergia katangensis, Dialium angolense, Isoberlinia angolensis, Isoberlinia tomentosa,

Julbernardia paniculata, Rothmannia engleriana et Solanecio cydoniifolius ;

iv) Parmi les 53 plantes, 43 (81,1 %) ont déja été étudiées pour plusieurs propriétés incluant des
propriétés antiplasmodiale in vivo ou in vitro, antihelminthique, hypoglycémiante,
antibactérienne, cytotoxique, anti-inflammatoire, antitumorale, antihypertenseur,
immunosuppressive, antioxydante, anticancéreuse, antitrypasomiale, acaricide,
immunomodulatrice, antifongique, hépatoprotectrice, larvicide, antidiabétique, antidiarrhéique,
immunostimulante, antiprotozoaire, antihépatotoxique, antidiurétique, anti-HIV,
antituberculeuse, anti-hépatite C, antifalcémiante, analgésique, antihémorroidaire, hémolytique,
anticonvulsivante,  antihémorragique,  antiulcéreuse,  antihistaminique,  génotoxique,
hypolipidémiante, antiallergique, antitussive, anti-acnéique, neurotoxique, phytotoxique et

antipyrétique ;

V) Trente-cing (66 %) plantes ont déja été étudiées pour I’activité antiplasmodiale et 7 pour leur
activité antivectorielle contre I’anophele. Dans cette dernicre catégorie, 6 plantes ont été étudiées
a la fois pour I’activité antiplasmodiale et larvicide. Ainsi, les plantes étudiées expérimentalement

pour leur utilisation dans la lutte contre la malaria représentent 67,9 % des 53 plantes ;

vi) Dix-huit plantes (33,9 %) sont méconnues dans la littérature du point de vue activité
antiplasmodiale. C’est le cas d’Aframomum laurentii, Chenopodium opulifolium, Clematis
villosa, Crassocephalum montuosum, Crassocephalum picridifolium, Dalbergia katangensis,

Dialium angolense, Dialopsis africana, Ekebergia benguellensis, Hypoestes triflora, Isoberlinia
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angolensis, Isoberlinia tomentosa, Julbernardia paniculata, Psorospermum corymbiferum,

Rothmannia engleriana, Senecio cineraria, Solanecio cydoniifolius et Spilanthes mauritiana ;

vii) Onze plantes (20,7 %) sont a la fois méconnues du point de vue phytochimique et du point
de wvue activit¢é antiplasmodiale. 11 s’agit d’Aframomum laurentii, Clematis villosa,
Crassocephalum montuosum, Crassocephalum picridifolium, Dalbergia katangensis, Dialium
angolense, Isoberlinia angolensis, Isoberlinia tomentosa, Julbernardia paniculata, Rothmannia
engleriana et Solanecio cydoniifolius. A I’exception de Clematis villosa et Ekebergia

benguelensis, les 9 autres plantes sont

Cette revue de la littérature sur les 53 plantes issues de 1’enquéte montre que la plupart d’entre
elles sont connues du point de vue ethnobotanique et phytochimique. Ces plantes sont, en
majorité, utilisées comme antimalariques en médecine traditionnelle, bien au-dela de la région
couverte par notre étude. Par ailleurs, I’activité antiplasmodiale de certaines d’entre elles a déja
été évaluée et des molécules actives ont méme été isolées. Cette revue montre également que
deux plantes parmi les 53 sont méconnues du point de vue ethnobotanique, phytochimique et

pharmacologique.

1.3.2. Description de Dialium angolense Welw. ex Oliv. (Fabaceae)

Les paragraphes qui suivent completent les informations bibliographiques sur Dialium angolense
notamment en rapport avec sa position taxonomique, ses synonymes, ses noms vernaculaires, sa

distribution géographique ainsi que sa description botanique.

7a. Specimen de I’herbarium  7b. Inflorescence et feuilles lors de la 7c. Feuilles et fruits lors de la
Kew- K000417533 Herbarium, récolte par nous-méme récolte par nous méme & Bagira
RBG Kew (RDC)

Figure 7. Quelques organes de Dialium angolense Welw. ex Oliv. (Fabaceae)


https://docs.google.com/document/d/1FhO6qovkx-EZx2UmcZ4GY-dxSqHoFXQyt5dyp5RMRhE/edit#heading=h.32hioqz
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1.3.2.1. Position taxonomique et synonyme de Dialium angolense

Dialium angolense appartient au regne Plantae, a I’embranchement des Angiospermes, a la classe
de Magnoliopsida, a I’ordre des Fabales, a la Famille des Fabaceae, a la sous-famille de
Dialioideae et au genre Dialium (LPWG, 2017).

Plusieurs bases de données dont Plants of the World — Kew, GBIF : Global Biodiversity
information Facility, Global Species, Tela botanica, Useful Tropical plants, African plant
database, s’accordent sur Dialium evrardii Steyaert comme synonyme de Dialium angolense.
Cependant a coté de ce synonyme, la base des données PROTA rapporte que cette espece porte
également le nom de Dialium pachyphyllum Harms, une espéce considérée par les autres
précitées comme différente de D. angolense. De ce fait, dans cette étude, nous considérons D.

evrardii Steyaert comme le seul synonyme de D. angolense.

1.3.2.2. Noms et distribution géographique de Dialium angolense

D. angolense porte plusieurs noms vernaculaires selon les langues de différentes tribus et ethnies
africaines. Ce sont notamment kizimya (shi) ; mulandege (swahili) ; bindula (fulero), kabalala
(bemba) ou muputa mupia (tabwa). D’autres noms sont plutdt rattachés a la région ou la plante
est localisée a I’exemple de kokota a Kananga, kasombosombo a Kaniama, kufungo-kakoma a
Lukafu, musambi a Nyunzu et makumbe a Nkundo. Au Gabon, elle porte le nom de eyoum et en
Angola, baboen (Meerts & Hasson, 2017 ; Bondjengo et al., 2017).

D. angolense est native de I’Afrique
subtropicale (Figure 8). Elle est retrouvée
notamment au sud de la République
Centrafricaine, en Guinée équatoriale, au
Gabon, au Congo-Brazzaville, en RDC, en
Angola, en Zambie et au Zimbabwe (Meunier,
2015 ; Bondjengo et al., 2017).

Cette espéece se rencontre dans des galeries et

foréts sempervirentes frangeantes, des foréts,

< RarSoproject . .‘7 s ScuEa e

des rives des lacs, des dunes et des roches de

Figure 8. Distribution géographique de Dialium .
anaolense en afriaue (Exell & Wild. 2007). quartz (Malaisse, 1997).
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1.3.2.3. Description botanique de Dialium angolense

Dialium angolense est un arbre pouvant atteindre 15 métres de haut et 1 métre de diamétre de
tronc.

Sa cime est large et son écorce lisse et grise. Ses jeunes branches sont pubescentes. S’agissant de
ses feuilles, le pétiole et les rachis sont pubescents
et longs de 155 cm ; ses folioles sont
généralement au nombre de 3 ; une quatrieme est

rare et est insérée latéralement juste en dessous de

- la borne terminale sur les feuilles isolées. La paire
inférieure est opposée ou subopposée et mesure (2)
2,5-4,5(6,5) x (1,2) 1,5-3 (4) cm. Ces feuilles sont

toutes elliptiques ou larges elliptiques ou

; £ ) légerement ovales, cunéiformes a arrondies a la
: base, arrondies ou émarginées a obtues ou quelque
peu acuminées ; leur apex est coriace, glabre

dessus, glabre ou finement pubescent,

particulierement sur la nervure centrale, en dessous

JMLerinckx Del

Figure 9. Esquisse de Dialium angolense ~ ; leur petiolule de 1,5-3 (4) mm de long est
d’aprés Steyaert (1960) isotype D. 1 hascente. Ses fleurs jaunatres, de 7,5-9,5 mm de
evrardii récolté dans le district de

I'Ubangi-Uélé (RDC). diametre, en panicules, peuvent atteindre 12 x 10
cm. Elles présentent des axes de I'inflorescence pubescents ou tomenteux bruns et des pédicelles
de 2,5-4 mm. Ses bourgeons peuvent atteindre 3-4 mm de long ; ses sépales de 2,3-3,5 mm de
long, sont pubescents gris ou gris-brun & I'extérieur et creme-blanc & profonde a l'intérieur. Ses
pétales dont 1 d'environ 2,5 mm de long sont ovales, insérés entre les étamines et se chevauchent
dans le bouton. Ses deux étamines sont insérées en face de deux sépales adjacents, leurs filaments
sont fortement geniculés autour de leur milieu et leurs anthéres sont longues de 1,7-2 mm. Son
ovaire d'environ 1,5 mm de long est tomenteux brun ou brun noiratre ; son style est long de 2—
2,5 mm et glabre. Ses fruits de 1,7-2 x 1,5-1,7 cm sont comprimés latéralement, obliques, avec
un style persistant en apiculum court a I'apex, tomenteux brun ou brun noiratre. Ils portent une
graine par fruit. Ces graines sont brunes, brillantes aux dimensions de 8-10 x 6,5-7,5 x 3,5 mm

et + lenticulaires (Rojo, 1982 ; Exell & Wild, 2007).
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1.4. Objectifs de la these

Les différents paragraphes susmentionnés permettent de comprendre que malgré les efforts
fournis a plusieurs niveaux, la malaria reste une menace importante de la santé des populations
aussi bien au niveau mondial qu’a I’échelle nationale ; I’approche ethnobotanique se présente
comme une alternative crédible parmi les initiatives multisectorielles de la lutte antimalarique.
Plusieurs études sur les plantes ont conduit a I’isolement de principes antimalariques et a la mise
au point des médicaments traditionnels améliorés aussi bien a 1’échelle international que national.
En RDC, plusieurs coins de la région ont fait 1’objet d’investigations ethnopharmacologiques
mais I’Est de la RDC semble insuffisamment investigué. C’est dans ce contexte que cette étude
s’est fixé comme objectif général de contribuer a la réduction de la morbidité et la mortalité de
la malaria par 1’approche ethnopharmacologique valorisant ainsi a 1’occasion la médecine
traditionnelle congolaise dans la lutte antimalarique. Cing objectifs opérationnels sont assignés a

cette étude notamment :

1. Répertorier des plantes et des recettes a base de plantes utilisées en médecine traditionnelle a

Bagira (RDC) dans le traitement de la malaria ;

2. ldentifier de grands groupes des métabolites secondaires a potentiel antiplasmodial présents

dans les plantes répertoriées ;

3. Sélectionner la plante la plus intéressante parmi celles répertoriées a Bagira. Cette sélection
devra porter sur la fréquence de citations lors de 1’enquéte, 1’absence d’études d’évaluation

d’activité antimalariques antérieures, la forte activité antiplasmodiale et la faible toxicité ;
4. Isoler et caractériser un principe antimalarique au sein de la plante sélectionnée et ;

5. Evaluer les potentialités antioxydantes, antibactériennes, antihépatotoxiques et
hépatoprotectrices de la plante sélectionnée ;

Ces objectifs opérationnels sont rencontrés dans les travaux personnels qui sont présentés dans

la partie qui suit.



Deuxieme partie :
TRAVAUX PERSONNELS
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Il. TRAVAUX PERSONNELS

Cette partie est consacrée aux travaux personnels réalisés dans le cadre de cette étude. Y sont
abordés, le cadre expérimental, la méthodologie suivie, les protocoles expérimentaux ainsi que
les résultats obtenus et leur discussion.

I1.1. Cadre expérimental

Le cadre qui a servi pour collecter les informations ethnobotaniques ainsi que les cadres qui ont

permis de réaliser les différentes expérimentations sont décrites dans ce point.

11.1.1. Bagira

280

Bagira a servi de cadre pour
. I’enquéte  ethnobotanique. Ce

T cadre se situe dans la ville de
Bukavu, dans la province du Sud-

Kivu en RD Congo, entre 2° (28-

wegence 30)’ latitude sud et 28° (48-50)’

[fomnune de gra

f\

longitude est. Son altitude varie
™ entre 1488 et 2008 metres. Avec

ﬁ/vx- o A une superficie de 37,6 Km? soit

65,9 % de la ville, elle constitue sa

Figure 10. Commune de Bagira dans la ville de Bukavu au plus grande municipalite. Elle est

Sud-Kivu (RDC) (échelle 1/10000 m) limitée au nord par la riviéere
Nyamuhinga, au sud par la riviere Tshula, a I’est par le lac Kivu et a I’ouest par la chaine de
montagne Mbongwe. Avec une température moyenne annuelle de 20 + 2 °C, la municipalité
connait un climat tropical humide a deux saisons bien tranchées : la saison séche et la saison de
pluie, cette derniére étant la plus longue (septembre a mars). Sa population en majorité jeune de
5a49ans (73,6 %) est estimée a 216.391 habitants en 2018 et répartie dans six secteurs : Chikera,
Ciriri, Kasha, Mulambula, Lumumba et Nyakavogo. Ces secteurs sont subdivisés en dix quartiers.
La municipalité connait un brassage ethnoculturel dont les shi (71 %) et les rega (26 %)

constituent les ethnies majoritaires (Commune de Bagira, 2019).
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I1.1.2. Laboratoires d’expérimentations

Les différentes expérimentations ont été effectuées dans six laboratoires.

Le Laboratoire de Chimie Thérapeutique et de Pharmacognosie de 1’Université de Mons a servi
de cadre pour la réalisation des tests d’évaluation de ’activité antiplasmodiale, antioxydante et
inhibitrice de la synthése de I’hémozoine, le fractionnement, I’isolement et la caractérisation de
la molécule active. Ce laboratoire se situe au n°115 du batiment six de I’Université de Mons, au

numéro 25 de I’avenue Chemin du Champ de Mars 7000 Mons, Belgique.

Le Laboratoire de Pharmacognosie de 1’Université de Lubumbashi est situé au numéro 27 de
I’avenue Kato dans le quartier Industriel de la commune de Kampemba, dans la ville de
Lubumbashi en RD Congo. Il a servi de cadre pour I’évaluation de I’activité antioxydante,
I’activité inhibitrice de la synthése de 1’hémozoine, le criblage de grands groupes
phytochimiques, 1’évaluation des activités hépatoprotectrice et antihépatotoxique et 1’évaluation

de la toxicité aigué et subaigué.

Le laboratoire de [’Institut National de Recherches Biomédicales (INRB) de
Kinshasa (laboratoire Max Planck Institute/Luikotal Bonobo Projet, local A3/INRB) a permis de
réaliser les tests d’activité antiplasmodiale in vitro, les coupes histologiques et les tests in vivo
ainsi que ceux de toxicité. Ce laboratoire se situe au 5345 de ’avenue de la Démocratie (ex

avenue des Huileries), de la commune de la Gombe dans la ville province de Kinshasa en RDC.

Le laboratoire de Pharmacologie de [’Institut Malgache de Recherche Appliquée a rendu
possible les tests d’activité antimalarique sur P. yoelii. Ce laboratoire se situe au numéro 76 de

I’avenue Avarabohitra Itaosy Antananarivo 102 Madagascar.

Le Centre National de Recherche Environnementale de Madagascar, sis au 39, Rue
Rasamimanana Fiadanana, BP 1739. Antananarivo 101 Madagascar a servi de cadre pour les

tests d’activité antimicrobienne.

Le Grand Laboratoire Provincial de Lubumbashi ou ont été effectués des analyses
hématologiques et biochimiques ainsi que le test d’activité antimicrobienne se situe au 491 de

I’avenue Likasi au quartier Camp Assistants, dans la commune et la ville de Lubumbashi.
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11.2. Méthodologie & assurance qualité

Plusieurs méthodes ont été utilisées au cours de cette étude pour genérer les différents résultats.
Dans ce point nous présentons la méthodologie utilisée au cours de cette étude et un paragraphe

présente succinctement les éléments de 1’assurance qualité des résultats trouvés.

11.2.1. Méthodologie

11.2.1.1. Collecte des données ethnobotaniques, récolte et identification des plantes

L’enquéte a été conduite par interview libre en s’appuyant sur un questionnaire-guide. Ce dernier
inspiré des travaux de Ssegawa et Kasenene (2007b) est présenté a I’annexe. Les informateurs
(personnes ressources) ont eté sélectionnés par boule de neige sur base d’indications des autres
praticiens de la médecine traditionnelle de la région et/ou sur base des allégations de la population
de Bagira. L’exploitation des données personnelles a suivi le principe d’anonymisation énonce

par la déclaration d’Helsinki (World Medical Association, 2008).

Comme le suggérent Nina et al. (2004) sur la conduite a tenir lors de ’enquéte ethnobotanique
sur les plantes antimalariques, les plantes ont été récoltées en compagnie de I’informateur et
identifiées au pied de la plante. A cette occasion, en accord avec les directives de Daly & Beck
(1996), des coordonnées (GPS) ont été prélevées et des herbiers constitués en trois exemplaires.
Le premier herbier aété déposé a I’herbarium de I’IRS Lwiro a Bukavu ou I’identification a été
effectuée, le deuxiéme a I’herbarium de P'INERA KIPOPO a Lubumbashi et le troisiéme a
I’herbarium de Meise en Belgique. Tous les organes disponibles ont été récoltés pour le criblage
phytochimique. L’organe utilisé pour les tests biologiques a été celui renseigné par les

tradipraticiens comme antimalarique.

11.2.1.2. Traitement physique des échantillons

Les échantillons ont été séchés a I’ombre, a ’air libre, a I’abri de la lumiére. Ils ont ensuite été
grossicrement broyés a 1’aide d’un mortier et d’un pilon en bois, puis affinés par un moulin en

inox. C’est la poudre obtenue qui a servi a 1’obtention d’extraits.

11.2.1.3. Obtention de différents extraits

Nous avons réparti la poudre de la matiére végétale en 3 parties ; la premiére partie (a) a permis
de préparer les extraits aqueux (EA), la deuxiéme (b), les extraits n-hexaniques (EH) et
méthanoliques (EM). La troisieme partie (c) a permis de réaliser un criblage phytochimique
(Figure 11).
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Partie aliquote
v
() (b) ()
1. H,0 1. n-hexane 1. Macération,
2. Extraction suivant MT 2. Macération (2,5 Lx4) Infusion ou
3. Filtration 3. Filtration Décoction
2. Filtration
Evaporation (S/E Evaporation (S/ER)
EA EH E
1. Méthanol (2,5 L x 3) Identification par des
5 Maceration (’72 h, 25°C) réactions en solution :
1. Alcaloides
2. Anthocyanes
3. Coumarines
4. Flavonoides
5. Hétérosides
EM cyanogenes
6. Quinones
7. Saponines
8. Steroides
9. Tanins
10. Terpénoides

Figure 11. Obtention de différents extraits.

Les extraits aqueux (EA) ont été obtenus en suivant la recette utilisée en médecine traditionnelle
(tableau XV, page 89) ; EM : extrait méthanolique ; EH : extrait n-hexanique ; MT : médecine
traditionnelle ; S/ER : sous évaporateur rotatif.

11.2.1.4. Critéres de sélection de plantes

Parmi les 53 plantes issues de ’enquéte ethnobotanique, quatre critéres ont permis de choisir
Dialium angolense pour I’isolement d’une molécule active ainsi que 1’évaluation d’autres

activités biologiques. Ces critéres sont :

1. Une revue de la littérature sur les plantes répertoriées. En effet, la présence d’une étude
d’activité antimalarique sur la plante a constitu¢ un critére d’exclusion de celle-Ci ;
I’application de ce critére a permis de retenir 18 plantes parmi les 53 ;

2. Une fréquence de citations lors de I’enquéte. Ont été incluses toutes les plantes ayant satisfait
le critere précédent et ayant en plus présenté une fréquence de citations représentative >10 %
de personnes ressources consultés, soit les plantes citées par au moins 9 informateurs.

L’application de ce critere a permis de retenir 10 plantes parmi les 18 ;
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3. L’activité antiplasmodiale (in vitro ou in vivo). Celle-ci a permis de ranger les plantes suivant
leur activite et de retenir les plantes tres actives (Clso < 5 pg/mL). L’application de ce critére
a permis de retenir deux plantes parmi les 10.

4. latoxicité aigué : deux éléments de toxicité ont permis de sélectionner une plante notamment,
la DLso et la dose maximale tolerée (DMT). Ce critére a été couplé avec I’activité in vivo. A
été sélectionnée la plante la moins toxique mais la plus active soit celle qui a présenté les
valeurs les plus élevées de DLso et de la DMT contre les valeurs les plus basses de la DEsq.
L’application de ce critére a permis de choisir Dialium angolense pour le fractionnement

bioguideé et les autres études d’activités biologiques.

11.2.2. Assurance qualité des résultats

La méthodologie utilisée dans la présente these recourt aux méthodes standards utilisées dans un
environnement approprié avec le matériel adéquat. Les résultats qui en découlent peuvent ainsi
étre reproductibles et donc fiables, comme 1’exige la norme ISO/CEI 17025 (2005).

Le personnel qui a accompli des taches spécifiques pour la réalisation de ce travail possede une
expeértise sur la base d'un niveau d'études, d'une formation et d'une expérience avérée et
appropriée.

En effet, les travaux expérimentaux ont été réalisés principalement dans 2 institutions
universitaires, Université de Mons (UMONS) et Université de Lubumbashi (UNILU). Les
travaux d’identification, d’extraction des substances, de la purification de ces derni¢res et de
I’évaluation des activités thérapeutiques ont été réalisés dans ces deux institutions ainsi que
d’autres centres de recherche et de formation comme décrit dans la section du cadre expérimental
(11.1.2.).

Les laboratoires ou nous avons effectué nos expériences sont équipés des appareils de mesure et
d’analyses appropriées au travail que nous y avons effectué (Annexe I). Ces équipements ont été
régulierement contr6lés et calibrés pour un bon fonctionnement. Leur manipulation a été
effectuée par un personnel autorisé en conformité avec les instructions a jour concernant leur
utilisation et leur entretien tel que mentionné dans les manuels appropriés fournis par les
fabricants. L’acquisition, le traitement et I’enregistrement des données avec des appareils
automatisés ont été effectués par les outils informatiques utilisant des logiciels validés afin
d’obtenir I’exactitude requise et conforme aux spécifications pertinentes. La verrerie utilisée a
été de classe A, c’est-a-dire ayant une tolérance inférieure a 0,2 % sur le volume indiqué. Les
réactifs et les solvants (annexe I) ont été de qualité certifiée par les fournisseurs.

Le matériel végétal a été récolté en conformité avec les exigences de la Pharmacopée européenne

et de I’OMS relatives aux drogues végétales en le respect des étapes a été de rigueur : récolte,
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¢limination des impuretés, conservation et d’étiquetage (WHO, 1998 ; 2003 ; Ph Eur, 2017).
L’identification botanique a été effectuée par comparaison aux herbiers de références de I’IRS
LWIRO, de ’'INERA KIPOPO et de MEISE.

L’extraction, realisée a 1’aide de I’eau et des solvants organiques, s’est effectuée entre 30-40 °C
sous vide lorsque 1’évaporation a été requise. Les méthodes utilisées pour le criblage chimique
de grands groupes phytochimiques d’intéréts thérapeutiques sont des méthodes classiques basées
sur des réactions de coloration, de précipitation ou de formation de mousse (Abisch & Reichstein,
1960 ; Dohou et al., 2003 ; Bruneton, 2009).

L’évaluation de I’activité antiplasmodiale, antioxydante, antihépatotoxique, hépatoprotectrice,
antimicrobienne et toxique a éeté réalisée en utilisant des méthodes de référence (Peters, 1975;
Tonaetal., 1999; Manzocco et al., 1998 ; Tripathi et al., 2004 ; Balouiri et al., 2016 ; EI-Shaibany
et al., 2016) des souches ou des substrats standards et des animaux appropriés de laboratoire.

La purification a été rendue possible grace a la chromatographie sur colonne de silice (Fabre et
al., 2001 ; Liang et al., 2011). Pour garantir 1’efficacité des colonnes, le débit a été maintenu
constant et le flux de la colonne n’a pas été interrompu apres avoir chargé le produit. Les réactifs
de révélation chromatographique sur couches minces ont été préparés selon des méthodes
standards (Wagner & Bladt, 1996).
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11.3. Protocoles expérimentaux

Ce point reprend le matériel sur lequel des expérimentations ont été effectuées et les procédures
utilisees lors de ces expérimentations. Le matériel de laboratoire, la verrerie, les appareils, les

réactifs et solvants sont repris en annexe (annexe I).

11.3.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude a été constitue de différents organes de 53
plantes comprenant les feuilles, les écorces de tige, les écorces de racines, les racines, les parties
aériennes, le fruit, la plante entiere ou les fleurs de chaque espece selon le cas (tableaux XIV et
XVI). Pour Dialium angolense, plante ayant satisfait a tous les criteres de sélection, les organes

utilisés ont été essentiellement les feuilles et les fruits.

11.3.2. Animaux de laboratoire

Les animaux de laboratoire utilisés au cours de cette étude étaient constitués de Mus musculus ou
souris swiss de 21,5 £ 3,4 (extrémes : 19- 25) g, Mus norvegicus ou rats de 250,7 = 10,3
(extrémes : 240— 261) g et Cavia porcellus de 357,4 £ 11,5 (extrémes : 346- 369) g ou cobayes
ou cochon d’Inde. Seuls les animaux males ont été utilisés pour améliorer la maitrise des
conditions de travail. Cette situation constitue néanmoins une limite dans la mesure ou elle ne

nous permet pas notamment d’acceder au comportement des femelles vis-a-vis des extraits.

Mus musculus étaient 4gés de six semaines et fournis par le laboratoire de I’INRB et de 1’ Institut
Malgache de Recherche Appliquée ou se sont effectué les tests de I’évaluation de I’activité
antiplasmodiale in vivo. Ces animaux sont utilisés dans la plupart des criblages antiplasmodiaux
in vivo (Dabo et al., 2016 ; Singh et al. (2017 ; Orabueze et al., 2019).

Mus norvegicus agés de sept semaines et fournis non seulement par le laboratoire de I’INRB mais
aussi par le laboratoire de pharmacologie de I’Institut Malgache de Recherche Appliquée
(IMRA), ont servi lors de I’évaluation de la toxicité in vivo comme dans les études toxicologiques
antérieures (Etame-Loe et al., 2018 ; Kio et al., 2018).

Cavia porcellus utilisés dans cette étude étaient agés de dix semaines. lls ont, comme dans
plusieurs travaux (Habbu et al., 2008 ; Mossa et al., 2015), servis a I’évaluation de I’activité
antihépatotoxique et hépatoprotectrice stricto sensu et étaient fournis par des eleveurs locaux de
Kipushi (RDC).
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11.3.3. Souches microbiennes

Ont été utilisées au cours de cette étude, les souches plasmodiales, Plasmodium falciparum (3D7 :
MRA-102, USA et W2), Plasmodium yoelii MDR et Plasmodium berghei ANKA respectivement
pour I’évaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro et in vivo pour les deux derniéres souches.
Ces souches sont souvent utilisées dans des criblages antiplasmodiaux (Kaushik et al., 2015 ;
Freire et al., 2019 ; Kwansa-Bentum et al., 2019). Elles ont été fournies par les laboratoires

respectifs ou les tests se sont effectués.

Le solde des souches microbiennes a été constitué des bactéries et fungi utilisés lors du criblage
de I’activité antibactérienne et antifongique. Les caractéristiques de ces souches sont consignées

dans le tableau IX.

Tableau IX. Caractéristiques des souches utilisées lors de I’évaluation d’activité antibactérienne et
antifongique d’extraits de Dialium angolense.

Souches microbiennes utilisées  Habitats Infections
Salmonella typhi ATCC 14028 Matieres fécales et eaux Toxi-infection alimentaire (Nurjayadi
etal., 2019)

Streptococcus pneumoniae  ATCC  Voies respiratoires Pneumonie, méningites, sepsis (Diop et

49619 al., 2018)

Staphylococcus aureus ATCC 6538  Urines et voies Urinaire, plaies (Li et al., 2019 ; Sahu
respiratoires etal., 2019).

Escherichia coli ATCC 25922 Matieres fécales, Urinaire, plaies et diarrhées (Saeed et
aliments contaminés et al., 2018 ; Schuetz, 2019)
eaux usées.

Candida albicans ATCC 10231 Mugueuses buccales et Infections sexuellement transmissibles

plis génitaux, muguet (Hoffman et al., 2019)

11.3.4. Erythrocytes

Le concentré érythrocytaire (O Rh*) utilisé au cours de cette étude a été fourni par la Croix Rouge
de la Belgique et ’INRB. Il a permis de préparer et de renouveler le milieu de culture lors de

tests d’évaluation de ’activité antiplasmodiale comme dans les travaux de Jonville (2011) et de

Lusakibanza (2012).

11.3.5. Hémine et DPPH

L’hémine est la forme oxydée de 1’héme (Giraud et al., 2002). Sa polymérisation donne
I’hémozoine in vivo ou la B-hématine in vitro. Cette substance constitue un substrat de choix dans
la synthése in vitro de la B-hématine (Slater et al., 1991 ; Bohle & Helms, 1993). L’hémine

utilisée dans la présente étude a été fournie par Sigma Aldrich. Il a servi de substrat de la synthése
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de la B-hématine lors du test de I’évaluation de I’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine.

De la poudre d’hémine, une solution d’hématine a 7,5 mM dans NaOH 0,1M a été préparée.

Le DPPH est un radical libre stable en vertu de la délocalisation de son électron libre sur la
molécule. Cette délocalisation donne lieu a une coloration mauve. En présence d’un donneur des

radicaux hydrogenes, le DPPH se réduit et sa coloration vire de mauve a jaunatre.

Cette propriété est exploitée pour évaluer le pouvoir antiradicalaire des composés (Manzocco et
al., 1998). Des auteurs, notamment Popovic et al. (2009), Soare et al. (2012), Stankovic &
Topuzovic (2012), utilisent le DPPH comme un des substrats de référence pour évaluer le pouvoir
antiradicalaire des substances d’origine végétale. Dans les travaux d’évaluation d’activité
antioxydante par la méthode du DPPH, 1’absorbance est mesurée soit a 492 nm (Shikanga et al.,
2010), soit a 540 nm (Liebenberg, 2004). Dans cette étude les absorbances ont été mesurées a
492 nm.

Le DPPH utilisé dans cette étude a servi a 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits. La

solution a été préparée a 0,002 % (m/v) dans le méthanol.

11.3.6. Culture des souches de Plasmodium falciparum

La mise en culture continue des souches plasmodiales a été réalisée suivant la méthode mise au
point par Trager et Jensen (1976) et reprise par Frédérich et al. (2001a). Les manipulations ont

été effectuées dans des conditions stériles sous hotte a flux laminaire.

Les parasites au stade érythrocytaire ont été maintenus en culture a 37 °C dans des globules
rouges humains sous une atmospheére de 5 % en CO2, 5 % en O2 et 90 % en N2 dans des flacons
de culture cellulaire stériles de 25 cm? et fermant hermétiquement. L’hématocrite a été maintenu
a 3 % et la culture a été repiquée tous les 2 a 3 jours en fonction de la parasitémie désirée. La
parasitémie a été déterminée au moyen d’un frottis sanguin mince. Les frottis ont été fixés
pendant 3 minutes avec du MeOH pur. Ils ont ensuite été colorés par du Giemsa a 10 % dans du
tampon phosphate a pH= 7,4 puis laissés reposer pendant 30 min. Les lames ont éte examinées

au microscope optique a I’objectif 100 fois.

11.3.7. Calcul des doses antimalariques utilisées en médecine traditionnelle a Bagira

Pour déterminer la dose a utiliser chez les animaux, nous avons tenu compte de la quantité de la
drogue utilisée dans la recette de la médecine traditionnelle, le rendement de I’extraction, la
posologie journaliere selon I’usage en médecine traditionnelle, le poids d’un individu de 70 kg.
La dose obtenue chez I’homme rapportée par kilogramme a permis la conversion en dose

utilisable chez I’animal par le recours a I’équation de conversion de Regan Show (équation 1).
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KmH
DA=DH X i

Equation 1. Calcul des doses (Reagen-shaw et al., 2008)

Ou KmH est une constante de proportionnalité chez I’homme et KmA, une constante chez 1’animal, Da est la
dose chez I’animal, Dy, la dose chez I’humain.

Pour D. angolense, 65 mg de matieres séche (1 poignée) /1,5 L donne une décoction de 65 mgM$S
(matiére séche /1450 mL soit 44,83 mg MF/mL. En intégrant la posologie journaliere qui est de
1 Verre (200 mL) x 3 /J (soit 600 mL/j) et le rendement de 1’extraction qui est de 8,45 % (m/m),
la dose journaliere chez 1’homme (Dn) devient : 44,83 x 8,45 /100 mg d’extrait x 600
mL/mL/J/70kg = 32,47 mg. Avec KmH=37 pour un homme de 70 kg et KmA pour Cavia
porcellus = 8, la dose chez 1’animal est : Da=32,47x37/8=150,17 mg/kg/j. Nous avons ainsi
considéré au cours de cette étude la dose de 150 mg/kg comme dose a administrer chez 1’animal.
S’agissant de D. katangensis, en intégrant les parametres : recette chez I’homme (3 poignées =
65x3=195 mg de poudre /1,5 L soit 130 mg/mL), la posologie (2 verres 3x/j soit 600 mL), le
poids de 70 kg, le rendement de I’extraction, estimé a 3,85 % (m/m), la dose chez I’homme est
de : Du=130 mg x 600 mL x 3,4/100x70=42,9 mg/kg. Chez 1’animal la dose est de Da =198,4
mg/kg ramenée a 200 mg/kg.

I1.3.8. Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro par pLDH test

L’activité antiplasmodiale a été évaluée par la méthode colorimétrique mise au point par Delhaes
et al. (1999) a partir de celle de Makler (1993). Cette méthode est basée sur la capacité de la
lactate déshydrogénase plasmodiale ou pLDH a utiliser I’APAD ou 3-acétylpyridine adénine
dinucléotide comme coenzyme pour transformer le lactate en pyruvate. Cette réaction est environ
300 fois plus rapide que celle réalisée par la LDH humaine. En présence de I’APAD, Plasmodium
falciparum produit I’APADH, lequel transforme du chlorure de bleu de nitrotétrazolium (NTB)

en bleu de formazan. Ce dernier est mesuré par colorimétrie a 630 nm.

Les extraits ont été dissous dans 100 pL de MeOH pour donner une solution de 20 mg/mL. Cette
derniére a ensuite été diluée 20 fois avec du milieu de culture prét a ’emploi. Ce milieu est
constitué de 45 mL du milieu RPMI stock et de 5 mL de plasma décomplémenté. La solution
ainsi obtenue est a 1 mg/mL avec une concentration finale de MeOH a 5 %. Les tests ont été
réalisés dans des plaques a 96 puits. Chaque extrait a été testé en triple et a huit concentrations
allant de 100 pg/mL a 0,78 pg/mL. Ces concentrations ont été préparées par dilutions successives
d’ordre 2. La parasitémie a ét¢ maintenue a 2 % et I'hématocrite a 1 %. La chloroquine
diphosphate et la quinine chlorhydrate ont été utilisés comme substances de référence. Des

globules rouges infectés ont été utilisés comme témoin positif de croissance et des hématies non
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parasitées comme témoins négatifs. La plaque a été incubée pendant 48 h a 37 °C dans un

incubateur qui permet de maintenir un milieu microaérobie.

Aprés 48 h, les plaques a 96 puits ont été congelées pendant plus ou moins 24 heures puis
décongelées a 37 °C pendant 45 minutes. Aprés homogénéisation, 20 uL de chaque puit ont été
transférés dans une nouvelle plaque a 96 puits et additionnés de 100 pL de la solution I composée
de 1 g de lactate de lithium, 10 mg des saponines (extraits de quilaja), 50 mg d’APAD, 1 mL
de Triton-X 100 et 100 mL de tampon Tris & pH 8.

La nouvelle plaque multipuits a été replacée a nouveau a 37 °C pendant 15 minutes puis
additionnée de 20 pL du mélange a parties égales de la solution II PES ou Phénazine éthosulfate
a 0,1 mg/mL dans du tampon Tris saline a pH = 8 et de la solution 111 NTB ou chlorure de bleu
de nitrotétrazolium a 2 mg/mL dans du tampon Tris saline a pH 8. La plaque a encore été incubée
a 37 °C pendant 30 a 45 minutes, puis la lecture de chaque puits a été faite a 630 nm au moyen
d'un spectrophotometre. Pendant la réaction, le sel de bleu de tétrazolium, transparent, est
transformé en un dérivé bleu, le formazan et ¢’est 1’absorbance de 1’intensité de coloration de ce
dernier qui est mesurée au spectrophotometre a 630 nm. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité d’enzyme présente dans le milieu réactionnel et donc a la quantité

de parasites.

Le pourcentage d’activité antiplasmodiale se calcule comme suit :

(Ab—4e)*100

I (%) = m Yo

Equation 2. Détermination du pourcentage d'activité
antiplasmodiale

Avec Ab : Absorbance mesurée pour le contréle (témoin positif de croissance), Ae : Absorbance mesurée en
présence de I’extrait et | (%) : proportion des cellules métaboliquement inactives.

Ce pourcentage d’activité a permis de générer les équations concentrations versus réponses grace
auxquelles les Clso ont été calculées via le logiciel GraphPad Prism Version 6. La Clsg est la

concentration a laquelle 1’extrait inhibe 50 % de la charge parasitaire.

Les valeurs de Clso obtenues ont permis de catégoriser les extraits suivant la classification
proposée par Jonville et al. (2008) que nous avons modifiée comme suit : i) extraits trés actifs :
Clsp <5 pg/mL ; ii) extraits actifs : 5 pg/mL < Clso < 15 pg/mL ; iii) extraits modérément actifs
: 15 < Clso <50 pg/mL et iv) extraits inactifs : Clso > 50 pg/mL. La modification permet d’inclure

les substances a Clso de 5, 15 et 50 dans 1’une des classes.
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11.3.9. Evaluation de I’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine

L’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine a été évaluée par la méthode colorimétrique

dite essai a la formation de la -hématine décrite par Tripathi et al. (2004).

Elle consiste a mettre en interaction les extraits en présence de 1’hématine et de 1’acétate de
sodium en milieu acide. L’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine est déterminée par
la mesure de la quantité de 1’hématine non transformée en hémozoine par mesure de son

absorbance a 405 nm.

Quatre types d’échantillons ont été¢ soumis au test, le contrdle positif de synthése pour vérifier
I’effectivité de la synthése dans les conditions de travail et partant de déterminer son rendement ;
le contrble négatif de synthése, pour vérifier I’influence des diluants et des acidifiants dans la

quantification de ’hématine ; le contrdle positif pour vérifier I’effectivité du test et les extraits.

La solution controle positif de synthese a été préparée en mélangeant 600 pL de la solution
d’hématine a 7,5 mM a 60 puL. de HCla 1 M et a 610 pL de la solution tampon acétate a pH 5,
préparé par le mélange de 64,3 mL de NaOAc 0,1M et 35,7 mL d’acide acétique glacial puis
ajusté a pH 5 avec le NaOH a 2 M.

Le véhicule a été préparé en diluant 600 uL d’hématine a 7,5 mM dans 670 uL de mélange
constitué¢ de 610 uL de NaOH 0,1 M et de 60 uL HCI 1 M. Les solutions d’extraits et du témoin
positif ont été préparées en mélangeant 600 pL de la solution d’hématine a 7,5 mM, fraichement
préparée avec 60 pL de HCl 1 M puis 50 pL de différentes dilutions de 1’extrait ou du témoin
positif qui est la chloroquine a 0,1 mg/mL. 610 pL de la solution tampon acétate de sodium a
pH=5 préalablement chauffée a 60 °C ont ensuite €té ajoutés. Le mélange a été placé au bain
thermostable a 60 °C pendant 30 minutes puis centrifugé a 4000 rpm (rotation par minute)
pendant 5 minutes et finalement transféré dans les plaques multipuits. Le contenu de chaque puits
a été mesuré au spectrophotométre a 405 nm. Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme
suit :
(AH — As) — Ae

Pourcentage d'inhibition de la synthése (%) = (AH = As) x100 %

Equation 3. Détermination du pourcentage d'activité inhibitrice de la synthése de I'hnémozoine

Avec Ae = Absorbance mesurée en présence de I’extrait (ou du témoin positif) ; AH = Absorbance du
controle (témoin négatif) ; AS = absorbance du surnageant obtenue aprés synthése de I’hémozoine.

Des équations concentration-réponse ont permis de calculer les Clsop en recourant au
logiciel GraphPad Prism. Le systeme de classification proposé par Jonville et al. (2008) et

modifié par nous a été utilisé pour catégoriser les extraits.
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11.3.10. Evaluation de ’activité antiplasmodiale in vivo par le test suppressif de 4
jours

L’activité antiplasmodiale in vivo a été évaluée par le test suppressif de 4 jours de Peters tel que
modifié par Fidock et al. (2004).

Les souris ont été réparties en 7 lots de 5. Cing lots ont été soumis aux tests avec les extraits
méthanolique, aqueux et n-hexanique aux doses de 50,100, 200, 400 mg/kg et 500 mg

d’extraits/kg et les deux autres lots ont constitué respectivement les témoins positif et négatif.

Les souris donneuses, elles-mémes impaludées au préalable avec P. berghei ou P. yoelii selon le
cas, ont été préparées 14 jours avant 1’exécution du test et leur parasitémie a été vérifiée au
microscope selon le nombre d’hématies infestées par le parasite a partir du deuxieme jour ;
lorsqu’elle a atteint 50 a 60 % et la forme parasitaire prédominante a été celle en anneaux, la
souris a été considérée comme donneuse et son sang a été prélevé pour infecter les autres souris.
Un inoculum standard de 107 érythrocytes parasités provenant d'une souris donneuse a été utilisé
par voie intrapéritonéale pour infecter chaque souris expérimentale. Deux heures apres
I'infestation, les souris a I'exception du groupe témoin positif et négatif, ont recu par voie orale
les extraits a différentes doses précitées selon le cas. Le contréle négatif a recu une solution
physiologique et le contrdle positif la quinine. La dose a été administrée une fois par jour pendant
4 jours successifs ou les animaux ont été observés pour noter d'éventuels changements de
comportement et le niveau de la parasitémie. Ce dernier a été déterminé a partir des frottis colorés
au Giemsa réalisés sur le sang prélevé au niveau de leurs veines caudales. Du J5 au J8 le niveau

moyen de la parasitémie dans chaque groupe a été déterminé.

L’activité des extraits a été déterminée en pourcentage d’inhibition de la parasitémie

comparativement aux controles négatifs comme suit :

ax100
I (%) = (100 _T)%

Equation 4. Détermination du pourcentage d’inhibition de la parasitémie
I (%) = Pourcentage d’inhibition de la parasitémie ; a = parasitémie moyenne des souris traitées ;

b = parasitémie moyenne des souris témoins négatifs.

11.3.11. Evaluation de Pactivité antiplasmodiale in vitro par la méthode
microscopique

La méthode utilisée lors de ces tests biologiques est une variante de la méthode de culture de
Plasmodium falciparum de Trager & Jensen (1976) décrite par Tona et al. (1999). Dans cette

étude, ce test est utilisé pour évaluer I’activité antiplasmodiale de la molécule isolée.
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Dans cette méthode, les plasmodies proviennent du sang impaludé. Ces parasites sont mis en
culture avec le composé a tester. La méthode est dite ex-vivo par le fait qu’elle utilise du sang
humain impaludé et non une souche isolée de Plasmodium falciparum comme décrite dans la
méthode de Trager & Jensen (1976).

Ici les extraits ont été préparés comme lors de la méthode pLDH ainsi que le milieu de culture et
I’interaction parasites-molécule a la différence que la quantification de la charge parasitaire s’est
effectuée grace au microscope. Ainsi, aprés la culture, le mélange du contenu de chaque puits, 20
uL, ont été placés sur une lame porte-objet pour préparer une goutte épaisse fixée au MeOH puis
colorée au Giemsa 6 % dans du tampon phosphate et vérifi¢ au microscope a I’objectif 10 x 100.
Les parasites ont été comptés dans au moins 20 champs microscopiques par rapport a 200
érythrocytes.

L’expression des résultats s’est effectuée par rapport au témoin positif qui donne 1’indication
réelle de la maturation en schizontes. En pratique, le nombre de schizontes a deux noyaux ou

plus, par rapport a 200 parasites asexués observeés au microscope a été notifié.

Le calcul s’est effectué de la maniére suivante :

Xx100

Z(%) =—

et P (%) = (100-2) %

Equation 5. Pourcentage de maturation (Z) et pourcentage d’inhibitation de la parasitemie (P)

Avec Z= pourcentage de la maturation des trophozoites ; P= pourcentage d’inhibition ; X = nombre de
schizontes pour 200 parasites a la concentration considérée de I’extrait et Y = nombre de schizontes pour 200
parasites par rapport au témoin positif (sang impaludé).

11.3.12. Test d’évaluation de la toxicité aigué sur les rats

La toxicité aigué a été évaluée par le test de 14 jours de I’OCDE : Organisation de Coopération
et de Développement Economique (2008) adapté par Rasekh et al. (2008). Cette évaluation porte
sur les parameétres ci-apres : observation des signes cliniques, variation de poids, exploration des
organes nobles, détermination de la DLso et la DMT : Dose maximale tolérée soit la dose la plus

élevée qui ne provoque pas de deces dans le groupe exposé.

Trente-six rats ont été mis ensemble dans des cages métalliques de surface 0,75 x 1 m? pendant
7 jours pour leur acclimatation, mangeant et buvant ad libitum en présence d’une lumiére
réguliére et uniforme avec respect de photopériodicité. Au jour 1 du traitement, les sujets ont été
préalablement répartis en 6 groupes de 6 animaux chacun. Un groupe a été utilisé comme témoin
négatif d’activité et les autres comme groupes tests soumis aux extraits. Les rats ont été mis a
jeun pendant 8 heures avant I’administration de la drogue. Les solutions d’extrait leurs ont ensuite

été administreées a des doses variables selon le groupe : 0,8 g/kg pour Gl, 1,6 g/Kg pour GllI, 3,2
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g/kg pour GllI, 6,4 g/kg pour GIV, 12,8 g/kg pour GV et 3 mL d’eau distillée/kg de poids pour
GVI.

Apres I’administration de 1’extrait, les animaux ont été surveillés en permanence pendant 14 jours
et les signes cliniques observés ont été notés. Pour le premier jour, les rats ont été suivis
constamment les 30 premicres minutes puis toutes les 2 h jusqu’a la troisieme heure apres la
reprise de I’habitude alimentaire. Le reste de jours, de J2 a J13, les animaux ont été surveillés
quotidiennement et a la 12° heure du jour, tous les signes cliniques observés ont été notés. Au

jour J14, tous les rats restants ont été sacrifiés et le sang de la jugulaire a été prélevé.

Le nombre des rats morts par groupe a été exprimé en pourcentage ; cela a permis a la fin de
I’expérimentation de réaliser un essai de détermination de la DLso. Celle-ci a été calculée par la
méthode de Dragstedt et Lang (1957), par la méthode graphique et par Graph Pad. Au vu de la

variabilité observée dans I’expression de la DLsg selon plusieurs études (Teke & Kuete, 2014).

La méthode de Dragstedt et Lang repose sur deux postulats : 1) tout animal ayant survécu a une
dose donnée aurait survécu a toute dose inférieure a celle-ci, si elle lui avait été administrée dans
les mémes conditions ; 2) tout animal ayant succombé a une dose déterminée aurait succombé a
n’importe laquelle des doses supérieures si elle lui avait été administrée dans les mémes

conditions.

_ 50 (X2-X1)+X1.Y2-Y1X2

DLso Y2-Y1

Equation 6. Calcul de la DLso d’aprés Dragstedt et Lang (1957).

Avec X2= dose supérieure encadrant la DLso ; X1 = dose inférieure encadrant la DLso ; Y1= pourcentage de
mortalité correspondant a X1 et Y2 = pourcentage de mortalité correspondant a X2.

Les résultats ont permis de catégoriser les extraits suivant 1’échelle de classification de Hodge &

Sterner (1943) reprise par Teke & Kuete (2014) et consigné dans le tableau X.

Tableau X. Echelle de catégorisation des substances en fonction de leur DLs

Catégorie d’extrait Valeur de DLso Indice de toxicité
Extrémement toxique DLso < Img/kg 1
Tres toxique Img/kg < DLso< 50 mg/kg 2
Moyennement toxique 50 mg/kg < DLso < 500 mg/kg 3
Faiblement toxique 500 mg/kg < DLso< 5000 mg/kg 4
Pratiquement non toxique Sg/kg < DLso< 15g/kg 5
Sans danger DLso > 15g/kg 6

L’examen visuel a permis de relever les signes cliniques d’intoxication. Ont été recherchés

notamment les modifications de la peau, des poils, des yeux, des muqueuses, de l'appareil
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respiratoire, du systéme circulatoire, des systemes nerveux autonome et central, de l'activité
somato-motrice et du comportement et 1’apparition de tremblements, de convulsions, de
salivation, de diarrhée et de léthargie.

Les organes nobles ont été explorés par 1’analyse des parameétres biochimiques et hématologiques
évalués par des méthodes spectrophotométriques. Un examen macroscopique a été réalise sur les
organes apres sacrifice des animaux. Le sang prélevé apres sacrifice des animaux a été recueilli
dans les tubes sans anticoagulant et centrifugé a 300 rpm pendant 10 minutes pour 1’obtention du
sérum sur lequel se sont par la suite effectués des tests biochimiques. Les tests hématologiques
ont été effectués sur le plasma obtenu avec le sang prélevé sur anticoagulant (EDTA).

Les transaminases (AST et ALT) ont permis d’explorer la fonction hépatique de méme que la
bilirubine (totale et directe) ainsi que la phosphatase alcaline (PAL). Ils ont été dosés par la
méthode de Reitman & Frankel (1957) telle que décrite dans le Kit Randox test (USA).

L’urée et la créatinine ont permis d’explorer la fonction rénale. Les taux sériques de 1’urée ont
été déterminés par la méthode de Chaney & Marbach (1962) et ceux de la créatinine par la
méthode de Bartels et al. (1972).

La vitesse de sédimentation (VS), I’hématocrite (HTC), le taux de globules blancs (GB) et les
taux de globules rouges (GR) ont permis de réaliser 1’exploration de la fonction circulatoire. Les
parameétres hématologiques ont été déterminés par les méthodes classiques décrites par Caquet &
Bru (2008).

11.3.12.1. Dosage de la GOT (AST)

L’aspartate aminotransférase (AST) assure le transfert de la fonction amine de I’aspartate sur I’a-
cétoglutarate entrainant ainsi la formation du glutamate et de I’oxaloacétate. Ce dernier en
présence de malate déshydrogénase (MDH) et de NADH* conduit a la formation du malate. La
vitesse de consommation de NADH" est directement proportionnelle a I’activité de la glutamate
oxaloacétate transaminase (GOT) dans I’échantillon. Elle est déterminée par spectrophotométrie

a 340 nm.

Un volume de 1 mL de réactif a été ajouté a 0,1 mL d’échantillon et le tout a été incubé a 25 °C.
La lecture de I'absorbance des solutions apres incubation s’est effectuée a 340 nm. Le taux de

GOT est exprimé en UI/L.

11.3.12.2. Dosage de la GPT (ALT)

En présence de I’alanine aminotransférase (ALT), I’alanine est transformée en pyruvate avec

production du glutamate. Le pyruvate en présence de NADH * H* subit une oxydation et forme
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le lactate. La vitesse de consommation de NADH™ est proportionnelle a I’activité enzymatique
de la glutamate pyruvate transaminase (GPT) et est déterminée par spectrophotométrie a 340 nm.
Un volume de 1 mL de réactif a été ajouté a 0,1 mL d’échantillon et le tout a été incubé a 25 °C.
La lecture de I'absorbance (A) des solutions aprés 1, 2 ,3 et 4 minutes d'incubation s’est effectuée

a 340 nm. Le taux de GPT est exprimé en UI/L.

11.3.12.3. Dosage de la créatinine

En présence de 1’acide picrique en milieu alcalin, la créatinine forme un complexe qui présente

une absorption maximale a 490 nm.

A 1mL de solution de travail, sont ajoutés 100 uL d’eau déminéralisée pour le blanc. Ont
également été mélangés, 1 mL de solution de travail avec 100 uL d’étalon pour I’étalon et 1 mL
de solution de travail + 100 puL de I’échantillon test. L’absorbance du mélange a ensuite été

mesuré au spectrophotometre a 490 nm.

11.3.12.4. Dosage de I’urée

L’urée est hydrolysée par ’uréase en produisant de I’ammoniaque et du CO». Les ions NH4" par
la réaction modifiée de Berthelot se transforment, sous I’action de 1’acide salicylique et de
I’hypochlorite en un colorant vert (un indole phénol). L’absorption maximale est observée entre

546 et 578 nm. L’absorbance de ce colorant est proportionnelle a la concentration de 1’urée.

Dans un tube a essais nous avons mélangé 1 mL de réactif de travail + 5 pL d’eau minéralisée
pour le blanc, 1 mL de réactif de travail + 5 uL d’étalon pour I’étalon et 1 mL de réactif de travail
+ 5 uL de I’échantillon. Aprés mélange, les absorbances des contenus des tubes ont été mesurées
a 560 nm.

11.3.12.5. Vitesse de sédimentation (VS)

Ce test mesure la sédimentation des hématies dans un échantillon de sang rendu incoagulable et
laissé dans un tube vertical en verre (tube de Wintergreen). Son résultat est exprimé en

millimétres par heure (Caquet & Bru, 2008).

Nous avons prélevé 10 mL du sang non coagulé a 1’aide d’un tube de Wintergreen et nous 1’avons
placé verticalement sur le portoir. La vitesse a laquelle les globules rouges sédimentent a été

rapportée en mm/H (Caquet & Bru, 2008).

11.3.12.6. Numération des globules blancs (GB)

L’examen des globules blancs est basé sur 1’observation microscopique de la morphologie

cellulaire (Caquet & Bru, 2008).
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A I’aide de la micropipette, nous avons transféré 1 mL de solution de Turck et I’avons placé dans
un tube a essai. 50 pL de I’échantillon ont ensuite été mélangés a cette solution de Turck. Le
mélange a ensuite été laissé au repos pendant 5 minutes pour la lyse des globules rouges. Nous
avons ensuite effectué¢ I’examen au microscope électronique a 1’objectif 40 x avec un compteur

des colonies.

11.3.12.7. Dosage de ’hémoglobine (Hb)

Le sang est dilué dans le réactif de Drabkin (Ferricyanure de potassium + Cyanure de potassium)
qui hémolyse les hématies lesquelles libeérent 1’hémoglobine. Ce méme réactif transforme
I’hémoglobine en un complexe stable, la cyanméthémoglobine dosable a Amax = 540 nm. Cette
densité optique est proportionnelle a la quantité d’hémoglobine présente dans le sang (Caquet &

Bru, 2008).

Nous avons prélevé 2 pL du sang que nous avons mélangé avec 5 mL de la solution du Drabkin.

Nous avons laiss¢ le mélange au repos pendant 5 minutes puis nous avons mesuré 1’absorbance

a 540 nm.

11.3.12.8. Hématocrite (HCT)

L'hématocrite exprime le rapport entre le volume occupé par les éléments figurés du sang et le
volume du sanguin total. Cette analyse permet une classification de premiére importance pour

I'investigation d'une anémie et une polyglobulie (Caquet & Bru, 2008).

Nous avons rempli les trois quarts du tube capillaire par le sang puis nous avons couvert I’une de
ses extrémités par la plasticine. Nous avons ensuite centrifugé a 1500 rpm pendant 10 minutes,

avant de mesurer la hauteur occupée par le GR que nous avons rapporté au volume du sang.

11.3.13. Test de toxicite subaigué des extraits aqueux et meéthanoliques des feuilles
de Dialium angolense

La toxicité subaigué a été évaluée par le test de 28 jours de I’OCDE (2008) tel qu’appliqué par
Rasekh et al., (2008).

Trente-six rats mis ensemble ont été acclimatés pendant 7 jours, mangeant a des heures bien
précises et buvant & volonté dans des cages métalliques de 0,75 x 1,5 m? en présence d’une
lumiere réguliére et uniforme avec respect de photopériodicité. Au premier jour du traitement
(J1), les sujets ont été préalablement répartis en 6 groupes de 6 animaux chacun. Un groupe a été
utilisé comme témoin négatif d’activité et les autres comme groupes tests (essais). Les rats ont
regu des doses quotidiennes de 1’extrait selon le groupe : 150 mg d’extrait aqueux de Dialium

angolense /kg pour GI, 300 mg d’extrait aqueux et méthanolique de Dialium angolense/kg pour



Travaux personnels Page | 65

Gll et 111, 600 mg d’extrait aqueux et méthanolique de Dialium angolense/kg pour GIV et V et 3
mL de solution physiologique GV.

Apreés I’administration de 1’extrait, les animaux ont été surveillés quotidiennement a la 12° heure
du jour et tous les signes cliques observés ont été notés. Au jour J28, tous les rats restants ont été

sacrifiés et le sang de la jugulaire prélevé.

11.1.14. Test d’évaluation de I’activité antioxydante

L’¢évaluation de I’activité antioxydante a utilisé la méthode au DPPH telle que décrite par
Manzocco et al. (1998) et reprise par Liebenberg (2004). C’est une méthode
spectrophotométrique qui consiste a piéger le radical libre du DPPH par I’extrait a potentiel
antioxydant puis a lire la quantité restante du DPPH et déduire le pouvoir antiradicalaire de

I’extrait.

Pour ce faire, 50 pL d’extrait ou de contrdle positif ont été préparés a différentes dilutions d’ordre
2 et mis en interaction avec 1950 pL de solution méthanolique de DPPH a 0,002 % dans une
plaque & 96 puits. Apres le mélange et I’incubation a 1I’obscurité pendant 30 minutes, 1’absorbance
de la solution a été mesurée au spectrophotomeétre a 492 nm. Les tests ont été effectués en
triplicata. La solution du DPPH a 0,002 % a éte utilisée comme témoin négatif.

Le pourcentage d’activité antioxydante a été calculé comme suit :

_ (Ab-Ae)

= x100 %

I (%)
Equation 7. Détermination du pourcentage d'activité antioxydante

Ou, Ab = absorbance mesurée en présence du témoin négatif ; Ae = absorbance mesurée en présence de
I’extrait, I (%) = Pourcentage d’inhibition.
11.3.15. Test de I’évaluation de ’activité antibactérienne et antifongique
11.3.15.1. Preparation des milieux de culture

Dans le cadre de cette étude, le milieu Mueller-Hinton a été utilisé pour 1I’évaluation de 1’activité

antibactérienne. Les milieux solide et liquide ont été préparés.

Pour préparer le bouillon de culture Mueller-Hinton (MH), 2,10 g de milieu MH ont été pesés
puis dissous en ajoutant de I’eau distillée jusqu’a un volume de 100 mL. Le mélange obtenu a
ensuite ét¢ stérilisé a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes, puis refroidi une nuit entre 2 et 8

°C ou dans un bain de glace.



Travaux personnels Page | 66

La préparation du milieu solide Mueller-Hinton a procédé par la pesée de 3,4 g du milieu de
Mueller-Hinton agar. Une suspension a ensuite été réalisée dans 100 mL d’cau distillée et la
suspension a été stérilisée a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes, laissée refroidir jusqu’a

50°C, puis agitée, avant d’étre coulée dans des boites de Petri stériles.

11.3.15.2. Préparation de I’inoculum standard

Les suspensions de I’inoculum des bactéries ou fungi ont été préparées selon la technique décrite
par Perilla (2003) en dispersant des souches pures dans du Bouillon thioglycolate et en les
maintenant a 37 °C pendant 24 h. La turbidité de la suspension microbienne a été ajustée a 1’aide
d’un densitométre a un standard de 0,5 Mc Ferland, équivalent a environ 1,5 x 108 cellules

microbiennes/mL.

11.3.15.3. Référence aux témoins

Quatre témoins ont été utilisés. Le premier a été constitué uniqguement du milieu de culture (2
mL) pour vérifier la stérilité du milieu de travail, le deuxiéme du milieu de culture et I’extrait
dans le rapport 1+1, pour vérifier la stérilité des extraits et disposer de la référence du systeme
extrait- milieu de culture, le troisieme a été constitué de 0,1 mL de DMSO et 1,9 mL de
I’inoculum pour vérifier la viabilité des germes vis-a-vis du DMSO et le quatriéme a été constitué
du milieu de culture et de 1’érythromycine, la ciprofloxacine ou le métronidazole comme
substances antimicrobiennes de référence en vue d’apprécier le comportement d’une substance

active dans le milieu et vérifier ainsi I’effectivité du test.

11.3.15.4. Test d’activité antimicrobienne par diffusion sur milieu solide

Ce test est encore appelé méthode des disques (Celiktas et al., 2007) et le principe est inspiré de
I’antibiogramme visant a tester la sensibilité des souches bactériennes par diffusion de 1’extrait
sur le milieu solide créant ainsi un gradient de concentrations entre le composé et le
microorganisme ciblé.

Dans des boites de Petri stériles, 20 mL de gélose de Muller-Hinton ont été coulés et laissés
pendant 20 minutes. Apres solidification, sur chaque milieu de culture, 1 mL de suspension
microbienne de 108 UFC (Unité Formant Colonies) /mL a été ensemencé sur toute la surface
(Shunying et al., 2005). Des disques (& = 6 mm) en papier ont été imprégnés d’un volume de 5
puL de concentrations croissantes (50 et 100 pg/mL) et disposés a la surface du milieu solidifié
(Bekhechi et al., 2008 ; Ngameni et al., 2009). Les boites de Petri ont ensuite été incubées dans
une étuve a 37 °C pendant 48 h.

La détermination de I’activité antibactérienne a été estimée par la mesure du diametre (mm) de

la zone d’inhibition induite par les différentes concentrations autour des disques. Chaque
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experience a éte repétée trois fois, en méme temps et au méme endroit. La littérature propose une
échelle de classification des extraits en fonction de leurs valeurs de diamétre d’inhibition comme
suit : Insensible si @ < 08 mm, sensible si 09 <@ <14 mm ; Trés sensible si 15 < <19 mm et
Extrémement sensible si @ > 20 mm (Ponce et al., 2003). Au cours de cette étude, nous avons
utilisé un crietre plus sévere, tel que proposé par Biyiti et al (2004) en considérant sensible, le
germe sur lequel ’extrait a présenté un diametre d’inhibition > 10 mm. Des essais témoins ont

été effectues in vitro pour le DMSO sur chacune des souches microbiennes utilisées.

11.3.15.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’activité antimicrobienne a été mise en évidence par la méthode de microdilution. Elle a consisté
a mettre en interaction les germes et les extraits a différentes dilutions et a observer I’activité par
I’absence visuelle de croissance aprés incubation (Balouiri et al., 2016).

Pour cela, les solutions-meéres d’extraits ont été préparées en dissolvant 1 mg d’extrait sec dans
100 pL de DMSO a laquelle solution, nous avons ajouté 1900 pL du milieu ; huit dilutions
successives d’ordre 2, de 500 pug /mL a 0,97 pg/mL, ont ensuite été effectuées pour chaque extrait
et placées dans différents tubes aseptiques ; 1000 pL de I’inoculum standard ont été ajoutés dans
chaque tube et le mélange a été incubé pendant 24 h a 37 °C. La croissance des microorganismes
a été observée visuellement. La concentration minimale inhibitrice est définie comme la plus
faible concentration a laquelle I’extrait a empéché la croissance visible des bactéries (Balouiri et
al., 2016 ; Bashige et al., 2018).

11.3.15.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) -

concentration minimale fongicide (CMF) ou concentration minimale
microbicide (CMM)

Le prélevement s’est effectué dans des tubes ayant servi a la détermination des CMI.
L’ensemencement s’est effectué dans les boites de Petri sur milieu Gélose salmonella-shigella
(bactéries) ou gélose — sabouraud (champignons) et I’incubation s’est réalisée a 37 °C pendant
24 h. La croissance microbienne a été vérifiée visuellement. En accord avec Kaya et al. (2012),
la CMB est définie comme la plus petite concentration a laquelle, I’extrait a empéché la
croissance visible des bactéries apres repiquage et la CMF, la plus petite concentration a laquelle

I’extrait a empéché¢ la croissance visible des fungi apres repiquage.

11.3.15.7. Effet et catégorisation de I’extrait suivant ’activité antimicrobienne

L’effet des extraits a été déterminé en effectuant le rapport CMM (CMB (ou CMF) /CML. Si le
rapport est inférieur ou égal a 2, I’extrait est bactéricide ou fongicide ; s’il est supérieur a 2,

I'extrait est bactériostatique ou fongistatique selon le cas (Ouattara et al., 2016).
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11.3.16. Evaluation de I’activité antihépatotoxique et hépatoprotectrice

L’hépatotoxicité a €té induite par le paracétamol par administration de 1x1000 mg/kg/j pendant
deux jours. L’expérimentation s’est effectuée sur 10 jours qui succédent a 3 semaines préalables
d’acclimatation. La silimarinea été utilisée comme controle positif a la dose de 100 mg/kg comme
le rapporté antérieurement (Chiu et al., 2018 ; Huang et al., 2018b) et Psidium guajava comme
un autre contrdle positif (Wonyoung et al., 2019) a la dose de 300 mg/kg pour apprécier le
comportement d’un extrait actif dans le milieu expérimental. La solution physiologique (0,9 %

NaCl) a servi de contrdle de normalité et de vehicule.

Cavia porcellus de 346 - 369 g fournis par les éleveurs de Kipushi ont été utilisés comme support
animal pour cette expérimentation. Pour ce faire, ils ont été acclimatés pendant 3 semaines et un
bilan de santé général a été effectué par un médecin vétérinaire des cliniques vétérinaires de

Lubumbashi avant I’expérimentation.

Hormis I’acclimatation sur 3 semaines, I’expérimentation a connu 3 moments clés pour une duréee
de 10 jours : I’intoxication, 2 jours, le traitement préventif ou curatif selon le cas, 6 jours, puis un
temps de latence 2 jours avant I’analyse des marqueurs hépatiques au 10° jour. Dans cette étude,
nous considérons I’effet antihépatotoxique lorsque le sujet regoit un traitement aprés une
intoxication préalable. Nous parlerons de 1’effet hépatoprotecteur stricto sensu lorsque le sujet
est soumis a un traitement de I’extrait avant l’intoxication au paracétamol. Le taux
d’hépatoprotection ou d’hépatorestauration, selon le cas, permet d’apprécier 1’activité en termes
de pourcentage. Il est calculé en fonction des valeurs des marqueurs utilisés comme suit :
(E—B)x 100
ECEDRR

Equation 8 Taux d’hépato-restauration
Avec E = échantillon, B= Contrdle de normalité et C= témoin d’intoxication.

Taux d’hépato — restauration (%) = (100 —

11.3.16.1. Test d’activité antihépatotoxique

Pour évaluer cette activité, les animaux ont été répartis en 8 groupes de 5. Le premier groupe qui
est le groupe contrdle de normalité a recu une solution physiologique durant 8 jours. Le 2° groupe
a été intoxiqué par le paracétamol, le 1% et le 2° jour d’expérimentation, sans aucun autre
traitement ultérieur. C’est le groupe de contrdle positif d’intoxication. Du troisiéme au 6° groupe,
tous les sujets ont été intoxiqués les deux premiers jours puis traités différemment suivant les
groupes : le 3° groupe par la silimarineaux J3 a J8, le 4° groupe par I’extrait aqueux de feuilles de
Psidium guajava a 300 mg/kg, le 5° group epar I’extrait méthanolique de Dialium angolense 150
mg/Kkg, le 6° groupe par I’extrait méthanolique de Dialium angolense a 300 mg/kg, le 7¢ groupe et

le 8° groupe avec respectivement 150 et 300 mg/kg d’extrait aqueux. Le sacrifice des animaux est
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intervenu au 10° jour, soit aprés 2 jours d’observations. Le sang des animaux a été prélevé dans
les tubes héparinés puis centrifugé pour les examens sériques des biomarqueurs hépatiques. Un

taux d’hépato-restauration (THR) a également été calculé (Equation 9).

(E-B)x100

Taux d’hépato — restauration (%) = (100 — B

) %
Equation 9. Taux d’hépato-restauration

Avec E = échantillon, B = Contrble de normalité, C = témoin d’intoxication et THR (%) : taux d’hépatho-

restauration.
Les transaminases, ALT, Alanine Aminotransférase et AST, Aspartate Aminotransférase,
permettent d’explorer la fonction hépatique, de méme que la bilirubine (totale) et la phosphatase
alcaline (PAL). Ils sont dosés suivant les procédures décrites respectivement par Khan et al.
(2019) dans Ies kits de dosage d’ALT par Kim et al. (2019), celui de dosage d’AST et de PAL
par Xie et al. (2019) et celui du dosage de la bilirubine par Suh et al. (2017). Ces dosages sont

basés sur des méthodes spectrophotométriques.

11.3.16.2. Test d’évaluation de I’activité hépatoprotectrice

Le test d’activité hépatoprotectrice s’est effectué de la méme maniére que le test précédant. La
différence a subsisté au niveau du moment ou I’intoxication intervient. Dans ce test, les cobayes
ont été traités au préalable avec les extraits jusqu’au 6° jour puis intoxiqués au 7¢ et au 8 € jour par
2 g de paracétamol a la dose de 1g/j pendant deux jours. Au 10° jour les sujets exposés ont été
sacrifiés pour les examens biochimiques et la détermination du taux d’hépatoprotection

(THP) selon 1’équation 9.

11.3.17. Criblage de grands groupes phytochimiques

Le criblage de grands groupes phytochimique a porté sur les réactions en solution. Elles sont
basées sur la coloration, la précipitation ou la formation des mousses. Elles sont décrites par
Abisch & Reichstein (1960), Lumbu (1992), Harborne (1998), Longanga et al. (2000), Dohou et
al. (2003), Bruneton (2009) ou Liang et al. (2011).

11.3.17.1. Alcaloides

La mise en évidence des alcaloides consiste a les précipiter a I'aide de six réactifs de précipitation
(Bruneton, 2009). Ainsi, 1g de poudre de matiere végétale seche a éte macéré dans 10 mL de
méthanol & température ambiante pendant 24 heures puis a I’étuve a 50 °C pendant 4 heures. La
solution obtenue a été filtrée, puis le marc lavé trois fois avec des portions de méthanol chaud.
Le filtrat a été évaporé a sec a I'étuve a 50 °C. Le résidu a été recueilli deux fois par 2 mL de

solution chaude d'acide chlorhydrique 1 %. La solution acide obtenue a été alcalinisée par
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I'ammoniaque concentrée dans une ampoule a decanter. Nous y avons ajouté 5 mL de
chloroforme. Deux phases se sont formées. Apres agitation, nous avons laissé reposer pour
séparer les 2 phases. Cette opération a été reprise trois fois. La phase organique a été évaporee a
sec a l'air libre et le résidu obtenu a été repris par 0,5 mL de chloroforme et transféré dans un tube
a essais auguel nous avons ajouté 0,5 mL de HCI 1 % puis nous avons agité. Les alcaloides ayant
été protones sont supposés se trouver dans la phase aqueuse. Celle-ci se trouvant au-dessus, a été
prélevée a l'aide d'une pipette Pasteur. Six gouttes en ont été déposées sur une lame porte-objet.
Chacune de ces gouttes a été traitée par lI'un des six réactifs de précipitations décrits en annexe
(Abisch & Reischtein, 1960 ; Annexe Il). La présence d'alcaloides n'a été considérée comme
certaine que si chacun de six réactifs donne un précipité. La méthode permet de déetecter jusqu'a
des teneurs d'alcaloides inférieures a 0,01 % sur une prise d'échantillon de 1 g (Abisch &
Reischtein, 1960, Lumbu, 1992).

11.3.17.2. Coumarines

Les coumarines ont été rechechés par la réaction alcaline. Brievement, 0,5 g de chaque
échantillon ont été chauffés jusqu’a ébullition dans 15 mL NaOH 1N pendant 5 minutes. Le
filtrat a été examiné sous UV a 366 nm. La presence des composés jaunes fluorescents signe une

réaction positive.

11.3.17.3. Flavonoides et anthocyanes

Les flavonoides ont été mis en évidence par la réaction de Shinoda selon le protocole décrit par
Longanga et al (2000) ou 5 g de matériel végétal placés dans un erlenmeyer ont été infuses dans
50 mL d'eau distillée pendant 30 minutes. Apres filtration, 5 mL de filtrat ont été traités par le
réactif de Shinoda (alcool éthylique a 97 %), puis nous y avons ajouté successivement 5 mL d'eau
distillée, 5 mL de HCI concentré, quelques gouttes d'alcool isoamylique et 0,5 g de copeaux de
magnésium. La coloration rouge-orangé (flavone), rouge ou rouge violet (flavonones), rouge
cérise (flavonol) apparait dans la couche surnageante (phase alcoolique) si la solution contient
les flavonoides (Longanga et al., 2000 ; Harborne, 1998). De méme, la réaction effectuée pendant
deux minutes au bain-marie en I'absence des copeaux de magnésium permet la caractérisation

des anthocyanes lorsqu’apparait une coloration rouge (Longanga et al., 2000 ; Harborne, 1998).

11.3.17.4. Hétérosides cyanogenes

Les hétérosides cyanogenes ont été identifiés suivant le protocole décrit par Dohou et al. (2003).
Ainsi, 5 g de poudre végétale ont été placés dans un erlenmeyer avec 10 mL d'eau distillée. Le
récipient a été fermé avec un bouchon auquel a été fixée une bandelette de papier picrosodé
legérement humectée d'eau et le contenu a été légerement chauffé au bain marie a 35 °C pendant
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30 minutes. Le papier picrosodé jaune vire a I'orange ou au rouge si I'extrait végétal libere de

I'acide cyanhydrique (Dohou et al., 2003).

11.3.17.5. Quinones

Les quinones ont été identifiées suivant le protocole décrit par Longanga et al. (2000) selon lequel
5 g de matériel végétal en poudre ont été macérés pendant une heure dans le toluéne ou pendant
24 heures dans I'éther de pétrole. Apreés filtration, 10 mL de filtrat du solvant organique ont été
traités par 5 mL de NaOH 1 %. L'apparition d'une coloration rouge violacé dans la phase aqueuse
a indiqué la présence des quinones libres et celle jaune ou orange les quinone liées (Longanga et
al., 2000 ; Liang et al., 2011 ; Lusakibanza, 2012).

11.3.17.6. Saponines

Les saponines ont été identifiées suivant la procédure décrite par Longanga et al (2000). Dans un
erlenmeyer contenant 10 g de matériel végétal broyé grossierement, nous avons ajouté 100 mL
d’eau distillée pour réaliser une décoction pendant 30 minutes. La solution a ensuite été filtrée
apres refroidissement. 15 mL des décoctés ont alors été introduits dans un tube a essai de 16 mm
de diametre et 160 mm de hauteur. Le contenu du tube a été agité hermétiqguement pendant une
minute. Apres agitation, nous avons laissé reposer la solution pendant 10 minutes puis avons
mesuré la hauteur de la mousse persistante : pendant 5 minutes, une mousse de hauteur > 10 mm

signe une réaction positive (Longanga et al., 2000 ; Dohou et al., 2003).

11.3.17.7. Stéroides et terpénoides

Les stéroides et les terpénoides ont été indentifiés comme décrit par Longanga et al (2000) : 5 ¢
de matériel végetal ont été macérés pendant 24 heures dans I'éther de pétrole. Apres filtration, le
solvant a été évaporé a sec. Dans le résidu obtenu, nous avons ajouté successivement et en agitant,
2 mL de chloroforme, 0,5 mL d'anhydride acétique et trois gouttes d'acide sulfurique concentré.
L'apparition des colorations mauve ou verte a indiqué la présence des stéroides. L'identification
des terpénoides a suivi le méme schéma que celle des steroides. En plus du test utilisé pour la
recherche des stéroides, quelques gouttes de reactif de Hirschson (solution d’acide
trichloroacétique a 20 %) ont été ajoutées a 5 mL de la solution acidifiée. La coloration jaune

virant au rouge a indiqué la présence des terpenoides (Longanga et al., 2000 ; Liang et al., 2011).

11.3.17.8. Tanins

Les tanins ont été identifiés suivant le protocole ci-aprés : 5 g de matériel végetal ont été infusés
dans 50 mL d'eau contenue dans un erlenmeyer pendant 30 minutes. 5 mL de I'infusé ont été

prélevés et additionnés de 1 mL de chlorure ferrique 1 %. Le test a été considéré comme positif
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lorsqu'un précipité ou une coloration bleu-vert, bleu sombre ou verte apparait (Longanga et al.,
2000).

11.3.17.9. Détermination de la teneur en flavonoides totaux (FT).

La teneur en flavonoides totaux de chaque extrait de plante a été estimée selon Zhishen et al.
(1999). En effet, 1,0 mL de la solution aqueuse de I’extrait de chaque échantillon a été mélangé
avec 4 mL d’eau distillée puis avec 0,30 mL d'une solution de NaNO> 10 %. Apres 5 minutes de
temps de contact, 0,30 mL d'une solution de AICl3 10 % a éteé ajouté suivi de 2,0 mL d'une solution
de NaOH 1%. Immédiatement, aprés avoir bien mélangé, I'absorbance a été mesurée a 510 nm
par rapport au blanc. Une courbe standard de quercétine a été préalablement établie a partir d’une
gamme de 5 solutions préparées par dilution d’ordre 2 allant de 0,1 a Img / mL (y = 0,0252x-
0,0029 ; r2 = 0,9999) et les résultats obtenus ont été exprimés en mg d’équivalent-quercétine/g

d'extrait sec (mg EQ/q).

11.3.17.10. Détermination de la teneur en tanins totaux (TT)

La teneur en tanins totaux dans chaque échantillon a été déterminée en utilisant la méthode de
Makkar et al. (1993) en dosant les composés phénoliques non-tanins.

Pour ce faire, 1,0 mL d’une solution méthanolique a 1 % d’extrait a ét¢ mélangé a 100 mg de
polyvinylpolypirrolidone (PVP) puis laissé reposer pendant 15 min a 4 °C. Le mélange a ensuite
été centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm. Les composés phénoliques non-taniques (PNT)
qui se retrouvent dans le surnageant limpide ont alors été déterminés de la méme maniére que les
polyphénols totaux (Velioglu et al., 1998). La teneur en tanin a été calculée en faisant la
différence entre les PT et les PNT contenus dans I'extrait. 1ls ont également été exprimés en mg
EAG /g.

TT=PT-PNT
Equation 10. Détermination des tanins totaux.

TT : tanins totaux, PT : polyphénols totaux, PNT : polyphénols non taniques.

11.3.18. Fractionnement bioguidé de I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium
angolense

Le fractionnement bioguidé en vue de I’isolement du composé majoritaire actif a utilis¢ la CCM
et la chromatographie sur colonne (CC). En chromatographie, la séparation est basée sur la
différence d’affinité entre la phase stationnaire et la phase mobile du composé a purifier (Liu et
al., 2011 ; Variyar et al., 2011).
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Pour la chromatographie sur couche mince, 5 uLL d’échantillons ont été déposes sur la plaque de
silicagel 60F2s4 a 1’aide d’un capillaire. L’élution a été effectuée dans une cuve CCM
préalablement saturée, sur un parcours de 10 cm et aprés évaporation de la phase mobile, la
révélation pour les flavonoides, s’est effectuée soit a 1’'UV a 254 nm et 366 nm, soit avec le réactif

de Neu. Les phases mobiles sont reprises selon le cas sur les figures 12, 31 et 32.

Pour la chromatographie sur colonne classique, nous avons utilisé plusieurs colonnes de
dimensions différentes en fonction de la masse d’extrait a purifier. Le gel de silice a constitué la
phase stationnaire rempli aux trois quarts de la colonne alors que la phase mobile, variable selon
la phase de fractionnement (Figures 12, 31 et 32), a été ¢luée en mode isocratique. L’¢luant a été
collecté dans des tubes a essais d’ou 5 uL ont été prélevés en vue de dresser un profil
chromatographique et permettre de rassembler les tubes selon leurs similitudes de profil

chromatographiques pour constituer les fractions qui furent évaporées a sec et pesées.

Le schéma de fractionnement bioguidé utilisé au cours de cette étude se présente comme suit :

Drogue
végétale

Fractionnement suivant la
figure 32
v
100 g de la drogue 10 g de la drogue
Clso Clso _ _C|50
in vitro (W2) =4,5 + 0,1 pg/mL in vitro (W2) =3,9 + 0,1 pg/mL in vitro (W2)
In vivo (P yoelii) = 279,1 mg/Kg In vivo (P yoelii) = 203,2 mg/Kg =18,5+0,1 pg/mL

v

v v
EA EM EH
100 ma 963 ma 102 ma

AcOEt-MEC-AF-H20 (45 +45+5+5) 100 mL x 5
MeOH 100 mL x 3

CC (@ =20 mm; V=400 mL; H = 620 mm; 29/32)
Silicagel: @ =20-60 um

‘T YT LY

Clso Clsp in vitro (W2) Clso Clso Clso
> 100 na/mL =5,1+0,3 pg/mL > 100 pa/mL > 100 na/mL > 100 ua/mL

Figure 12. Fractionnement bioguidé de I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium angolense
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L’extrait méthanolique (963 mg) a subi un fractionnement sur colonne ouverte de silice (Gel de
silice Si 60 Merck, @ =20-60 um, Figurel2). Le systéme d’éluant utilisé en mode isocratique a
été constitué de I’acétate d’éthyle (AcOEt), méthyléthylcétone (MEC), acide formique (AF) et
I’eau dans les proportions 9 + 9+ 1 + 1,1. Cinq fractions ont été collectées aprés rassemblement
selon leur profil chromatographique obtenu sur CCM analytique. Le test d’activité
antiplasmodiale in vitro a montré que seule la fraction F2 (323 mg) avait une activité
antiplasmodiale sur la souche W2 (Figure 13). Celle-ci a été sélectionnée pour un fractionnement.
Ce dernier fractionnement a permis d’isoler un composé lequel a présenté une réaction positive
au réactif de Neu et a de ce fait été considéré comme un flavonoide issu de I’extrait méthanolique

des feuilles de Dialium angolense (Figure 32).

11.3.19. Analyse par LC-MS

L’analyse par LC-MS utilise le principe chromatographique. Le produit a analyser supposé pur
d’environ 1 mg a été préalablement dissous dans le méthanol a 1 mg/mL, puis dilué¢ 10 fois dans
le méme solvant. Parallelement, un blanc a été préparé dans les mémes conditions. 20 pL ont été
injectés sur une colonne HPLC C18 Symetry (Waters) (3,5 um, 75 x 4,6 mm). Les séparations
ont été menées a température ambiante avec une phase mobile constituée du systeme eau/acide
formique 0,1 % (A) et acétonitrile (B) dans les conditions suivantes : de 0 a 35 min, 13 % B
pendant 35 min, puis en 2 min un gradient linéaire de 13 a 20 % B, ensuite 20 % de B pendant 8
min, puis en 2 min un gradient linéaire de 20 a 100 % B, enfin, retour aux conditions initiales (13
% B) en une minute pour rééquilibrer la colonne avant une nouvelle injection. Le débit a été réglé

a 0,7 mL/min et la détection a 260 nm.

11.3.20. Spectromeétrie de masse (MS)

Les produits a analyser, environ 1 mg, ont été d’abord dissous dans le méthanol a 1 mg/mL, puis
dilués 10 fois dans le méthanol. Parallelement, un blanc a été preparé dans les mémes conditions.
Le spectre de masse du produit pur isolé a été obtenu par 1’Ionisation par Electrospray (Electro
Spray lonisation : ESI). L’ionisation a été produite par application, a pression atmosphérique,
d’une forte force électromotrice (7,5 KeV) sur un liquide traversant un capillaire a un faible débit
(1-10 puL.min™). Le spectre ESI a été enregistré en mode négatif sur un spectrométre a triple

quadrip0le Sciex API 365 (Perkin-Elmer) contrdlé par le logiciel Analyst (Agilent, version 1.3.1).

11.3.21. Analyse statistique des données

L’analyse statistique des données a été rendue possible grace au logiciel GraphPad Prisme version
6. En analyse univariée les résultats ont été exprimés sous forme d’effectif, de pourcentage, de

moyenne ou de moyenne * écart-type selon le cas. En analyse bivariée, la comparaison entre
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deux moyennes a eté effectuée par le test de Student. L’analyse multivariée a utilisé le test
d’analyse de la variance a une voie « One Way ANOVA » qui a servi a comparer plusieurs

variables. Le seuil de signification a été fixé a 95 % et le seuil de décision a p< 0,05.
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I1.4. Résultats et discussion

Dans cette section, nous présentons et discutons concomitamment les résultats des connaissances
ethnobotaniques et phytochimiques de 53 plantes puis les résultats qui ont conduit au choix de
Dialium angolense parmi les 53 plantes issues de I’enquéte ethnobotanique. Les résultats de
I’isolement et de la caractérisation du principe actif issu de Dialium angolense et ceux de des
autres activités biologiques de cette plante sélectionnée interviennent peu apres.

11.4.1. (Connzslissances ethnobotaniques de plantes réputées antimalariques a Bagira
RDC

Plusieurs plantes sont utilisées en RDC dans la prise en charge de la malaria (Memvanga et al.,
2015). Ce point présente les différents résultats de I’enquéte ethnobotanique effectuée a Bagira
aucours de la présente étude. Il s’agit notamment des caractéristiques des sujets consultés, leurs
connaissances de la malaria, les caractéristiques des plantes répertoriées ainsi que les

caractéristiques des recettes antimalariques identifiées.

11.4.1.1. Caractéristiques socio-demographiques des sujets consultés

Les informations en rapport avec les caractéristiques socio-démographiques de 85 praticiens de
la médecine traditionnelle consultés lors de I’enquéte ethnobotanique portent essentiellement sur
I’age, I’expérience du métier - qui dans une certaine mesure atteste la qualité de soigner par les
plantes-, le sexe, le niveau d’étude dans le systéme de formation classique, la maniére dont 1’art

de soigner par les plantes a été acquis, la tribu et la langue parlée (Tableau XI).

Tableau XI. Informations globales sur les sujets consultés lors de ’enquéte ethnobotanique
réalisée a Bagira (RDC)

Site Ei Tribu Code Age Expérience Source de
(Sexe) Répondant (effectif) (effectif) connaissances
Chikera 21 Havu (1M, 1F) T35, T36 48 : 41 12 ;15 1 Autre
guérisseur, 1
Parents
Shi (7M, 1F) T39, T40, 53(4) ; 3(2); 16(3) ; 4 Réves, 4
T41, T42, 41(4) 25(3) Grands-parents
T43, T44,
T45, T84
Rega (3M, 1F) T19, T20, 45 : 40 ; 13;11; 4 Esprit des
T21,T22 38;36;53 17(2)20 ancétres
Ciriri 18 Havu (1M, 1F) T33,T37 63 (2) 17; 19 1 Autoformation,
1 Parents
Shi (6M, 1F) T46, T47,T48, 45(5);49; 12(5);17; 7 Grands-parents
T49, T50, T51, 40 19;23

T85
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Site Ei Tribu Code Age Expérience Source de
(Sexe) Répondant (effectif) (effectif) connaissances
Kasha 8 Havu (1M, 1F) T37,T38 51;52 16 ;19 1 Esprit des
ancétres, 1 Parents
Shi (6M, 1F) T53, T54, 19(4);79 12;10Q3); 4 Réves, 3 Parents
T55, T56, (2) ;58 21(4)
T57, T58,
T59
Mulambula 16 Havu (1M, 1F) T31, T32 53 ; 66 13; 11 1 Autoformation,
1 Esprits
Rega (1M, 2F) T23, T24, 47 :40:;58 17:;19:;21 1 Esprit des
T25 ancétres, 2 Parents
Shi (7M, 1F) T60, T61, 45 ; 47 ; 20; 15(5) ; 1 Esprit des
T62, T63, 49 ; 51(5) 25(3) ancétres, 7 Parents
T64, T65,
T66, T83
Lumumba 7 Havu (1M, 1F) T29, T30 42 : 43 18,17 2 Parents
Rega (2M, 1F) T16, T17, 61 ;52 ;57 25(3) 3 Grands-parents
T18
Bangubangu T1 61 25 1Grands-parents
(1F)
Luba (1F) T3 79 25 1 Parents
Fulero (1M, 1F) T5, T6 62 ;47 20 ;18 2 Parents
Shi (7M, 1F) T67, T68, 59(2) ; 20(4); 14; 3 Autre
T69, T70, 58(5) ; 59 10(3) guérisseur, 5
T71,T72, Parents
T73,T82
Nande (14M, T8,T9, T12 44;41;39 10;11;12 3 Autoformation
2F)
Nyakavogo 15 Havu (1M, 2F) T26, T27, 45:18:48 16:;10; 22 3 Autoformation
T28
Rega (1M, 2F) T13, T14, 64:20;70 22:23;24 3 Autoformation
T15
Bangubangu T2 39 10 1 Autre guérisseur
(1F)
Luba (1F) T4 56 12 1 Autre guérisseur
Fulero (1F) T7 19 3 1 Autre guérisseur
Shi (7M, 1F) T74,T75, 51(4);56; 22(5);21; 4 Réves, 4 Parents
T76, T77, 49(3) 23;25
T78, T79,
T80, T81
Nande (1M, 1F) T10, T11 41 : 45 18 ;17 2 Parents

Ei = effectif des informateurs, T7 = informateur numéro 7, 51(2) est une représentation dont le premier
chiffre désigne I’age et le deuxiéme, entre parenthéses, le nombre de fois ou cet age est repris.
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1. Age, expérience de métier, niveau d’instruction et habitation

L’age de la plupart des praticiens de la médecine traditionnelle consultés varie entre 47 et 57 ans
(Figure 13) avec une moyenne de 46,9 + 12,0 ans et des extrémes de 18 et 79 ans (Tableau XI).
Dans la plupart des cas (52,9 %), ces sujets ont une expérience du metier qui varie entre 16 et 20
ans (Figure 13b) avec une moyenne d’age d’expérience de 12,1 + 5,1 ans (Tableau XI). Pres de
trois quarts d’entre eux, soit 69,4 %, ont un niveau d’instruction inférieur a celui de 1’étude
secondaire (Figure 13c).Ces sujets ont été rencontres dans les différents secteurs de la cité de
Bagira principalement a Chikera (24,7 %), a Ciriri (21,2 %) et a Mulambula (18,8 %) (Figure
13d).

Expérience [21-25];
10,7 %

Classe d'age

147-57];
52,9 %

13a. Classes d’age

Supérieu
r
14,10%

ssionnel; 4,70%

13c. Niveau d’instruction

Expérience [16-20];
52,90%

13b. Expérience du métier du praticien de la médecine
traditionnelle

Chikera ;

iriri ;
21,2 %

Mulambula’;
18,8 %

13d. Habitation

Figure 13. Informations relatives aux sujets consultés lors de I'enquéte ethnobotanique (N = 53)

Le faible niveau d’instruction, en raport avec les études classiques, observé chez les praticiens
de la médecine traditionnelle consultés, est le fait que I’apprentissage de I’art de guérir ne requiert
pas une formation aquise a I’école classique. Il ttmoigne par ailleurs, une mefiance de certains

intellectuels a pratiquer la médecine traditionnelle.
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2. Tribu, langue parlée et mode d’acquisition du savoir thérapeutique

Les praticiens de la médecine traditionnelle interviewés aucours de cette étude sont en majorité
autochtones de la province du Sud — Kivu (89,4 %). Les shi (55,3 %), les rega (15,3 %) et les
havu (15,2 %) sont les trois groupes les plus représentatifs. Le solde des originaires est constitué
des fulero et parmi les non originaires, nous observons la présence des bangubangu, des nande et
des luba (Figure 14a). Beaucoup d’entre eux connaissent le swahili (94,1 %) et/ou le mashi (70,6
%) et/ou le frangais (47,1 %). A coté de ces langues dominantes, bien d’autres originaires de la
province comme le rega 18,8 %, le havu 27,1 %, le fulero 7,1 %, le vira 10,6 % et non originaires
de la province comme le nande 8,2 %, le bangubangu, le lingala et le tshiluba, complétent le
tableau linguistique (Figure 14b). Ces sujets ont acquis le savoir qui leur permet d’exercer la

médecine traditionnelle par 5 modes dominés par les ascendants (Figure 14c).

15,20
%

19,5V

rega W T francais N 47,10%
bangubangu 1 2,40%

havu mH

bangubangu 1 2,40%
luba 1 2,40%

fulero 1 3,50% fulero M 7,10%
, 0

shi I 550}030 havu I 27,10%
nande M 5,90% nande M 8,20%
14a. Tribus rega M 18,80%
Autoformation 10,60% vira [l 10,60%
Autre guérisseur 7,10% lingala NN 2350%
Ascendants 63,50% mashi IS 70,60%

Esprits [ 4,70% swahili Y, |,
Réve 14,10%

tshiluba W 4,70%

14c¢. Acquisition du savoir thérapeutique 14b. Langues parlées

Figure 14. Tribus (a), langues parlées (b) et modes d’acquisition du savoir (C)
Du fait de I’existence des ethnies et des langues non-originaires de la région d’étude (Figures 14a
et 14b), ces résultats constituent le premier argument susceptible d’attester que les connaissances

ethnobotaniques a Bagira connaissent un brassage culturel.
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Par ailleurs, la préponderance des ascendants lors de I’acquisition du savoir dans I’exercice de la
médecine traditionnelle a Bagira (Figure 14c) laisse suggerer que la transmission du savoir
thérapeutique dans notre milieu d’étude fait partie de I’héritage familial. Cela étant, nous pouvons
souhaiter que les études ultérieures se consacrent a la mise en évidence des spécificités

thérapeutiques de chaque tribu de cette contrée.

11.4.1.2. Connaissance de la malaria par les sujets consultes

Tous les tradipraticiens consultés savent que la malaria est transmise par le moustique.
Cependant, I’espéce plasmodiale la plus incriminée dans la survenue de la malaria dans la région
leur est méconnue. Presque tous (96,5 %) utilisent le vocable « malaria » pour désigner la
maladie. Pour certains d’entre eux (34,1 %), le nom original de la maladie serait « Buganga » et
pour d’autres (11,7 %), « Ishushira ». Signalons que le vocable « Ishushira » n’est rien d’autre

que ’appellation de la fiévre en mashi.

Les praticiens de la médecine traditionnelle a Bagira recourent a un certain nombre des signes
pour identifier la maladie. Alors que tres peu 1’identifient par un seul signe qui est la fievre (3,5
%), plusieurs d’entre eux (81,1 %) associent a la fiévre, les courbatures, les frissons, les sueurs,
les céphalées, la nausée et les vomissements (Figure 14b). Outre les signes cliniques, une fraction
de praticiens de la médecine traditionnelle (11,8 %) préfére confirmer le diagnostic par I’examen

de la goutte épaisse avant tout traitement.

Fievre, céphalées . 5,90%
Fiévre,courbatures, frissons, sueurs, céphalées, _81 20%
nausée, vomissements ’
Fiévre,asthénies,vomissements . %
Fiévre,courbatures I 2,40%
Fiévre I 3,50%
14b. Signes de diagnostic de la malaria par les sujets (N=85).

L’ensemble des signes évoqués par la majorité des praticiens de la médecine traditionelle (81,2
%, Figure 14b) pour identifier la malaria chez leurs patients est évocateur de la malaria simple
d’autant plus que la biomédecine désigne cet ensemble des signes comme évocateurs de la

malaria non compliquée (WHO, 2015). Personne cependant n’a évoqué le trouble de la
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conscience ni tout autre signe évocateur d’une malaria grave (Adehossi et al., 2014). La malaria

prise en charge par la majorité des sujets consultés serait vraisemblablement de la malaria simple.

11.4.1.3. Caractéristiques générales des plantes répertoriées lors de I’enquéte
ethnobotanique

Les plantes repertoriées lors de 1’enquete ont été indentifiées en langues vernaculaires et leurs
caractéristiques morphologiques, biologiques et géographiques ont été déterminées. Ce point en
présente les résultats.

1. Appellation des plantes par des personnes ressources

Les informations en rapport avec les différentes appellations des plantes sont consignées dans le
tableau XIlI.

Tableau XII. Appellation des plantes par les personnes ressources

N° Espéce (Famille) Nom (Origine) Code
herbier
1 Acacia polyacantha De Wild (Fabaceae) Irangi (kihavu) L5128
2 Aframomum laurentii (De Wild & T, Durand) K. Amatimbiri (kinyarwanda) L4072
Schum (Zingiberaceae) Ntiru (mashi)
3 Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) Kahyole (mashi) et IL3560
Ruhera (kinyarwanda)
4 Artemisia annua L. (Asteraceae) Artemizia (mashi) et 1L2045
Atremisia (swahili)
5  Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) Marumaru (mashi) et IL2451
Mwarubaini (swahili)
6  Bidens pilosa L. (Asteraceae) Kashisha (mashi) et 1L8431
Nyasa (rega)
7 Bobgunia madagascariensis (Desv.) J.H. Kirkbr. Mpampi (tshiluba) et L4757
(Fabaceae) Ndale (mashi)
8  Cajanus cajan (L.) Millsp. (Fabaceae) Cishimbo c'eluciga (mashi) 1L6158
et Ngoliolio (tabwa)
9  Carica papaya L(Caricaceae) Ipapayi (mashi) et IL3671
Papai (bembe)
10 Cassia occidentalis L. (Fabaceae) Mushigemanjoka (mashi) ~ 1L3978
et Mujangajanga (fulero)
11 Catharanthus roseus (L.) G Don. (Apocynaceae) Vinka (swahili) et Mwilu IL4292
mashi
12 Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae) E\/Iugun)duzimu (mashi) et 1L8462
Kahusu (rega)
13 Chenopodium opulifolium Schrad, EX Wdj. Koch Gombegombe (mashi) et L4012
(Chenopodiaceae) Umugombe (kinyarwanda)
14 Cinchona ledgeriana (Howard) Bern. Moens Ex Kankina (mashi) et IL3076
Trimen (Rubiaceae) Kenkina (swahili)
15 Clematis villosa DC (Ranunculaceae) Kanyiza (mashi) et IL3076

Kituza (mashi)
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N° Espéce (Famille) Nom (Origine) Code
herbier
16  Crassocephalum montuosum (S. Moore) Milne-Redh Cifula (mashi), IL1546
(Asteraceae) Bupamba (bembe) et
Anatta (bembe)
17 Crassocephalum picridifolium (DC) S More Mfubwidi (mashi) 1L1498
(Asteraceae)
18 Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Poaceae) Cahi (mashi) et 112098
Lunyasi (swabhili)
19 Dalbergia katangensis Lechenaud (Fabaceae) Mungobole, Nfuma IL1025
(mashi) et
Munyereza (fulero)
20 Dialium angolense (Welw EX Beth) Harms (Fabaceae) Kizimya (mashi), Cituzo IL1087
(havu) et Mbindula
(fulero).
21 Dialopsis africana Radck (Sapindaceae) Munyembe (mashi) et IL1091
Mpungula (mashi)
22  Ekebergia benguellensis Welw EX CDC (Meliaceae) Mutuzya (mashi) etNtuli IL2076
(mashi)
23  Eleusine indica (L) Gaertn (Poaceae) Mutuzya (mashi) IL3061
24  Entada abyssinica Steud. ex A. Rich. (Fabaceae) Cishangi (mashi) L1546
25 Erythrina abyssinica Lam. Ex DC (Fabaceae) Cigohwa (mashi) et 1L1498
Igiko (rega)
26  Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae) Eforbia (mashi) et IL2098
Dieza di nkandi (kikongo)
27  Flueggea virosa (Roxb. Ex Willd.) Voigt Kashugishugi (mashi) et 1L1025
(Phyllanthaceae) Mkwama (swabhili)
28  Hypoestes triflora (Forssk) Roem, & Schult Mageru (mashi) et 1L1087
(Acanthaceae) Pindula (swahili)
29  Isoberlinia angolensis (Welw. Ex Benth.) Hoyle & Mahunire (mashi) et L1091
Brenan (Fabaceae) Mboza (swahili)
30 Isoberlinia tomentosa (Harms) Craib & Stapf Mbaru (mashi) IL2076
(Fabaceae)
31 Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) Lubonobono (mashi) et IL3061
Umukoni (fulero).
32 Julbernardia paniculata (Benth.) Troupin (Fabaceae)  Cigebu (mashi) et 1L1098
Ashindambuka (fulero)
33 Lantana camara L (Verbenaceae) Kashukashuha (mashi) et IL1075
makereshe (nande)
34 Leucas martinicensis (Jacg.) R. BR. (Lamiaceae) Kanyamafundwe (mashi) IL713
et Namafundo (fulero)
35 Mangifera indica L. (Anacardiaceae) Mwembe (mashi) et 1L3026
Hembe (swabhili)
36 Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) Muringa (mashi) IL1233
37  Ochna schweinfurthiana F Hoffm (Ochnaceae) Musengosengo (mashi) et 1L1063
Muvulalusengo (tabwa)
38 Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae) Losobosolo (swahili) et IL1087
Ndundu (kinyarwanda)
39 Phyllanthus muellerianus (Kuntze) Exell Mulembalemba (hemba) IL4679
(Phyllanthaceae)
40  Phyllanthus niruri L. (Phyllanthaceae) Kalumbu (mashi), IL1076
Kahungahunga (tshiluba)
41 Physalis angulata L. (Solanaceae) Imbuma (mashi) et IL4078
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N° Espéce (Famille) Nom (Origine) Code
herbier
Mbupuru (kinande)
42 Piliostigma thonningii (Schum.) Milne-Redh. Tshifumbe (tshiluba) et 1L2045
(Fabaceae) Kifumbe (bembe)
43  Psidium guajava L. (Myrtaceae) Ipera (mashi et 1L0241
kinyarwanda), Mapera
(swahili).
44 Psorospermum corymbiferum Spach (Hypericaceae) Munkubagwa (mashi) IL2089
45 Rothmannia engleriana (K. Shum) Keay (Rhubiaceae) = Mulwalwa (mashi, IL3075
tshiluba)
46  Senecio cineraria (DC) (Asteraceae) Kalira (mashi) IL1065
47  Solanecio cydoniifolius (O Hoffm.) C. Jeffrey Halire (mashi) 1L3070
(Asteraceae)
48  Spilanthes mauritiana (A. Rich. Ex Pers.) DC. Chenda (mashi) et IL7012
(Asteraceae) Ubushwima
(kinyarwanda)
49  Syzygium cordatum Hochst. in C. Krauss (Myrtaceae)  Civambaganyi (mashi) et 1L4051
Omuvambanyi
(kinyarwanda)
50 Tagetes minuta L. (Asteraceae) Cikangambasi (mashi) 1L2458
51 Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae) Chilula (mashi) IL2097
52 Trema orientalis (L.) Blume (Ulmaceae) Nyabwifomeke (mashi) et L7849
Muhepfu (kinyarwanda)
53 Vernonia amygdalina Delille (Asteraceae) Mubirizi (mashi) et 1L4032
Mululuca (bembe)
IL : code attribué par I’herbarium IRS Lwiro
Autres; Asteraceae; tshiluba § 3,80%
23, 7% 21%
§ fulero B8 11,30%
E kikongo | 1,90%
,_% bembe [ 7,50%
% tabwa B 5,60%
Rhubiaceae; 3,80% 3 rega & 560%
Poaceae: swahili 8 18,90% 88,70%
3.80% Phyllanthacege; mashi
‘ 5,70% A
Fabaceae; kinyarwanda B 13,20%
23%
hemba § 3,80%
Myrtaceae; /Meliaceae; L amiaceae: .
; Kih 1,90%
15a 15b

Figure 15. Répartition des espéces en famille (a) et langue de nomenclature (b), N=53

Les 53 plantes recensées au cours de cette étude sont réparties en 43 genres issus de 23 familles
dominées par les Fabaceae (23 %) suivis des Asteraceae (21 %). Le solde est constitué des

familles avec une, deux ou trois citations (Figure 15a).
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Chacune de ces plantes porte au moins un des noms issus du bemba, du fulero, du hemba, du
kihavu, du kikongo, du kinyarwanda, du mashi, du rega, du swahili, du tabwa et du tshiluba
(Tableau XII) avec une trés forte prédominance d’appellations en mashi (88, 7%) suivie du
swahili (18, 9 %), du kinyarwanda (13,2 %) et du fulero (11, 3%) (Figure 15b).

La prédominance d’appellations en Kinyarwanda parfois supérieure a I’appellation dans certaines
langues originaires de la province du Sud-Kivu comme le bembe (7,5 %), le rega (5,6 %) ou le
kihavu (1, 9 %) montre I’influence du Rwanda, pays limitrophe de la RDC faisant frontiére avec
la région d’étude, dans la pratique de la médecine traditionnelle a Bagira. Cette influence peut se
justifier par cette proximité géographique et cette observation laisse suggérer que les
connaissances des praticiens de la médecine traditionnelle de Bagira sont partagees par bien

d’autres peuples.

Les Fabaceae et les Asteraceae se sont révélées comme des familles les plus prépondérantes
aucours de cette étude (Figure 15a). Naturellement les Asteraceae et les Fabaceae constituent
respectivement la deuxieme et la troisieme famille des plantes a fleurs connues a travers le monde
(Magallon & Sanderson, 2001) et les Fabaceae constituent la plus grande famille d’arbres des
foréts tropicales et seches d’Afrique (Ahmad et al., 2016). Dans plusieurs travaux
ethnobotaniques réalisés dans la région d’étude, comme celui de Defour (1995) sur les plantes du
bushi (N=400 ; Asteraceae 19 % ; fabaceae 21 %), celui de Schneider (1996) sur les plantes du
Kivu (N=91, Asteraceae 20,9 % ; Fabaceae 11 %), celui de Karhagomba (2014) sur les plantes
de Bukavu (N=179 ; Asteraceae 9,4 % ; Fabaceae 8,4 %), celui de Shalukoma et al. (2015) sur
les plantes de la région montagneuse de Kahuzi-Biega (N = 77 ; Asteraceae 14 % ; Fabaceae 6
%), les Asteraceae et les Fabaceae figurent parmi les trois premiéres familles avec des fréquences
de citations supeérieures a 6 %. Cela laisse suggérer qu’il y a une grande probabilité de rencontrer
les plantes de ces deux familles au cours des études ethnobotaniques réalisées dans la région
d’étude contrairement aux autres familles (Figure 15a). Cette prépondérance des Fabaceae rend
compte de I’importance de cette famille non seulement dans la médecine traditionnelle congolaise
pour la prise en charge des plusieurs pathologies comme le rapportent différents auteurs,
notamment Bakari et al. (2018) contre le diabéte, Kanangila (2018) contre la drépanocytose,
Muya et al. (2014) contre la schistosomiase, Bashige et al. (2017a) contre la carie dentaire, Ngoy
(2013) et Lumbu et al. (2005) contre la diarrhée, mais plus particulierement contre la malaria.
L’exemple des travaux de Titanji et al. (2008) réalisé au Cameroun, celui de Ngarivhume et al.
(2015) réalisé a Chipinge au Zimbabwe et celui de Kalonda et al. (2014) réalisé a Lubumbashi
en RD Congo montrent une prépondérance de I'utilisation de plantes de cette famille dans le

traitement de la malaria dans cette sous-région africaine.
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Les informations ethnobotaniques montrent ¢galement que certains noms traduisent 1’action ou
I’effet de la plante (Tableau XII). C’est le cas de kizimya, appellation de Dialium angolense en
mashi, qui veut dire : « ce qui éteint » ou le cas de nfuma, appellation de Dalbergia katangensis
en mashi, qui signifie : « je guéris ». En revanche, d’autres plantes n’ont pas de véritables noms
en langues locales laissant suggérer que ce sont des plantes importées. Tel est le cas d’Artemisia
annua, plante connue par les sujets consultés sous 1’appellation « Artemisia », le cas de Cinchona
officinalis appelée en francgais quinquina et dans le milieu d’enquéte « Kinkina », le cas
d’Euphorbia hirta appelée « eforbia » ou le cas de Carica papaya, nommée « ipapayi » (Tableau
XI1I).

Il existe par ailleurs, des plantes qui détiennent des appellations vernaculaires communes a
d’autres plantes. C’est le cas de Dalbergia lactea VATKE (Fabaceae), que la littérature rapporte
sous le nom « Mungobole » (Chifundera et al., 1998 ; 2001), nom que les praticiens de la
médecine traditionnelle consultés au cours de cette étude attribuent a 1’espéce identifiée aux
différents herbaries comme Dalbergia katangensis. Cette situation constitue néanmoins, une
probable source de confusions dans ’exercice de la médecine traditionnelle. Elle montre
également que les appellations vernaculaires des plantes en médecine traditionnelle se fondent
plutdt sur le genre que sur I’espéce d’ou I’importance de I’identification au pied de la plante en

compagnie du tradipraticien et du botaniste lors de la récolte.

2. Caractéristiques morphologiques, biologiques et distribution géographique des plantes

Les plantes que nous avons répertoriées au cours de I’enquéte présentent cinq types
morphologiques. Elles sont soit des herbes, des lianes, des arbrisseaux, des arbustes ou des arbres
(Tableau XIII). Elles présentent six types biologiques notamment Mégaphanérophytes (MgPh),
Mésophanérophytes (MePh), Microphanérophytes (McPh), Nanophanérophytes (NPh),
Thérophytes (Th) et Thérophytes scapeux (Th sc). Elles comportent également neuf types de
distribution phytogéographique a savoir : Afrique Tropicale (TA), Afrique Australe (SA),
Afrique du Nord (NA), Madagascar (MA) ainsi que les différentes combinaisons de ces 4 types
précités (SA-TA, MA-NA-SA-TA, TA-MA, NA-SA-TA, MA-SA-TA). Ces plantes ont été
récoltées entre 2°27°37,8”’sud (Lantana camara) et 2°59°29°’sud (Chenopodium opulifolium).
La longitude quant a elle, varie entre 28°48°17,2’est (Vernonia amygdalina) et 29°61°32 est
(Chenopodium ambrosioides). L’altitude des sites de récolte varie entre 992 m (Chenopodium

opulifolium) et 2884,8 m (Ageratum conyzoides) (Tableau XII1 et Figure 16).
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Tableau XII1I. Caractéristiques morphologiques (TM), biologiques (TB) et géographique (DPG) des plantes recensées a Bagira

Famille Espéce ™ TB DPG Site de récolte Coordonnées GPS
Acanthaceae Hypoestes triflora Herbe annuelle  Th SA-TA Chikera 2°39°457’S; 28°52°25’E; 1534 m
Anacardiaceae  Mangifera indica Arbre annuelle  MePh SA-TA Lumumba 2°28'09" S; 28°50'05,9" E; 2883,4 m
Apocynaceae Catharanthus roseus Arbrisseau NPh SA Nyakavogo 2°28°50,4°’S; 28°48°50”’E ; 2881,6 m
Asteraceae Ageratum conyzoides Herbe annuelle  Th  MA-NA-SA-TA Ciriri 2°29°11,4”’S; 28°50°33,6°’E; 2884,8 m
Artemisia annua Herbe annuelle  Th TA-MA Nyakavogo 2°28°49,9”°S; 28°48°58,3’E; 2712,4 m
Bidens pilosa Herbe annuelle  Th MA-NA-SA-TA Nyakavogo 2°28°50,7°’S; 28°48°57,9°E; 2543,7 m
Cras. montuosum Herbe vivace Tsc TA- MA Nyakavogo 2°28°517’S ; 28°48°58°E ; 2412,3 m
Cras. picridifolium Herbe vivace Tsc TA Nyakavogo 2°39°46°’S, 28°52°25°E; 1535,7 m
Senecio cineraria Arbre McPh NA Mulambula 2°28'19,1"S; 28°50'07,4"E; 2883,5 m
Solanecio cydoniifolius Arbre MePh TA Mulambula 2°28'18,5"S; 28°50'06,5"E; 2883,5 m
Spilanthes mauritiana Herbe annuelle  Th  MA-NA-SA-TA Ciriri 2°27°45,4°°S;28°49°54,3°°E; 2704,5 m
Tagetes minuta Arbre MePh MA-NA-SA-TA Chikera 2°27°28,4°°S ; 28°49°54,1”’E ; 2882,3 m
Tithonia diversifolia Herbe annuelle  Th NA-SA-TA Lumumba 2°28'22,8"S; 28°49'45,2"E; 2882 m
Vernonia amygdalina Arbuste McPh SA-TA Kasha 2°28'17,8"S; 28°50'15,8"E; 2883,5m
Caricaceae Carica papaya Arbre McPh TA Lumumba 2°29'05,0"S; 28'49'18,3"E; 2882,2 m
Chenopodiaceae Chenopodium ambrosioides Herbe Tsc MA-NA-SA-TA Ciriri 2°58’15”’S ; 29°61°32”’E ; 2612,3 m
Chenopodium opulifolium Herbe Tsc TA Ciriri 2°59°29°’S; 29°5°30”’E; 992,8 m
Euphorbiaceae ~ Euphorbia hirta Herbe annuelle  Th NA-SA-TA Kasha 2°28'19,5"S; 28°50'11,5"E; 2883,6 m
Jatropha curcas Arbre annuelle  MePh MA-SA-TA Kasha 2°28'19,5"S; 28°50'10,5"E; 2883,6 m
Fabaceae Acacia polyacantha Arbre MePh SA-TA Ciriri 2°27'53"S ; 28°48'54"E ; 1641 m
Piliostigma thonningii Arbuste McPh SA-TA Ciriri 2°29°11,7°°S ; 28°50°34,3’E ; 2884,2 m
Bobgunia madagascariensis Arbre McPh SA-TA Chikera  2°28°19,8”°S ;28°50°14.5”’E ; 2883,7 m
Cajanus cajan Arbre NPh MA-SA-TA Ciriri 2°29°4,9°S ; 28°50°37,9”’E ; 2884,37 m
Fabaceae Cassia occidentalis Arbrisseau NPh MA-NA-SA Chikera  2°28’10,3°S; 28°49°17,5”’E ; 2882,1 m
Dalbergia katangensis Arbre Tsc MA Ciriri 2°28°24°°S : 28°71°38,4°°E ; 2884,39 m
Dialium angolense Arbre McPh TA Chikera 2°28°12,9°S ; 28°49°18”’E ; 2883,1 m
Entada abyssinica Arbuste McPh TA Mulambula 2°28'17,9"S; 28°50'06,5"E; 2883,5 m
Erythrina abyssinica Arbrisseau McPh SA-TA Mulambula 2°28'18,0"S; 28°50'06,0"E; 2883,4 m
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Famille Espéce ™ B DPG Site de récolte Coordonnées GPS
Isoberlinia angolensis Arbre MePh TA Ciriri ~ 2°28°24,2’S ; 28°70°78,7’E ; 2884,1 m
Isoberlinia tomentosa Arbre MePh TA Ciriri 2°29°3,6”°S ; 28°50°38,4’E ; 2883,8 m
Julbernardia paniculata Arbuste NPh TA Kasha 2°28'18,7"S; 28°50'09,7"E; 2883,6 m
Hypericaceae Psorospermum. corymbiferum Arbre McPh TA Lumumba 2°28'30"S ; 28°49'46,2"E 2882,9 m
Lamiaceae Leucas martinicensis Herbe annuelle  Th MA-SA-TA Lumumba 2°28'16,1"S; 28°49'50,4"E; 2883 m
Ocimum gratissimum Herbe annuelle  Tsc MA-SA -TA Nyakavogo  2°28°50.4’S ;28°48’17.2”’E ; 2881.6 m
Meliaceae Azadirachta indica Arbre MePh MA-TA Mulambula 2°28'17,0"S; 28°50'0,47"E; 2883,4 m
Ekebergia benguellensis Arbuste MePh TA Chikera  2°28°12,9°S ; 28°49°16.1’E ; 2882,1 m
Moringaceae Moringa oleifera Arbuste McPh SA Kasha 2°28'16,4"S; 28°50'11,7"E; 2883,7 m
Myrtaceae Psidium guajava Arbuste McPh MA -SA -TA Kasha 2°28'16,5"S; 28°50'12,0"E; 2883,6 m
Syzygium cordatum Arbre MePh SA-TA Ciriri 2°28’17°S ; 28°50°4,7’E ; 2883,4 m
Ochnaceae Ochna schweinfurthiana Arbuste NPh TA Ciriri 2°28°18°’S ; 28°50°7’E ; 2885,5 m
Phyllanthaceae ~ Flueggea virosa Arbuste McPh MA Chikera  2°28°11,4°S ; 28°49°28,5”’E ; 2882,2 m
Phyllanthus muellerianus Arbuste McPh TA Chikera  2°28°47,8°S ; 28°15°56,4’E ; 2881,4 m
Phyllanthus niruri Herbe annuelle  Th SA Mulambula  2°28°20,1°’S ; 28°50°13,2”’E ; 2884,1 m
Poaceae Cymbopogon citratus Herbe vivace Tsc MA-NA-TA Lumumba  2°27°54,2°S ; 28°49°12,3”’E ; 2883,7 m
Eleusine indica Arbuste MePh TA Chikera 2°28°31.8’’S;28°56,1’12,4’E ; 2881,1m
Ranunculaceae  Clematis villosa Arbre McPh TA Ciriri 2°28°17,97’S, 28°50°6.9”’E ; 2883,5 m
Syzygium cordatum Arbre MePh SA-TA Ciriri 2°28°17°S ; 28°50°4,7’E ; 2883,4 m
Rhubiaceae Cinchona ledgeriana Arbre McPh TA Ciriri 2°28°18,5°°S ; 28°51°6,2”’E ; 2883,5m
Rothmannia engleriana Arbuste McPh TA Chikera 2°28'17"S; 28°49'17"E; 1565,4 m
Sapindaceae Dialopsis africana Arbre MgPh TA Mulambula 2°28°14.2’S ; 28°50°23.4’E ; 2884,1m
Solanaceae Physalis angulata Herbe annuelle  Th  MA-NA-SA-TA Nyakavogo  2°28°54,3°S ; 28°48°45,7”’E ; 2881,5 m
Verbenaceae Lantana camara Arbuste NPh MA-NA-TA Lumumba 2°27'37,8"S; 28°49'57,5"; 2883,7 m
Ulmaceae Trema orientalis Arbre MePh MA-SA-TA Nyakavogo 2°28°51,7°S ; 28°48°12,9’E ; 2880,4 m
Zingiberaceae Aframomum laurentii Arbuste McPh TA Kasha 2°28'16,9"S; 28°50'12,2"E; 2883,7 m
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Figure 16. Caractéristiques morphologiques (a), biologiques (b), site de recolte (c) et distribution
géographique (d).

Les espéces repertoriées ont été récoltées dans 6 sites dont Ciriri (27 %) et Nyakavogo (19 %)
occupent les deux premieres positions en termes de fréquence (Figure 16c¢). Ces especes végétales
sont dans la plupart des cas des arbres (32 %) ou des herbes annuelles (24 %) (Figure 16a), des
Microphanérophytes (32,1 %) ou des Mésophytes (22,6 %) (Figure 16b) qui sont généralement
endémiques de I’ Afrique tropicale TA (39 %) ou de I’ Afrique Tropicale et Australe, TA-SA (19
%) (Figure 16d).

L’enquéte réalisée par Kasali et al. (2014) a Bukavu avait montré que les plantes antimalariques
de cette ville étaient en majorité des arbres et des Microphanérophytes (McPh). Les résultats
obtenus au cours de la présente étude réalisée a Bagira, la plus grande municipalité de ladite ville,
révelent la méme réalité. Peu de travaux de la littérature accessible évoquent la question des types
biologiques des plantes utilisées en médecine traditionnelle dans la région. 1l serait donc difficile
d’avoir un point de vue tranché sur la question. Néanmoins, une étude visant a déterminer la

tendance générale a ce sujet est a encourager.
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S’agissant du type morphologique, 1’analyse des travaux de Karhagomba (2014), Kasali (2014),
Defour (2006), Chifundera (1998 et 2001), Mangambu et al. (2014), Nyakabwa & Rwihaniza
(1990) et Schneider (1996) montre, comme dans la présente étude, que la plupart des plantes
utilisées en medecine traditionnelle dans la région sont des arbres. Les plantes antimalariques de
Bagira ont donc un type morphologique (TM) qui obéit a la tendance générale de la morphologie
dominante de plantes médicinales de la région d’étude.

11.4.1.4. CL:Jsage§ ethnomédicaux des plantes réputées antimalariques a Bagira (RD
ongo

Les connaissances ethnobotaniques réunies lors de I’enquéte portent non seulement sur 1’usage
antimalariqgue mais également sur les autres pathologies prises en charge par les plantes

renseignées.

1. Recettes antimalariques utilisées en médecine traditionnelle a Bagira

Les 53 plantes répertori¢es lors de ’enquéte sont utilisées pour préparer 83 recettes dont 67
utilisent une seule plante (R1-R67) et 16 associent deux, trois (R68-R83) ou 4 plantes (R72 et
R75). Les recettes a une plante ont été plus citées que les recettes a plusieurs plantes et parmi les
recettes qui utilisent une plante (R1-R67), neuf plantes disposent de deux recettes et sont les plus
citées. Parmi elles, Artemisia annua (R4 et R5) avec 10 occurrences, occupe la téte de la série.
Elle est suivie de Psidium guajava (R51-R53) et Tagete minuta (R61-R63) dont chacune présente
3 occurrences. Dans les recettes a base de plusieurs plantes, R72 a base des feuilles de C. papaya,

B. pilosa, S. occidentalis et A. conyzoides est la plus citée avec 5 occurrences (Tableau XIV).

Tableau XI1V. Recettes utilisées en médecine traditionnelle a Bagira dans le traitement de la
malaria et leurs fréquences de citations

Espéce Recette Ei Référence
Acacia polyacantha ~ R1 : Infusion d'une cuillére & soupe de la poudre de 1 T2
feuilles dans 1L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant 7

jours.

Aframomum laurentii  R2 : Infusion de deux poignées de parties aériennes 1 T69
dans 1L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant 7 jours.

Ageratum conyzoides R3: Décoction de deux feuilles fraiches dans 3 L d'eau 1 T58
pendant 15 minutes. Boire 1verre 3x/j pendant 7 jours.

Artemisia annua R4 : Décoction de deux poignées de feuilles fraiches 10 T8, T11, T15,
dans 1L d'eau pendant 25 minutes. Boire 1verre x 3/j T18,T20, T25,
pendant 7 jours. T30, T32, T48,

T50
R5 : Infusion d'une cuillére a soupe de la poudre de 10  T36, T38, T40,
feuilles séchées dans 1L d'eau. Boire 1 verre x 3/j T41,T42, T44,

pendant 7 jours. T45, T46
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Azadirachta indica R6 : Macération de deux poignées de feuilles fraiches 1 T1

broyées dans 1,5 L d'eau pendant 72 heures. Boire
1verre x 3/j pendant 7 jours.
Bidens pilosa R7 : Infusion de deux poignées de feuilles fraiches 6 T5,T7,T12,
................ dans 2 L. Boire 1verre x 2/j pendant 4 jours. T23,T24,T25
Bobgunia R8 : Décoction de trois poignées des écorces de 2 T13,T14
madagascariensis racines broyées dans 1,5 L d'eau pendant 30 minutes.
Boire 1/2 verre du filtrat x 2/j pendant 4 jours.
Cajanus cajan R9 : Décoction de deux poignées de feuilles fraiches 1 T12
dans 1,5 L d'eau pendant 25 minutes. Boire 2 verres x
3/j pendant 3 jours.
Carica papaya R10 : Infusion de deux poignées de feuilles dans 12 T12,T15,T17,
1,5 L d'eau. Boire un verre x 3/j pendant 7 jours T19,T20, T22,
T23, T24, T25,
T28
Cassia occidentalis R11: Macération de deux poignées de feuilles fraiches 12  T1,T2, T3, T4,
broyées dans 1 L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant 7 T5,T21, T22,
jours. T25, T26, T28,
T29, T30
Catharanthus roseus  R12 : Infusion d'une poignée de racines fraiches dans 1  T36, T40, T45,
1,5 L d'eau. Boire 1/2 verre x2/j pendant 4 jours. T47,T49, T50,
T52, T54, T56,
T59, T61, T65
Chenopodium R13 : Décoction d'une poignée de feuilles dans 1 L 1 T72
ambrosioides deau pendant 30 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j
pendant 4 jours.
Chenopodium R14 : Décoction de parties aériennes fraiches dans 1,5 8 T76,T77,T80,
opulifolium L d'eau pendant 30 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j T81, 182, T83,
pendant 4 jours. T84, 785
Cinchona ledgeriana R15 : Décoction de 2 poignées de feuilles dans 2 L 5  T40,T41,T42,
d'eau pendant 45 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j T44,T45
pendant 4 jours.
Clematis R16 : Macération de deux poignées de feuilles fraiches 1 T13
scabiosifolia broyées dans 1 L d'eau pendant 24 heures. Boire
lverre x 3/j pendant 7 jours.
Crassocephalum R17 : Macération de deux poignées de racines broyées 1 T17
montuosum dans 2 L d'eau pendant 48 heures. Boire 1/2 verre x 2
/j pendant 4 jours.
Crassocephalum R18 : Décoction d'une poignée de feuilles fraiches 1 T37
picridifolium dans 1L d'eau pendant 25 minutes. Boire un verre x 3
/j pendant 7 jours.
Cymbopogon citratus R19 : Décoction de trois poignées de feuilles fraiches 1 T24
dans 1L d’eau pendant 45 minutes. Boire 2 verres x 3/j
pendant 3 jours.
R20 : Macération pendant 48 h de deux poignées de 3  T50,T52, T54

fruits frais dans 1,5 L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant
7 jours.
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Dalbergia R21 : Infuser trois poignées de écorces de racines dans 2 T31,T34,T73
katangensis 1,5L d’eau (ou du vin de banane non mr : ¢’cibabe).

Boire 2 verres x 3/j pendant 3 jours.
R22 : Infuser trois poignées de feuilles dans 1,5 L 6  T19,T21,T22,
d’eau. Boire 1 verre x 3/j pendant 3 jours. 123,724,725

Dialium angolense R23 : Décoction d'une poignée de feuilles dans 1,5 L 9  T52,T53,T58,
d'eau pendant 45 minutes. Boire 1 verre x 3/j pendant T60 T13, T15,
7 jours. T17,T19,T21

Dialopsis africana R24 : Décoction d’une poignée des écorces de racines 3 T22,T23,T24
seches dans 1L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1
verre x 3/j pendant 7 jours.

Ekebergia R25 : Décoction d'une poignée des écorces de racines 16 T2, T3, T4, T5,

benguellensis fraiches dans 1,5 L d'eau pendant 30 minutes. Boire T6,T7, T8, T10,
1/2 verre x 2/j pendant 4 jours. T12,T15, T17,

T19, T21, T22,
T23, T24

Eleusine indica R26 : Décoction d'une poignée de racines fraiches 10 T9, T12, T15,
dans 1 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1/2 verre x T17,T19, 721,
2/j pendant 4 jours. 123,724,725,

T26

Entada abyssinica R27 : Une infusion de 2 poignées dans 1 L. Boire 2 T38, T40
lverre x 3/j pendant 7 jours.

R28 : Macération pendant 48 h de deux poignées de 3  T60,T62, T64
fruits frais dans 1,5 L d'eau pendant 72 heures. Boire
1 verre x 3/j pendant 7 jours.

Erythrina abyssinica  R29 : Décoction de deux poignées de racines dans 1,5 2 T66, T67
L d'eau pendant 30 minutes. Boire 1/2 verre x 2 /j
pendant 4 jours.

Euphorbia hirta R30 : Décoction de trois poignées de la plante entiere 14 T42, T44, T45,
fraiche dans 1 L d’eau pendant 30 minutes. Boire 1/2 T49, TS50, Tsl,
verre x 2/j pendant 4 jours. T52, T53, TS5,

T56, T58, T60,
T62, T64

Flueggea virosa R31 : Décoction de deux poignées des feuilles dans 1 1 T26
L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1 verre x 3/j
pendant 7 jours.

R32 : Macération de trois poignées des racines dans 1 T51
1,5 L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant 7 jours.

Hypoestes triflora R33 : Macération d’une poignée des racines fraiches 1 T66
dans 1L d'eau. Boire 1/2 verre x 2/j pendant 4 jours.

Isoberlinia R34 : Décoction de deux poignées des racines broyées 1 T69

angolensis dans 1,5 L d'eau pendant 30 minutes. Boire 1 verre x
3/j pendant 7jours.

Isoberlinia tomentosa R35 : Décoction de trois poignées des feuilles fraiches 1 T50
dans 1,5 L pendant 30 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j
pendant 4 jours.

Jatropha curcas R36 : Prélever 1/2 L du latex de la racine et I’appliquer 1 T29

au niveau du cou 1/2 verre x2/j pendant 4 j.
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Espéce Recette Ei Référence
R37 : Prélever 1/2 L du latex des écorces de tige boire 1 T25
1/2 verre x2/j pendant 4j.

Julbernardia R38 : Infusion de trois poignées des feuilles fraiches 1 T55

paniculata dans 1 L d'eau pendant 20 minutes. Boire 1/2 verre x
2 /j pendant 4 jours.

Lantana camara R39 : Décoction de deux poignées des fleurs fraiches 14 T42, T44, T45,
dans 1,5 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1/2 verre T49, T50, Ts1,
x2/j pendant4 jours. T52, T53, T79,

T80, T81, T83,
T84, T85

Leucas martinensis R40 : Décoction de trois poignées de la plante entiére 1 T21
fraiches dans 1,5 L pendant 30 minutes. Boire 1/2
verre X 2/j pendant 4 jours.

Mangifera indica R41 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 1 T56
dans 1,5L d'eau pendant 45 minutes. Boire 2 verres x
3/j pendant 3 jours.

M. oleifera R42 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 1 T70
dans 1 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 2 verres x
3/j pendant 3jours.

Ochna R43 : Décoction d'une poignée des écorces de tige 8  T25,T28, T41,

schweinfurthiana fraiches dans 1,5 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 2 T43,T45, T58,
verres x 3/j pendant 3 jours. T62, T75

Ocimum gratissimum  R44 : Décoction d'une cuillere a soupe des feuilles 4  T15,T18,T19,
séches et pilées dans 1,5 L d'eau pendant 30 minutes. T20
Boire 2 verres x 3 /j pendant 3 jours.

R45 : Macération d’une poignée des racines fraiches 4  T62,T63, T68,
dans 1 L d'eau. Boire 1/2 verre x 2/j pendant 4 jours. T69

Phyllanthus R46 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 3  T35,T37,T40

muellerianus dans 1,5x2 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 2 verres
3x/j pendant 3jours.

Phyllanthus niruri R47 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 12 T5, T6, T7, T9,
dans 1 L d'eau pendant 30 minutes. Boire 2 verres x T13, T15, T18,
3/j pendant 3 jours. T69, T70, T71,

T72,T73,

Physalis angulata R48 : Décoction de deux poignés des feuilles seches 1 T54
et pillées dans 1L d'eau pendant 45 minutes. Boire 3
verres X 3/j pendant 3 jours.

R49 : Macération de deux poignées de poudre de la 1 T53
plante entiere pillées dans 1,5 L d'eau pendant 24h.
Boire 1 verre du filtrat x 3/j pendant 7 jours.

Piliostigma R50 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 5  T40,T41,T42,

thonningii dans 1,5 L d’eau pendant 45 minutes. Boire 1verre x T43, T44
3/J pendant 7 jours.

Psidium guajava R51 : Décoction de deux poignées de feuilles dans 1 4  T18,T20,T22,
L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j T25
pendant 4 jours.

R 52 : Décoction de deux poignées des écorces de tige 3  T63,T64,T65

dans 3 L d'eau pendant 45 minutes. Boire 1/2 verre x
2/j pendant 4 jours.
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Espéce Recette Ei Référence
R53 : Macération pendant 48 h de deux poignées des 3 T54,T55, T56
fruits frais dans 1,5 L d'eau. Boire 1 verre x 3/j pendant
7 jours.

Psorospermum R54 : Macération de deux poignées des écorces des 1 T54

corymbiferum racines fraiches dans 1 L d'eau (ou du vin de banane

"""""""" non mir : ¢’cibabe) pendant 72 heures. Boire 1 verre
x 3/j pendant 7 jours.

Rothmannia R55 : Macération de deux poignées des écorces des 4  T13,T15,T18,

englerianna racines broyées dans 1 L d'eau pendant 72 heures. T69
Boire 1/2 verre x 2 /j pendant 4 jours.

R56 : Décoction d'une poignée des feuilles fraiches 5 T64,T65, T66,
dans un Kabehe d'eau pendant 45 minutes. Boire 3 T67,T68
verres x 3/j pendant 3 jours.

Senecio cineraria R57 : Décoction d'une poignée de la plante entiéere 7  T20,T22,T25,
fraiche dans 1,5 L d’eau pendant 45 minutes. Boire T26, T28, T30,
1verre x 3/j pendant 7 jours. T35

Solanecio R58 : Décoction d’une poignée des feuilles dans 1 L 1 T25

cydoniifolius pendant. Boire 1/2verre 3x/j pendant 4 jours.

Spilanthes R59 : Macération de deux poignées de la plante entiére 1 T78

mauritiana fraiche et broyée dans 1,5 L d'eau pendant 48 heures.
Boire 1/2verre x2/j pendant 4 jours.

Syzygium cordatum R60 : Décoction d'une poignée des feuilles dans 1,5 L 9 T52,T53,T56,
du jus de banane pendant 30 minutes. Boire 1 verre x T58, T60, T62,
3/j pendant 7 jours. T65, 767, T70

Tagetes minuta R61 : Macération de deux poignées de feuilles fraiches 5 T61,T62,T63,
broyées dans 1,5 L d'eau pendant 48 heures. Boire T64,T65
lverre x3/j pendant 7 jours.

R62 : Décoction de deux poignées d'écorces de tige 4 T7,T9, T13,
morcelées dans 1,5 L d'eau pendant 45 minutes. Boire T15
un verre x 3/j pendant 7 jours.

R63 : Macération pendant 48 h de trois poignées des 2 T26, T28
fruits frais dans 1 Kabehe d'eau. Boire 3 verres 3x/j

pendant 7 jours.

Tithonia diversifolia  R64 : Décoction de trois pognées des feuilles 7 T2,T3,T5,T10,
fraichement broyées dans 1,5 L d’eau pendant 60 121,722,725
minutes. Boire 1/2 verre du filtrat x 2/j pendant 4
jours.

Trema orientalis R65 : Décoction d'une poignée des écorces de tige 3  T28,T30,T35
broyées dans 4,5 L d'eau pendant 30 minutes. Boire 1
verre x 3/j pendant 7 jours.

R66 : Décoction d’une poignée des feuilles dans 1 L 5  T38,T40, T42,
pendant 30 minutes. Boire 1/2 verre x 2/j pendant 4 T44,T45
jours.

Vernonia amygdalina R67 : Décoction d'une cuillere a café des feuilles 12  T29, T30, T31,
séchées et pilées dans 1 L d'eau pendant 45 minutes. T32,T33, T34,

T35, T36, T37,

Boire 1 verre x 3/j pendant 7 jours.

T38, T39, T40
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Hypoestes  triflora R68 : Décocter pendant 15 minutes dans 4,5 L d’eau 1 T52
(PE) des poignées mélangées et pilées dans les proportions
Ekebergia 1 +1 + 2. Filtrer et boire 1 verre x 3/j pendant 3 jours.
benguellensis (F)

Ageratum conyzoides
B
Mangifera indica (F) R69 : Mélanger une poignée des feuilles de chaque 2 T12,T15
Azadirachta indica plante dans les proportions 1 + 1. Piler puis infuser
(F). pendant 25 minutes dans 3 L d’eau. Boire 1 verre du
filtrat x 2/j pendant 4 jours.
Catharanthus roseus R70 : Mélanger une poignée de I'organe de chaque 3 T48,T49,T50
(FI) plante dans les proportions 1 + 1 + 2. Faire une
Cinchona ledgeriana décoction dans 2 litres d'eau pendant 30 minutes.
(ER) Boire 1 verre x 3/j pendant 3 jours.
Senna  occidentalis
(F).
Tithonia diversifolia R71 : Mélanger dans les proportions 1 + 2 des 2 T20, T81
(3] poignées de l'organe de chaque plante dans 1 Kabehe
Trema orientalis d'eau. Infuser le mélange des poudres fraiches pendant
(ER). 10 minutes et boire 1verre x 3/j pendant 7 jours.
Carica papaya (F). R72 : Piler ensemble des poignées des feuilles de 5 T3, T5, T51,
Bidens pilosa (F). chaque plante dans les proportions 1 +1 +1 + 1 puis T52,T53
Bidens pilosa (F). décocter pendant 15 minutes dans 4 L et filtrer. Boire
Ageratum conyzoides 1verre x 3/j pendant 3 jours.
(F).
Bidens pilosa (F). R73 : Décocter pendant 15 minutes dans 2 Kibuyu 3  T41,T62,T83
Chenopodium d’eau une poignée des feuilles de chaque plante pilée
ambrosoides (F) dans les proportions 1 +1 + 1. Boire le filtrat 1 verre x
Ageratum conyzoides 3/j pendant 3 jours.
(F).
Jatropha curcas (F)  R74; Décocter pendant 25 minutes dans 3 L d’eau une 2 T13,T62
Euphorbia hirta (PE). poignée selon les proportions 1 + 1 de ’organe de
chaque plante pilée puis filtrer. Boire 3 verres x 2/j
pendant 4 jours.
Acacia polyacantha R75 : Macérer dans 2 litres d'eau pendant 24 h des 3  T14,T35,T66
(F). poignées des feuilles de chaque plante dans les
Bidens pilosa (F). proportions 1 + 1 + 2 + 1. Boire 1 verre x 3/j pendant
Cymbopogon citratus 3 jours.
(F).
Senna  occidentalis
(P).
Cajanus cajan (F). R76 : Macérer pendant 24 h dans 2 L d’eau, des 1 T84
Cymbopogon citratus poignées de feuilles mélangées dans les proportions 1
(P). + 2. Boire 1 verre x 2/j pendant 4 jours.
Bidens pilosa (F) R77 : Décoction pendant 1h de l'association d'une 1 T13

Cymbopogon citratus

(F)

poignée de chaque plante dans 1 Kibuyu d'eau. Boire
1 verre x 3/j pendant 3jours.
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Erythrina abyssinica
(ER).

Julbernardia R78 : Macération d'une poignée des feuilles de chaque 2 T26, T48
paniculata (F). plante pendant 72 h dans 2 Kabehe d’e cibabe. Boire
Psorospermum 1 verre x 2/j pendant 4 jours.
corymbiferum (F).
Cinchona ledgeriana
(F).
Azadirachta indica R79: Décocter dans 2 L d'eau pendant 15 minutes une 2 T26, T38
P association des poignées des feuilles dans les
Cajanus cajan (F). proportions 3 +1. Boire 1 verre x 3/j pendant 3jours.
Bidens pilosa (F) R80 : Décoction pendant 15 minutes d'une association 2 T29, T33
Syzygium  cordatum des poignées des feuilles pilées dans les proportions
(P. 1+ 2dans 4,5 L d’e’cibabe et filtrer. Boire 1 verre X

3/j pendant 3 jours.
Bidens pilosa (F). R81 : Décocter pendant 25 minutes dans 3 L d’eau, 3 T42,T44,T45
Flueggea virosa (F).  des poignées des feuilles mélangées et pilées dans les

proportions 4 + 1. Boire le filtrat 1 verre x 3/j pendant

3 jours.
Cinchona calisaya R82 : Maceérer pendant 24 h dans 3 L d’ecau des 4 T17,T19,T21,
(F) poignées des feuilles mélangées dans les proportions T22
Bidens pilosa (F) 1+ 2 + 3 et pilées ensemble. Filtrer et boire, 1 verre x
Chenopodium 3 /j pendant 3 jours.
ambrosoides (F)
Rothmannia R83 : Décocter pendant 35 minutes dans 4,5 L 1 T52
engleriana (F) d’e’cibabe (2 calebasses) des poignées des feuilles
Psorospermum mélangées et pilées dans les proportions 1 + 3. Filtrer

corymbiferum (F)

et boire 1verre x 2 /j pendant 4 jours.

Ei: Effectif ; Verre= verre bambou =200 - 250 mL, Kabehe = 480 £ 60 mL : extrémes 420-540 mL (unité
de prise locale. Dans les recettes, nous considerons 1 Kabehe comme 3 verres bambous), gobelet (Kopo) =
0,5+0,1L (500-510 mL) ; une poignée des feuilles (mkono) = 65 + 15 g de la matiére végétale fraiche
(50-80 @), Kibuyu = 1,5 L extrémes 1-2L (unité de mesure locale), F : Feuilles, ER : Ecorces de racines,
ET : Ecorces de tiges, PE : Plante entiere, FI : Fleurs, PA : parties aériennes, j : jour.

Les recettes utilisées pour la prise en charge de la malaria en médecine traditionnelle a Bagira
recourent a trois types de véhicule : I’eau, le vin de banane (e’chibabe) et le latex (maziwa ya
mti). Aussi bien pour les recettes a une plante que pour les recettes a plusieurs plantes, 1’eau est

le vehicule le plus sollicité respectivement a 94 % et 81,3 % (Figures 17 a-b).
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17a. Véhicule du principe actif pour les recettesa  17b. Véhicule du principe actif pour les recettes
une plante a plusieurs plantes

Fleurs; 1,50% Racines;
7,10%

Fruits; 7,50% Fleurs; 3,60%

3,60%
Racines;
0,
EEp Feuilles;
52,20%
PE; 4,50% Feuilles;
PA; 4,50 85,70%
Tiges; 7,50%
17c. Organe sollicité pour les recettes a une plante 17d. Organe sollicité pour les recettes a

plusieurs plantes

Figure 17. Caractéristiques des recettes antimalariques en rapport avec le véhicule (a, b) et
I’organe (c et d) pour les recettes antimalariques a une plante (a, c) et les recettes a plusieurs
plantes (b et d).

Les recettes antimalariques utilisées en médecine traditionelle a Bagira recourent a plusieurs
parties de la plante incluant la feuille, la tige, la racine, les fruits, les fleurs, la plante entiére ou
les parties aériennes. La feuille constitue I’organe le plus sollicité respectivement a 52,2 % pour

les recettes a une plante et a 85,7 % pour les recettes a plusieurs plantes (Figures 17 c-d).

La décoction est le mode de préparation le plus sollicité tant en monophytothérapie a 51,9 %
qu’en polyphytothérapie a 63,8 %. Elle est suivie de deux autres modes que sont I’infusion et la

macération (Figure 18a et b).

Cing formes de posologie dont trois en monophytothérapie notamment 1V x 3 j pdt 7j, 0,5V, x
2j pdt 4j et 2V, x3j pdt 3j et deux en pluriphytothérapie a savoir : 1V, x3 j pdt 3j et 1V, x2j pdt 4j
sont observées. La posologie de 1V x 3 j pdt 7j a 44,8 % des citations et celle de 1V, x2 j pdt 3j
a 68,8 % des citations sont les plus représentées respectivement en monophytothérapie et en

pluriphytothérapie (Figure 18 e-f).

L’unité de prise de la matiere premiere est la poignée correspondant a 65 + 15 g et celle de la

recette apprétée est le verre bambou de volume allant de 200 a 250 mL. L’unité de mesure du
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véhicule de la recette antimalarique a Bagira reste dominée par le Kibuyu a 55,2 %, en
monophytothérapie et a 62,5 % en polyphytothérapie, cependant le volume de cette unité de
mesure est trés variable. 1l est en moyenne de 1,5 L. A c6té de Kibuyu, nous trouvons également
le Kabehe (480 £ 60 mL) et le gobelet (500 + 6,1 mL) (Figure 18).

13,40% 12,50%

m Macération
m Décoction
u |Infusion

= Macération

m Décoction
m Infusion

58,20% 62,50%

18a. Mode de préparation des recettes aune ~ 18b- Mode de preparation pour les recettes a
plante plusieurs plantes

5,90% 6,25%

m Kabehe
u Kibuyu
u Gobelet

m Kabehe
= Kibuyu
u Gobelet

55,20% 62,50%

18c. Unité de prise des recettes a une plante 18d. Unité de prise des recettes a plusieurs
plantes

u 1v x3/j pdt 7] u 1V x3/j pdt 3j

1 0,5v x2/j pdt4;j

‘ ‘ 11V x2/j pdt 4j
1 2v x3/j pdt 3j

18e. Posologie pour les recettes a une plante 18f. Posologie pour les recettes a plusieurs
(1Vx3/jpdt7j signifie un verre 3 fois par jour plantes
pendant 7 jours

Figure 18. Informations de I’enquéte ethnobotanique relatives aux recettes utilisées dans le
traitement de la malaria a Bagira.

En biomédecine, les combinaisons a base d’artemisinine (ACT) sont souvent utilisées pour 3
jours et en monothérapie, la quinine est utilisée pour 7 jours. 1l y aurait ainsi une similitude entre
la durée du traitement de la malaria en médecine traditionnelle a Bagira (Figure 18) et celle de la
biomédecine (WHO, 2015).
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Les recettes antimalariques utilisées en médecine traditionnelle a Bagira sont essentiellement
administrées sous forme de boisson a 97 et a 100 %. Pour les recettes a une plante, a coté de la
boisson, nous trouvons aussi le massage a 3 %. Les recettes administrées par massage viseraient
tres probablement a soulager des douleurs musculaires ou de la fiévre, signes rencontrés chez

certains patients impaludés (Figure 19).

100% 100%
98,50% 100%
62,50%
38,80%
55,209
0% ,30% 6%
0%
1,50% 0% 6,20%
- —
Boissson Friction Poignée Autre Kabehe Kibuyu Gobelet
Mode d'administration Unité de mesure de la drogue Unité de mesure du vehicule

m Recette a une plante = Recette a plusieurs plantes
Figure 19. Unité de prise, unité de dose et mode d’application de la recette.

2. Autres connaissances ethnobotaniques des plantes répertoriées

Les autres connaissances ethnobotaniques de ces plantes antimalariques recueillies lors de

I’enquéte sont reprises dans le tableau XV.
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Tableau XV. Autres connaissances ethnobotaniques sur les plantes répertoriées a Bagira

N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence
01 Acacia polyacantha Irritation de la peau (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T2
Pneumonie (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Diabetes et maux des dents (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Amibiase (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Spasmes et diarrhée (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Hypotension (Fr) Maceération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4]
02 Aframomum laurentii Amibiase (F) et syphilis (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T69
Mycoses (F). Macération pendant 72 heures, massage x2/j pdt 4j
03 ’ Morsure de serpent (PE) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3] T58
Ageratum conyzoides Helminthiases et pneumonie (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4]
04 Artemisia annua Rhume et pneumonie (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T8, T11, T15
vers intestinaux (F). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
05 : A Vers intestinaux (ER) et mibiase (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T1
Azadirachta indica Syphilis (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Hépatite et blennorragie (F) Décoction pendant 1 heure boisson 1Vx3/j pdt 4j
Poux (FIr) Macération pendant 72 heures, friction x2/j pdt 4j
06 Bidens pilosa Pneumonie et infection urinaire (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T5, T7
Amibiase et anémie (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Fiévre typhoide (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Empoisonnement (PE) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Amibiase, plaie et diarrhée (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Mycoses et dysenterie (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Tuberculose et myomes (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Syphilis (PE). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
07 Bobgunia madagascariensis Convulsion et douleurs abdominales (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T12
Epilepsie et méningite (ER) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3]
Fievre typhoide (ER) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Blennorragie et carie dentaire (ER) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j
08 Diarrhée et intoxication alimentaire (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T4,T22

Cajanus cajan

Kwashiorkor et rougeole (F)
Cancer de I’estomac et leucémie (F)

Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j
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N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence
Dysenterie (ER) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4]

09 Carica papaya Bronchite (FIr) et plaies (S) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T22,T18, T56
Verminose (Gr) et plaie purulente (Fr) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Dyspepsie et diphtérie (Fr) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Morsure de serpent (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Amibiase : ® + Persea americana (F) + Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 2j
Euphorbia hirta (PE)
Jaunisse et asthme (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j

10 Cassia occidentalis Constipation et dysménorrhée (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T12,T14,T28
Rétention placentaire (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Morsure de serpent, mycoses et vers Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
intestinaux (F)
Amibiases (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Tuberculoses et pneumonie (Gr) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 6j

11 Catharanthus roseus Diabete (F) Maceration pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T47,T49, T50
Amibiase et indigestion (PE) Maceration pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Diarrhée et gastrite (R). Maceration pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4]

12 Chenopodium ambrosioides Vers intestinaux et fiévre (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3] T72
Hémorragie et douleurs utérines (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Epistaxis (F) et tuberculose (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 4j

13 Chenopodium opulifolium Intoxications alimentaires (R) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T82, T83
Rétention placentaire (R) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Accouchement et hémorragie (R) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Morsure de serpent et plaies (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4j

14 Cinchona ledgeriana Splénomégalie et asthénies (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T44,T45
Rhume, constipation et anorexie (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

15 Clematis villosa Maux de téte, toux (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T13
Cataracte (FI) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j

16 Crassocephalum montuosum  Troubles mentaux et convulsions (R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T17
Vers intestinaux et plaies (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Blennorragie, diarrhée et foulure (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Ulcére et rétention placentaire (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j

17 Crassocephalum picridifolium  Amibiase et insuffisance rénale (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T37

Plaie, rétention du placenta et toux (F).

Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j
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N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence
18 : Estomac, grippe et diabete (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T24
Cymbopogon citratus Hémorroides (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Blennorragie, hépatite et goitre (R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Cataracte et otite purulente (R). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
19 Dalbergia katangensis Schistosomiase et amibiase (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T31, T34
Vers intestinaux et hypergastralgie (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3]
Tuberculose (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4j
20 Dialium angolense Urétrite et amibiase (F). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j T52, T58, T21
21 Dialopsis africana Vaginite et dysenterie bacillaire (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T24
Choléra et hypergastralgie (ER) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Vers ronds (ER), Macération pendant 72 h, boisson 1Vx4/j pdt 3j
Furoncle et abcés (ET) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Hémorroides et plaies (ET). Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 4j
22 : . Maux de téte, fievre et ulcére (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T10, T19
Ekebergia benguellensis Tuberculose (ET) et conjonctivite (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Plaies et maux de ventre (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
23 Eleusine indica Maux de téte et fievre (R) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 3j T21,T25
Ulceére gastrique et tuberculose (R) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Maux de ventre (R) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx2/j pdt 4j
Conjonctivite et plaies (F) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 4j
24 Entada abyssinica Constipation et folie (R) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 3j T40, T60
Malnutrition (G) Macération pendant 72 h, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Malnutrition sévére (Gr), Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Angines, kwashiorkor : (F) + Clerodendrum Macération pendant 72 h, boisson 1Vx4/j pdt 3j
myricoides (mukuzanya : F) + Sesbania
sesban (Munyenenyenge : PE) + Leonotis
nepataefolia (Mucumucumu : PE)
Morsure de serpent (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Diarrhée et plaies (R). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
25 Erythrina abyssinica Carie dentaire, asthénie sexuelle, hernie et Macération pendant 72 h, boisson 1Vx3/j pdt 3] TT67, T66
lombalgies (R)
Dysménorrhées (ET) et muguets (F) Macération, pendant 72 heures boisson 1Vx2/j pdt 3]
Hépatite et goitre (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4j
Cataractes et otite purulente (FI) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 4j
26 Euphorbia hirta Diarrhée, algie et inflammations Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T42, T58
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N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence
Shigellose, dysenterie et TGI (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Syphilis et toux (PE) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Diarrhée, infections respiratoires (PE) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3]
Vers et toux (PE) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 4]
27 Flueggea virosa Schistosomiase, hyper-gastralgie (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T26
Morsures de serpent (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3]
Reégles irréguliéres et tuberculoses (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
28 Hypoestes triflora Plaies, menaces d'avortement et Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T66
amaigrissement (PE)
29 Isoberlinia angolensis Splénomégalie, vers intestinaux et coliques Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T69
abdominaux (ER)
30 Isoberlinia tomentosa Diarrhée, goutte et dysenterie (ET) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T50
31 Jatropha curcas Carie dentaire et ulcére gastrique (E) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T29
Diarrhée et teigne tondante (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Punaise et fievre (F) Macération pendant 48 heures, massage x3/j pdt 3j
Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j
32 Julbernardia paniculata Fievre et dysenterie (Fr), Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T55
Blennorragie (FI) et toux (F). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
33 Lantana camara Rhumatisme et morsures de serpents(F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j TT42
Asthme, sinusite, non cicatrisation des Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
plaies (F) et fractures (T)
Vers intestinaux (Gr). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
34 Leucas martinicensis Douleur lombaire, palpitations et douleurs Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T21
post-partum (F)
35 Mangifera indica Vers _ir)testi/naux (_I_\Ix) et amjbifise (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T56
Syphilis, hémorroides et anémie (ET)
Toux, angine et déshydratation (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Diabéte, diarrhée, fiévre et gastrite (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Hypertension et empoisonnement (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3]
36 Gingivite et indigestion (ER) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T70

Moringa oleifera

Intoxication alimentaire (ER)
Splénomégalie (ER)

Plaies (ER) et urétrites purulentes (ET)
Gastrite (F)

Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3]
Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3]
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N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence

37 Ochna schweinfurthiana Psoriasis et dysenterie bacillaire (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T25
Immunodéficience (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3]

38 : i Maux de téte et rhumatisme (ET) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3] T15
Ocimum gratissimum Hémorroides et helminthes (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3]
Infections respiratoires et asthme (F). Macération 48 heures, boisson 1Vx2/j pdt 3j

39 Phyllanthus muellerianus Dyspepsie, épilepsie et plaie (ET). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3] T35

40 Phyllanthus niruri Diarrhée, hernie, fiévre et diabete (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T5
Hypertension et constipation (F). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

41 Physalis angulata Diabete, hépatite, colites et fievre (F) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j T54
Amibiase, céphalées et conjonctivite (R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j

42 Piliostigma thonningii Gastrite, hémorroide, toux et abces (ET) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T40, T41
Constipation (ET). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j

43 Psidium guajava Diarrhée (F) et constipation (Fr) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j TT18
Vermifuge (ET) et infection virale (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

44 Psorospermum corymbiferum  Folie, constipation et malnutrition (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T54
Fievre, tuberculose et blennorragie(R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Hémorroide (F). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

45 Rothmannia engleriana Troubles mentaux (R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T13, T15
Hypertension et toux (R) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

46 Senecio cineraria Gastrite, fievre, toux et plaies (ER) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T20, T25
Asthénies (ER) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j

47 Solanecio cydoniifolius Morsure de serpent et constipation (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T225
Vers intestinaux (PE). Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j

48 Spilanthes mauritiana Morsure de serpent et maux de dents (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3] T78
Foulure et rhumatisme (F) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Mycoses buccales et coliques (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j
Insomnie (PE) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 4j

49 Syzygium cordatum Maladies hépatiques (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3] T52
Urétrite (F) et syphilis (Fr) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

50 Maux de téte et mycose (ET) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T61

Tagetes minuta

Dysménorrhees (ET).

Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3]




Travaux personnels Page | 104

N°  Espéce Pathologies (organe de la plante) Préparation & administration Référence

51 Tithonia diversifolia Psoriasis (F), maux de dos (avec Igwarha : Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T2, T10
Cyathula uncinulata, PE), vers intestinaux,
dermatoses et dysenterie bacillaire (F)
Constipation et immunodéficience (FI). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j

52 Trema orientalis Otite, intoxication et vers intestinaux (F) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T28, T30
Constipation, tumeurs, gale et Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
anaplasmose chez les vaches (ET). Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3]

53 : : Rougeole, varicelle et variole (Fr) Macération pendant 72 heures, boisson 1Vx3/j pdt 3j

Vernonia amygdalina Diabete et cicatrisation des plaies (Fr) Décoction pendant 1 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j T29, T37

Diarrhée (feuilles) et syphilis (Fr) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx3/j pdt 3j
Blennorragie (Fr) et constipation (R) Infusion pendant 0,75 heure, boisson 1Vx2/j pdt 3j

F : feuilles ; ET : Ecorces de tige ; ER : Ecorces de racines ; R : racines ; T : tige ; FI : Fleurs ; Fr : Fruits ; G : Gousses ; PE : Plante entiére ; PA :
Parties aériennes ; Gr : Graines ; S : seve, MST : maladies sexuellement transmissibles, TGI : troubles gastro-intestinaux, Nx : noyau ; j= jour ; v=
verre. Les feuilles de D. angolense sont commestibles par les primates.
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Le tableau XV révéle que les 53 plantes utilisées dans le traitement de la malaria sont également
sollicitées dans 80 autres causes de consultation réunissant 163 recettes ou la décoction avec 38
% de citations et la boisson avec 100 % de citations, constituent respectivement les modes de

préparation et d’administration les plus employés.

Bidens pilosa et Mangifera indica avec 14 indications chacune, suivies de Carica papaya (12
indications) et Euphorbia hirta (12 indications), constituent les 4 plantes qui interviennent dans

le plus grand nombre d’indications (Tableau XV).

Certaines indications sollicitent 1’association de plusieurs plantes dont certaines ne sont
constituées que des plantes citées comme antimalariques au cours de cette étude. C’est le cas de
I’association Carica papaya, Persea americana et Euphorbia hirta pour le traitement de
I’amibiase. D’autres associations cependant, utilisent certaines plantes non reconnues comme
antimalariques par les sujets consultés. C’est le cas des especes Entada abyssinica, Clerodendrum
myricoides (Hochst.) R.Br. ex Vatke (Lamiaceae), Seshania sesban (L.) Merr. (Leguminosae) et
Leonotis hirtiflora Benth (Lamiaceae), association indiquée dans la prise en charge du
Kwashiorkor. Dans cette association, seule Entada abyssinica a été citée lors de I’enquéte comme

plante antimalarique.

L’amibiase, les diarrhées et les vers intestinaux, avec 14 citations chacune, la constipation avec
11 citations et la morsure de serpent avec 9 citations, constituent les 5 premieres causes

d’utilisation de ces plantes médicinales a Bagira en plus de la malaria (Tableau XV).

Ces résultats en rapport avec les pathologies soignées par ces plantes en plus de la malaria
s’inscrivent dans la méme lignée des travaux réalisés dans d’autres régions du pays lesquels ont
établis que la plupart des pathologies prises en charge en médecine traditionnelle congolaise sont
d’origine infectieuse. C’est le cas notamment de I’enquéte réalisée au Katanga par Bashige et al.
(2017b) sur les plantes antimalariques, 1’é¢tude réalisée par Karhagomba sur les plantes
médicinales de Bukavu (Karhagomba, 2014) et 1’étude conduite par Mulamba sur les plantes
antimalariques de Mbujimayi (Mulamba, 2017). Le fait que les pathologies infectieuses
présentent des morbidités élevées en RDC peut justifier ce regroupement de résultats (Global
Burden of Disease : GBD, 2020).

Plusieurs travaux d’enquétes ethnobotaniques réalisées en RDC et particulierement dans notre
équipe de recherche (Lumbu et al., 2005 ; Okombe et al., 2014 ; Mbayo et al., 2016 ; Bashige et
al., 2017a ; Kumwimba et al., 2017, Amuri et al., 2018 ; Mbuyi et al., 2019), quoi que le plus
souvent ciblées vers une pathologie précise, ne rapportent pas des plantes utilisées dans le

traitement des morsures de serpent ni des plantes utilisées comme antidotes des poisons avec une
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fréquence comparable a celle observée dans cette étude (17 %). La population de Bagira aurait
donc une connaissance particuliére sur les antidotes des poisons et des morsures des serpents
suite a une forte pullulation de serpents dans la région. Une étude peut étre envisagée dans ce

sens dans la région.

Nous avons montré dans la partie bibliographique que parmi les 53 plantes issues de I’enquéte,
37, soit 69,8 %, ont un usage ethnobotanique comme antimalarique, 35, soit 66 %, ont déja été
étudiées pour leur activité antiplasmodiale, une preuve que les connaissances des praticiens de la
médecine traditionnelle de Bagira sont partagées par bien d’autres peuples d’Afrique. Cette
observation releve une certaine crédibilité a accorder aux informations fournies par les personnes
ressources lors de I’enquéte et laisse a penser qu’il y a une grande probabilité de trouver parmi

les espéces non encore étudiées, celles qui sont aussi actives.

Dans cette étude, la feuille s’est révélée comme 1’organe le plus sollicité (52,2 et 85,7) % et la
décoction (58,2 et 62,5) % comme le mode de préparation le plus prépondérant (figure 28). Ces
prépondérances sont rapportées dans plusieurs enquétes ethnobotaniques réalisées sur les plantes
antimalariques en afrique. Ce sont notamment ’enquéte d’Abera (2014) a Ghimbi en Ethiopie
(F: 31 % ; décoction : 51,9 % ; n=41), celle de Kasali et al.(2014) a Bukavu en RD Congo (F :
60 % ; décoction : 47,5 % ; n=40), celle de Betti et al.(2013) dans la réserve de Ipassa-Makokou
au Gabon (F : 50 %, décoction : 68 % ; n=59) et celle d’Asase et al.(2010) a Dangme au Ghana
(F: 55 % ; décoction : 73,3 % ; n=30). Selon les sujets consultés, le recours a la décoction viserait
non seulement I’extraction du principe actif mais également son activation. Il faut néanmoins
retenir que cette pratique serait tout autant bénéfique que nuisible. En effet, autant qu’elle pourrait
faciliter la libération de certains principes actifs souvent présents dans la plante sous forme
d’hétérosides, autant elle pourrait non seulement libérer certains métabolites secondaires toxiques
comme des hétérosides cyanogénes (Ballhom, 2011) ou détériorer le principe actif (Grubben,
2004). Cette pratique reste donc a apprécier au cas par cas et seuls les travaux expérimentaux

pourraient en déterminer la juste valeur.

Cette phase de I’étude ethnobotanique a permis de répertorier auprés de 85 praticiens de la
médecine traditionnelle 53 plantes utilisées en médecine traditionnelle & Bagira pour soigner la
malaria. Parmi elles, 18, Aframomum laurentii, Chenopodium opulifolium, Clematis villosa,
Crassocephalum montuosum, Crassocephalum picridifolium, Dalbergia katangensis, Dialium
angolense, Dialopsis africana, Ekebergia benguellensis, Hypoestes triflora, Isoberlinia
angolensis, Isoberlinia tomentosa, Ochna schweinfurthiana, Julbernardia paniculata,
Psorospermum corymbiferum, Rothmannia engleriana, Senecio cineraria, Solanecio

cydoniifolius et Spilanthes mauritiana, n’ont jamais fait I’objet d’évaluation de D’activité
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antimalarique. A 1’exception d’aframomum laurentii et Spilanthes mauritiana, les 16 autres
plantes sont citées pour la premiére fois comme plantes antimalariques et aucune information
phytochimique n’est rapportée pour 11 d’entre elles (en gras). Ces plantes dont les Fabaceae (23
%) ou les Asteraceae (21 %) viennent respectivement en premiére et deuxieme position, sont des
arbres (32 %) endémiques de I’ Afrique tropicale et les 83 recettes antimalariques qui en découlent
utilisent plus fréqguemment la feuille, a plus de 52,2 %, sous forme de décoction, a plus de 58,2
% et sont administrées per os. Parmi ces recettes, 16 associent 2 a 4 plantes. Ces résultats
constituent une base des données pour des criblages phytochimiques et biologiques sur ces

plantes en vue d’¢élargir les connaissances y afférentes et de valider leurs usages.

11.4.2. Groupes phytochimiques identifiés dans les 53 plantes réputées
antimalariques a Bagira (RDC)

Le criblage phytochimique par les méthodes classiques en solution constitue une étape
préliminaire dans la détection des groupes bioactifs présents dans les plantes médicinales (Yadav
et al., 2014) et sans doute un premier pas dans I’interface métabolites secondaires-activité
biologique. Les 53 plantes ont été soumises au criblage phytochimique et les résultats obtenus
ont révélé qu’aucune d’entre elles ne contient des hétérosides cyanogenes. En revanche,
chaqu’une des espéces contient au moins 5/9 groupes recherchés et chagque organe criblé contient
au moins 4/9 groupes. Cariaca papaya, Entada abyssinica et Flueggea virosa, contiennent
chacune, tous les 9 groupes a potentiel thérapeutique et, les feuilles des especes Azadirachta
indica et Lantana Camara contiennent chacune 8/9 groupes (Tableau XVI).

Tableau XVI. Résultat global du criblage phytochimique de 53 plantes réputées antimalariques a

Bagira.
Espéce PU Alc Ant Cou Flav Quin Sap Ster Tan Ter R+ R+ Hcn

Org PIt

1 Acacia F + + - _ . T - 7 - Z )
polyacantha ET + - + - + + - + + 6
R + - - + - + - + + 5
Fr - + - + + + + + 6
FIr - + - + - + - + + 5

2 Aframomum PA - + - + ++ - - + ++ g 8
laurentii F - - + + + + - . 4
R - + - - + + - + + 5
Fr - + - + + + + + + 7

3 Ageratum F + + + - ++ + + ¥ 7 7
conyzoides ET + + - + - + + *) + 7
ER + , - - - + - + + 4

4 Artemisia F - - + + - - + - ¥ 4 6
annua R - - + + + + - ++ 5

5 Azadirachta F + - + + + ¥ ¥ ¥ ¥ 8 8
indica ET + - - + - + + + . 5
ER + - - + - - + + + 5

6  Bidenspilosa F - - ¥ - ¥ ¥ T - il 6
R - + - + + - - 4

7 B.madag. F - ++ - + - + + ¥ 5 7
ET - - - - ++ + + + - 4
ER - + - - - + - + + 4
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Espéce PU Alc Ant Cou Flav Quin Sap Ster Tan Ter R+ R+ Hcn
Org PIt
8  Cajanus F - - - + + + + + + 6 7 -
cajan ET - - - + + + + + + 6 -
R - - - + ® - ® & + 5 .
Fr - + - + - + + + - 5 -
9  Carica F + - - + + : ¥ - ¥ 5 9 -
papaya ET - - - + + + + - 4 B}
ER - - - + + - + + + 5 -
Fr - + + + + - + + + 7 -
Flr - ++ - + - + + + + 6 -
10 Cassia F + - - + : ¥ . - ¥ pi 5 -
occidentalis T + - - + + - + - 4 }
R + - - + - + - + - 4 -
Fr + + ++ + - + - - + 6 R
FIr + ++ - + - + - - + 5 .
11 Catharanthus F + - - ¥ - : ¥ . pi 8 ,
roseus T + - + - + + - - + 5 .
R + - - + + - + - - 4 -
FIr + ++ - + - + + + - 6 -
12 Chenopodium F + - ++ + : _ ¥ - ¥ E 3 -
ambrosioides R - - ++ + - + - - + 4 }
13 Chenopodium PA - + - + + ++ o+ + + 6 6 :
opulifolium
14 Cinchona F + - + + ¥ : ¥ _ . B 8 ,
ledgeriana ET ++ - + + + + + - - 6 -
ER + - + - + - + - - 4 .
Flr - ++ - ++ - + + - + 5 -
15 Clematis PA + - + - ++ - ++ - ¥ 5 5 _
villosa
16 C. PA - + - + - + + 5 5 -
montuosum
17 ¢C. PA - : ¥ ¥ : i ¥ _ T £ B
picridifolium
18 Cymbopogon F - + - + ¥ : p ¥ 4 E -
citratus R - - - ++ + - + - + 4 }
19  Dalbergia F - - + - ++ ++ - - : 3 6 _
katangensis ET - - + - + + - + ++ 5 )
20 Dialium F - ++ - + + - + ¥ - 5 ) -
angolense ET - - + - + + + + + 6 -
ER - + + - - + - + + 5 -
21 Dialopsis F - + - ++ ++ + : _ + 5 8 -
africana ET - - + + + + + + - 6 .
ER - + - - - + + + - 4 -
22 Ekebergia F - ++ 4 + + ++ ++ 76 8 _
benguellensis ET - + - - - + - + + 4 .
ER - ++ ++ - - + ++ - + 5 .
23 Eleusine PA - + - + + - ¥ ¥ 5 E -
indica
24 Entada F + - - + : - ¥ ¥ . i 9 -
abyssinica ET - + + + + 4 .
R + - - + + + + + + 7 -
Fr - ++ + + + + + + 7 -
25 Erythrina F ++ o+ - + ++ + ++ - ¥ 7 7 :
abyssinica ET ++ + - + + + + - ++ 7 -
R +++  + - + + + + - +++ 7 -
26  Euphorbia F - - + ++ - ¥ - ¥ ¥ 5 8 ,
hirta PA + + + + - - + + + 7 -
27  Flueggea F - + - + + : ¥ _ _ 4 9 N
virosa R + - - + + - - + - 4 }
Fr - + - + - + - - + 4 -
28  Hypoestes PA + + + - ++ - _ . E E N
triflora
29 Isoberlinia PA + - + - + + - ¥ _ B B .
angolensis
30 Isoberlinia PA - + + ¥ : _ ¥ . ¥ E E -
tomentosa

31 S e
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Espéce PU Alc Ant Cou Flav Quin Sap Ster Tan Ter R+ R+ Hcn
Org PIt
Jatropha T - - - + N N T 2 .
curcas R + - - + - - + + - 4 )
Fr - + - + - - + - + 4 -
32 Julbernardia F - + - - - + o + : 4 7 -
paniculata ET - + - - + + ++ + - 4 .
ER - - + - + - ++ + + 4 -
33 Lantana F + - + - _ _ | 8 -
camara T - - - + - + - + ++ 4 )
R - - - + - + + - ++ 4 -
Fr + + - + + + + + ++ 8 -
Flir + - - + + - + + ++ 6 _
34 Leucas F - - + + : : ¥ _ ¥ il 7 -
martinicensis
R + - - + + - - + - 4 _
35 Mangifera F - - - + - - + + + 4 7 -
indica ET + - - + - + - - + 4 )
ER - - - + - + - + + 4 -
Fr - + - + - - + + + 5 -
36 Moringa F + - - + : ¥ . ¥ ¥ E g -
oleifera T - - + + - - + - + 4 )
R + - - + - + - + + 5 -
Fr - + - + - - + - + 4 .
37 Ochnaschw. F - ++ + ++ s ¥ p ¥ T i 8 .
ER + (+) - - - ++ _ + 4 _
ET - + - - - + + + - 4 -
38  Ocimum F - + ¥ : ¥ ¥ - ¥ g E -
gratissimum R - + - + - + + . + 5 )
FIr - + - + - - + - + 4 -
39 Phyllanthus F - - + + : ¥ ¥ ¥ ¥ 6 Vi -
muellerianus  ET - - - + - + + + + 5 .
R - - + + + + + + 6 .
Fr - + + - + + + + 7 .
40 Phyllanthus F + - - + : ¥ ¥ _ ¥ E 6 -
niruri T - - - + + - + - + 4 }
Rt - - + - + - - + 4 .
41 Physalis F - + - + + + ¥ : - [ _
angulata R + - + - - + - ++ 4 7 -
Fr - + - + + - + - + 5 )
42 Piliostigma F - + - ¥ : ¥ ¥ ¥ ¥ 6 8 -
thonningii T - + + - - + - - + 4 }
R - - + + + + + - + 6 }
Fr - + - + + - + + - 5 .
43 Psidium F - + - + : ¥ ¥ o ¥ E 8 -
guajava ET - - + + - + - + 5 )
ER - + - + - - + + - 4 -
Fr - +++ - + - + - + 4 .
44 Psorospermum F - + - + - ++ ++ ++ : 5 ) _
corymbiferum ER - - + ++ + - ++ + ++ 6 -
ET - + + + + + + - + 7 -
45 Rothmannia F - + ++ - ++ ++ ++ + ¥ 7 7 .
engleriana ER - + ++ - - ++ ++ - ++ 5 .
ET - + - - + - - + + 4 _
46  Senecio PA  + + - + ++ ¥ - ¥ Vi Vi -
cineraria
47  Solanecio PA - + + ¥ - - . T ¥ g E -
cydoniifolius
48  Spilanthes F - - - + + + ¥ z - 4 6 .
mauritiana FIr - + - + - - + - + 4 3
49  Syzygium F - + - + + + - - - 4 7 :
cordatum ET - + - + - + - + + 5 3
R - + - + - - + + - 4 -
Fr - + - + + - - + 4 -
50 Tagetes F + - - + - - ¥ z ¥ 4 7 -
minuta R + - - + - + - - 4 3
Flr + ++ - + - - + + 6 -
51 Tithonia F + - - + - ++ + - +++ § 7 -
diversifolia T + + - + - ++ +) *) 7 )
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Espece PU Alc Ant Cou Flav Quin Sap Ster Tan Ter R+ R+ Hcn
R - + + - ++ - (+) -
FIr + + - + - + - + -
52 Trema F - + - + + + + - +
orientalis T - - + + + - + - -
R - - + + - + + - +
53 Vernonia F o+ + - + - - - - +
amygdalina T - + - + + + - + +
R + + - + + + - + +
Reésultat 54 79 46 123 66 97 101 82 108
positif
Pourcentage 358 50,3 298 815 437 64,9 65,6 54,3 70,5
(N=152)
Groupes de substances : Alc. : alcaloides ; Ant. : Anthocyanes ; Cou. : Coumarines ; Flav. : Flavonoides ;

Quin. : Quinones ; Sap. : Saponines ; Stér.  : Stéroides ; Tan. : Tanins ; Terp. : Terpénoides.
Organes végétaux et autre : PA : Partie aérienne ; PU : Partie utilisée ; T : tige ; F : Feuilles ; ET : Ecorces de tige ;
ER : Ecorces de racines ; R : Racine ; Hen : Hétérosides cyanogenes, R+ : Résultats positifs ; Org. : organe ; Pt :
plante. (-) : présence en état de trace ; + : présent ; ++ : abondant ; - : absent. B. madag. : Bobgunia madagascariensis

Comme le montre le tableau XVI, nous avons recherché 10 groupes phytochimiques dans 159
organes issus de 53 plantes faisant un total de 1590 tests pour lesquels 756 (47,5%) étaient
positifs. Le choix de I’organe a cribler, autre que celui utilisé en médecine traditionnelle, a été lié
a la disponibilité lors de la récolte. Dans I’ensemble, 8 organes ont été concernés par le criblage

et le nombre d’espéces criblées par organe n’a pas été uniforme (Figure 20).

50 -
45 43
40 -
8 35 -
3
= 30 A
3 55 m Feuilles
& Ecorces des racines
= 20 7 m Ecorces des tiges
2 15 1 ® Fleurs
10 - m Fruits
5 | m Parties aériennes
m Racines
) Tiges

N=159

Figure 20. Nombre d’espéces criblées par organe

Les résultats du criblage phytochimique tels que consignés dans le tableau XVI peuvent étre
analysés en 3 sections : (i) la fréquence relative des groupes phytochimiques, (ii) la classification
de plantes en fonction des groupes qu’elles contiennent et (iii) I’apport des résultats du criblage

phytochimique.

11.4.2.1. Frégquence relative des groupes phytochimiques

La fréquence des groupes phytochimique a varié différemment au niveau de chaque plante et au

sein de chaque organe.
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Au niveau de chaque plante, dans I’ensemble, les flavonoides (81,7 %) ont été les plus fréquents
suivis des terpénoides (70,5 %). En revanche, les quinones ont été les moins représentés (Figure
21).

90 -
81,5
80 A
70,2
70 A 65,6
m Alcaloides
< 60 A
ES = Anthocyanes
% 50 A4 Coumarines
qg; Flavonoides
(= 40 1 Quinones
30 - m Saponines
W Stéroides
20 1 ® Tanins
10 4 m Terpénoides
0 J

Groupes phytochimiques

Figure 21. Fréquences des groupes phytochimiques dans I’ensemble des plantes.

Les groupes phytochimiques fréquemment rencontrés dans les 53 plantes antimalariques de
Bagira ont également été rencontrées dans les criblages phytochimiques antérieures réalisés sur
des plantes de la RDC notamment, les plantes antimalariques de Mbujimayi (Mulamba, 2017) et
les plantes antimalariques de Lubumbashi (Bashige et al., 2017). De plus, plusieurs travaux

antérieurs ont montré que ces groupes phytochimiques étaient potentiellement antimalariques.

En effet, les travaux d’Onguéné et al. (2013) et d’Oliveira et al. (2009) ont rapporté
respectivement 68 et 100 alcaloides antiplasmodiaux, avec des Clso < 0,5 pg/mL. C’est le cas de
la cryptolépine [64], molécule isolée des écorces de tige de Cryptolepsis sanguinolenta (Lindl.)
Schlechter (Periplocaceae). Elle est active sur la souche K1 avec une Clso = 33 = 0,1 ng/mL
(Cimanga et al., 1997 ; Wright, 2001a). Un autre exemple est celui de la 6-(3-méthylbut-2-ényl-
1) dihydroindol-2-one [65] isolée des écorces de racines de Monodora angolensis
Welw. (Anonaceae), plante récoltée en Tanzanie (Nkunya et al., 1991) et qui est active sur la
souche K1 avec une Clso de 0,21 pg/mL.

S’agissant des coumarines, il convient de signaler qu’entre 2005 et 2013, 26 coumarines a activité

antiplasmodiale ont été isolées des plantes issues de la médecine traditionnelle africaine (Bero et
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al., 2009a ; Ntie-kang et al., 2014). C’est le cas notamment de la 5,7-diméthoxy-8-(30-hydroxy-
30-méthyl-10-butéene) — coumarine [66] isolée des racines de Taddalia asiatica (L.) Lam
(Rutaceae) et active sur la souche K39 avec une Clso= 16,2 pg/mL (Oketch-Rabah et al., 2000)
et la 7-hydroxy 6-méthoxycoumarine ou scopolétine [67] isolée des feuilles de Schefflera
umbellifera (Sond.) Baill. (Araliaceae) et qui est active sur la souche D10 avec une Clso de 28,8
pg/mL. Cette plante a été récoltée a Limpopo en République Sud-Africaine (Mthembu et al.,
2010).

En ce qui concerne des quinones, I’émodine [68] et le lapachol [69] peuvent étre citées a titre
illustratif. L’émodine a été isolée des écorces de tige de Cassia siamea Lam. (Hypericaceae),
plante récoltée au Nigéria. Il a une Clsode 5 pg/mL sur les souches W1 (Ajaiyeoba et al., 2008)
et la lapachol, isolée des écorces de tige de Spathodea companulata Beauv. (Bigoniaceae), plante
récoltée dans le méme pays que Cassia siamea, manifeste une activité antiplasmodiale avec une
Clso de 1,2 pg/mL sur la souche W2 (Makinde et al., 1988).

Dans le groupe des stéroides, plusieurs molécules antimalariques sont rapportées par Bero et al.
(2009a) et Ntie-kang et al. (2014). C’est le cas du vernionoside A4 [70] et de I’ergostérol-5,8-
endoperoxide [71]. Le vernionoside A4 est isolé des parties aériennes de Vernonia amygdalina
Delile (Asteraceae), plante récoltée en Tanzanie. Il est actif sur la souche plasmodiale FCA
20/GHA avec une Clsp de 81,8 pg/mL (Ohigashi et al., 1994). Parallélement, 1’ergostérol -5,8-
endoperoxide, isolé des parties aériennes d’Ajuga remota Benth. (Lamiaceae), plante récoltée au
Kenya, est actif sur la souche FCA/GHA avec une Clso de 0,8ug/mL (Kuria et al., 2002).

Quant aux terpénoides, ils constituent un grand groupe phytochimique a activité antiplasmodiale.
Entre 2009 et 2013, plus de 239 molécules de cette classe ont été rapportées comme
antimalariques (Bero et al., 2009a ; Onguéné et al., 2013). A titre illustratif, nous pouvons citer
I’aframodial [72] isolé des fruits et des feuilles d’Aframomum latifolium K. Schum.
(Zingiberaceae), récoltée au Ghana et présentant une activité antiplasmodiale sur la souche W2
avec une Clso de 0,25 pg/mL (Duker-Eshun et al., 2002). 11 en est de méme de 1’ékéberine C1
[73] isolé des écorces de tige d’Ekebergia capensis Sparrm. (Zingiberaceae), plante récoltée au
Mont Kenya. Cette derniére molécule s’est révélée active sur la souche FCR avec une Clso de 0,4
pg/mL (Murata et al., 2008).

Eu égard a ce qui précede, la présence de ces différents groupes au sein de ces 53 plantes pourrait
constituer une premicre explication de I’utilisation de ces plantes par les populations de Bagira
dans le traitement de la malaria et encourager a poursuivre des travaux pour isoler des molécules

antimalariques.
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Les fréquences des métabolites secondaires observées au niveau de I’ensemble des plantes
(Figure 21) n’ont pas varié¢ dans les mémes proportions au niveau de chaque organe. A titre

illustratif, selon les organes, la fréquence des flavonoides a variée entre 67 et 100 % (Figure 22).
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Figure 22. Fréquence des groupes phytochimiques de métabolites secondaires par organe

Les flavonoides ont été les plus fréquemment identifiés dans les feuilles a 90,7 %, dans les fleurs
a 100 % et dans les racines a 75 %. La deuxieme place est partagée par plusieurs autres groupes
selon les organes. Les stéroides ont été les plus fréguemment rencontrés dans les feuilles (74,4
%), les terpénoides dans les racines (64,1%) et les fleurs (87,5 %) et les anthocyanes dans les
fleurs (80 %). Les flavonoides occupent la deuxiéme place dans les tiges (67,7 %) ou les
saponines occupent la premiére place (80,6 %). Dans les fruits, les flavonoides partagent la
premiere place avec les anthocyanes (100 %) (Figure 22).

Les fortes fréquences des groupes des phytochimiques recherchés dans les feuilles, les fleurs, les
fruits et les racines peuvent résulter du fait que globalement les feuilles sont le lieu de synthese
des substances chimiques de la plante et les fleurs, les fruits et les racines, leur lieu de réserve
(Lumbu et al., 2005).



Travaux personnels Page | 114

11.4.2.2. Classification des plantes en fonction du nombre de groupes phytochimiques
identifiés et leur abondance relative

En fonction du nombre de groupes phytochimiques identifiés dans chaque plante, nous avons
regroupes les plantes en 5 classes. De méme, en fonction de I’intensité de la coloration observée
lors des réactions d’identification, nous avons catégorisé les résultats du criblage en 3 groupes

(Figure 23).

m Classe A (9 groupes)
u Classe B (8 groupes)
i Classe C (7 groupes)

Classe D (6 groupes)
m Classe E (5 groupes)

u Faiblement présents
m Présents

m Tres présents

a. Répartition des plantes en classes b. Abondance relative des groupes

Figure 23. Répartition des plantes en classe (a) et abondance relative des groupes
phytochimiques recherchés (b).

Les différentes espéces végétales étudiées ont été réparties en 5 classes (Figure 23a). La classe A
est celle des espéces qui contiennent les 9 groupes recherchés, elle représente 6 % d’espéces
criblées et ne comporte que 3 espéces, Carica papaya, Entada abyssinica et Flueggea virosa.
Ces especes sont ainsi les plus riches de la série en groupes phytochimiques recherchés. La classe
B comprend des especes a 8 groupes et contient 30 % d’espéces criblées. La classe C contient 32
% d’especes contenant 7 groupes chacune et la classe D contient 13 % d’especes dont chacune
possede 6 groupes phytochimiques. La classe E est celle qui regroupe les espéces qui renferment
5 groupes, soit 19 % d’espéces étudiées. Ainsi, 62 % d’especes etudiées contiennent 7 a 8 groupes

recherchés.

11.4.2.3. Apport des résultats du criblage phytochimique

Le criblage phytochimique renseigne, pour la premiére fois, la présence de groupes
phytochimiques a potentiel antiplasmodial chez 11 especes végétales qui étaient jusqu’alors non
étudiées du point de vue phytochimique (Tableau XVI1).
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Tableau XVII. Especes végétales dont le criblage de grands groupes phytochimiques des
métabolites secondaires d’interéts thérapeutiques est rapporté pour la premiére fois

Espece vegetale PU  Groupes Phytochimiques

1 Aframomum laurentii PA  Anthocyanes, saponines, tanins et terpénoides
R Coumarines et quinones
Fr  Coumarines et quinones
F Flavonoides, quinones et stéroides

2 Clematis villosa PA  Alcaloides, coumarines, terpénoides, quinones et stéroides
3 Crassocephalum montuosum  PA  Coumarines, saponines et terpénoides, anthocyanes et
tanins
4 Crassocephalum PA  Coumarines, saponines et terpénoides, flavonoides et
picridifolium stéroides
5 Dalbergia katangensis F Coumarines, quinones et saponines
ET Coumarines, quinones et saponines, tanins et terpénoides
6 Dialium angolense F Anthocyanes, quinones, stéroides, tanins et flavonoides
ET Coumarines, quinones, saponines, stéroides, tanins et
terpénoides
ER Anthocyanes, coumarines, saponines, tanins et
terpénoides
7 Isoberlinia angolensis PA Alcaloides, quinones, saponines et tanins, coumarines
8 Isoberlinia tomentosa PA Anthocyanes, flavonoides, stéroides et terpénoides,
coumarines
9 Julbernardia paniculata F Stéroides, tanins, anthocyanes et saponines

ET Stéroides, tanins, anthocyanes, saponines et quinones
ER Stéroides, tanins, quinones, coumarines et terpénoides
10  Rothmannia engleriana F Anthocyanes, terpénoides, coumarines, saponines et
stéroides, quinones et tanins
ET anthocyanes et de terpénoides,
ER anthocyanes et de terpénoides, coumarines, saponines et
stéroides, quinones et tanins
11  Solanecio cydoniifolius PA anthocyanes, des coumarines, des flavonoides, des tanins
et des terpénoides

PA : Partie aérienne ; PU : Partie utilisée ; T : tige ; F : Feuilles ; ET : Ecorces de tige ; ER : Ecorces de
racines ; R : Racine.

Bien qu’aucune information phytochimique n’ait ét¢ rapportée dans la littérature sur ces plantes,
il conviendrait de noter que certaines plantes de mémes genres présentent certaines similitudes
du point de vue phytochimique. En effet, dans le genre Aframomum, Aframomum melegueta
Stick (Alaje et al., 2014) et Aframomum zambesiacum (Baker) K. Schum (Kenmogne et al., 2006)
contiennent des stéroides, groupe également identifié chez Aframomum laurentii dans la présente
étude. Dans le genre Dalbergia, il a été rapporté chez Dalbergia louvelii R.Vig. (Beldjoudi et al.,
2003), Dalbergia odorifera T.C. Chen (Huanghuali) (Beldjoudi et al., 2003 ; Liu et al., 2005) et
Dalbergia conchinchinensis Pierre (Pathak et al., 1997 ; Zhao et al., 2013) des quinones et des
terpénoides, également identifies chez Dalbergia katangensis dans la présente étude. Dans le
genre Dialium, Okwu & Ekeke (2003) ainsi que Akinpelu et al. (2011) ont rapporté chez Dialium
guineense Wild, la présence des flavonoides, des stéroides et des tanins dans les feuilles. Ces
groupes ont également éte identifiés chez D. angolense dans cette étude. De méme, la littérature
rapporte la présence des stéroides et des terpénoides chez Rothmannia glabosa (Hochst.) (Jensen,

1983), Rothmannia wittii (Craib) Bremek (Kanchanapoom et al., 2002), Rothmannia
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macrophylla (Hook.f.) Bremek. (Ling et al., 2001), Rothmania hyspida (K Schum.) et
Rothmannia longiflora Salisb. (Udia et al., 2013). Ces groupes ont également été identifiés chez

Rothmannia engleriana dans la présente étude.

D’autre part, ce travail a confirmé la présence de certains groupes phytochimiques rapportés par
les travaux antérieurs chez certaines espéeces. Ce sont entre autres des flavonoides et des
terpénoides chez Chenopodium opulifolium (Bylka & Kowalewski, 1997 ; Dembitsky & Hanus,
2008), des flavonoides et des terpénoides chez Ekebergia benguellensis (Connolly & Hill, 2000
; Chavez et al., 2001), des stéroides, des terpénoides, des flavonoides et des saponines chez Ochna
schweinfurthiana (Abdullahi et al., 2010), des saponines, des stéroides et des terpénoides chez

Syzygium cordatum (Mzonke, 2011).

A coté de ces similitudes, quelques disparités ont également été observées. C’est notamment dans
les feuilles de Syzygium cordatum récoltées a Cape Town (RSA) en février ou les alcaloides
avaient été identifiés par Mzonke (2011) contrairement a la présente étude. De méme, alors que
la 4-méthoxy-5-hydroxyméthylcoumarine a été isolée des écorces de racines d’Ekebergia
benguellensis par Jonker et al. (1997) sur les échantillons récoltés en février a Ugowora dans le
district de Tabora en Tanzanie, les écorces de racines de la méme plante, récoltée en février a

Bagira en RD Congo, au cours de cette étude, ne disposent pas de coumarines.

Le fait que les plantes n’aient pas été récoltées dans le méme environnement constitue une
explication probable de ces disparités observées. En effet, plusieurs auteurs soutiennent que la
composition de la plante en métabolites secondaires dépend de plusieurs facteurs notamment le
climat, le moment de la récolte, ainsi que I’age de la plante (Goldman, 2001 ; Firenzuoli & Gori,
2007 ; N’guessan et al., 2009 ; Bakari, 2015).

Ce criblage phytochimique montre qu’a c6té des flavonoides et des terpénoides tres rencontrés
dans ces plantes, bien d’autres composés a potentiel antiplasmodial les constituent et pourraient
justifier leurs autres indications renseignées soit dans la littérature soit lors de notre enquéte
ethnobotanique. Ce criblage permet également d’établir pour la premiere fois les informations

phytochimiques sur les 11 espéces reprises dans le tableau XVII.

11.4.3. Choix de Dialium angolense parmi les 53 plantes réputées antimalariques a
Bagira (RDC).

Parmi les plantes répertoriées lors de la phase d’enquéte, quatre critéres ont permis de porter le
choix sur Dialium angolense pour une étude phytochimique approfondie et celle des activités
antioxydante, antimicrobienne et hépatoprotectrice. Ce sont notamment la revue de la littérature,

la fréquence de citations lors de I’enquéte, 1’activité antiplasmodiale ainsi que la toxicité in vivo.
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11.4.3.1. Présélection de 10 plantes pour le criblage antiplasmodial

La revue de la littérature a renseigné que, parmi les 53 plantes recensées, l’activité
antiplasmodiale de 18 d’entre elles est méconnue. Un deuxiéme critére a ainsi été examiné pour
savoir lesquelles, parmi ces plantes, ont un impact dans le milieu d’étude. Les plantes qui ont

présenté une fréquence de citations (Fi) > 10 % ont été selectionnées (Tableau XVIII).

Tableau XVIII. Choix de 10 plantes parmi les 18 réputées antimalariques a Bagira

N° Espéce (Famille) Effectif  Fréquence Décision
(%, n=85)
1  Aframomum laurentii (Zingiberaceae) 11 12,9 Retenue
2  Chenopodium opulifolium (Chenopodiaceae) 11 12,9 Retenue
3 Clematis villosa (Ranunculaceae) 1 1,2 Non retenue
4  Crassocephalum montuosum (Asteraceae) 2 2,4 Non retenue
5  Crassocephalum picridifolium (Asteraceae) 1 1,2 Non retenue
6  Dalbergia katangensis (Fabaceae) 12 14,1 Retenue
7  Dialium angolense (Fabaceae) 12 14,1 Retenue
8 Dialopsis africana (Sapindaceae) 1 1,2 Non retenue
9  Ekebergia benguellensis (Meliaceae) 16 18,8 Retenue
10 Eleusine indica (Poaceae) 1 1,2 Non retenue
11 Hypoestes triflora (Acanthaceae) 1 1,2 Non retenue
12 Isoberlinia angolensis (Fabaceae) 1 1,2 Non retenue
13 Isoberlinia tomentosa (Fabaceae) 1 1,2 Non retenue
14 Julbernardia paniculata (Fabaceae) 12 14,1 Retenue
15 Ochna schweinfurthiana (Ochnaceae) 11 12,9 Retenue
16 Psorospermum corymbiferum (Hypericaceae) 11 12,9 Retenue
17 Rothmannia engleriana (Rhubiaceae) 11 12,9 Retenue
18 Senecio cineraria (Asteraceae) 11 12,9 Retenue

Ainsi, 10 plantes ont satisfait au critére en rapport avec la fréquence de citations et ont été

sélectionnées pour le criblage antiplasmodiale.

I1.4.3.2. Sélection de six plantes sur base de ’activité antiplasmodiale in vitro.

L’activité antiplasmodiale a porté sur la souche chloroquinosensible (3D7) et sur la souche
chloroquinorésistante (W2). Les extraits sont catégorisés suivant la classification de Jonville et
al (2008) (11.3.7.).

Le criblage antiplasmodial de 30 extraits issus de 10 plantes présélectionnées sur la souche 3D7,
a révelé 5 extraits trés actifs (16,7 %), 6 extraits actifs (20 %) et 5 extraits modérément actifs
(16,7 %). Les extraits méthanolique et aqueux des feuilles respectivement de Dalbergia
katangensis et de Dialium angolense ont présenté I’activité la plus élevée de la série. Ils sont
suivis de 3 autres extraits : extrait n-hexanique des feuilles de Dalbergia katangensis ainsi que

les extraits méthanoliques de la partie aérienne de Chenopodium opulifolium et des feuilles de
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Dialium angolense. Seules 3 especes, Aframomum laurentii, Julbernardia paniculata et Senecio

cineraria n’ont pas présenté d’activité antiplasmodiale (Tableau X1X).

Tableau XIX. Activité antiplasmodiale sur la souche chloroquinosensible 3D7 des extraits de dix
espéces végétales

Espéce vegétale PU Extrait Extrait n- Extrait

N° aqueux hexanique méthanoligue
Clso: X £S, n=3(ug/mL)

1 Aframomum laurentii PE 69,5+2,3 121+£2,3 63,6 +9,2
2 Chenopodium opulifolium PA 7,1+0,2° 123,1+0,2 49 +0,12
3 Dalbergia katangensis F 5,6+0,3 47+0,3 29+0,2
4 Dialium angolense F 3,1+0,1 17,2+0,3 45+0,12
5 Ekebergia benguellensis ER 68,4 £ 0,1° 132+2,3 159+0,5
6 Julbernardia paniculata F 59,7 £ 0,5° 87+23 515+0,1
7 Ochna schweinfurthiana ET 16,4 £ 0,32 136 +£2,1 11,7+0,7
8 Psorospermum corymbiferum ER 19,4 +0,7° 6,7+0,3 55101
9 Rothmannia engleriana F 16,3 +0,5° 451+23 6,1+1,7
10 Senecio cineraria PE 61,2 +0,1° 71,4+ 0,7 54,6 +0,7

Chloroquine 0,02 £0,01

Quinine 1,65+ 0,6¢

Analyse des variables par ANOVA a une voie avec comparaison multiple par le test de Turkey des extraits
a la chloroquine. La quinine est comparée a la chloroquine par le test T de Student. Seuil de décision p <
0,05. 2p<0,01;°p<0,001;°p<0,0001.

Les deux molécules (quinine et chloroquine) qui représentent le groupe contréle positif ont
présenté une trés forte activité mais la chloroquine a présenté une activité plus élevée que la
quinine (Tableau XIX). Plusieurs études réalisées sur la souche plasmodiale 3D7 (El Tahir et al.,
1999 ; Musonda et al., 2007 ; Bero et al., 2009) ont montré que la chloroquine avait une activité
de ’ordre de 0,02 pg/mL. D’autre part, dans plusieurs criblages antiplasmodiaux, la quinine
présente une forte activité sur la souche 3D7 quoi que variant sensiblement d’un modéle
expérimental a I’autre. Les études réalisées par Lusakibanza en 2012 (Clso= 3,51 pg/mL) et Tona
en 2004 (Clso= 0,25 £ 0,02 pg/mL) constituent des exemples illustratifs. Dans la présente étude,
le pouvoir antiplasmodial de la quinine (Clso= 1,65 = 0,06 pg/mL) se situe dans cet intervalle de

0,25 a 3,5 pg/mL.

Ces résultats montrent que parmi les 10 plantes issues de notre enquéte ethnobotanique a Bagira
et pour lesquelles aucune activité antiplasmodiale n’est signalée dans la littérature, 7 plantes ont
une activité antiplasmodiale sur la souche chloroquinosensible 3D7. 1l s’agit de Chenopodium
opulifolium, Dalbergia katangensis, Dialium angolense, Ekebergia benguellensis, Ochna
schweinfurthiana, Psorospermum corymbiferum et Rothmannia engleriana. Ces résultats sont

néanmoins loin d’étre satisfaisants pour autant que ces plantes sont utilisées dans une région
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Chloroquinoreésistante (WHO, 2019). Pour cela nous les avons soumis au criblage sur la souche

chloroquinorésistante W2.

Parmi les 17 extraits issus de 7 plantes testées, 11 extraits issus de 6 plantes présentent au moins
une activité antiplasmodiale modeérée sur la souche W2 et parmi eux, trois extraits issus de 2
plantes présentent une forte activité antiplasmodiale, Dalbergia katangensis (EM : Clso = 3,6 £
0,1 pg/mL) et Dialium angolense (EM : Clso= 3,9 = 0,1ug/mL et EA : Clso = 4,5 £ 0,1 pg/mL).
Six extraits issus de 4 plantes présentent une activité antiplasmodiale et deux extraits issus de 2
plantes, une activité modérée. Psorospermum corymbiferum ne présente pas d’activité sur la

souche chloroquinorésistante (Tableau XX).

Tableau XX. Activité antiplasmodiale in vitro sur la souche chloroquinorésistante W2 des extraits
de 7 plantes réputées antimalariques a Bagira et actives sur la souche 3D7

N  Espéce végétale PU Extrait Extrait n- Extrait
aqueux hexanique méthanolique
Clso: XS, n=3 (ug/mL)
1 Chenopodium opulifolium PA 14,1 +0,2 ND 6,9+0,3
2 Dalbergia katangensis F 72+0,1 6,5+0,3 3,6+0,1
3 Dialium angolense F 45+0,1 185+0,1 39+0,1
4 Ekebergia benguellensis ER ND ND 20,1 +1,7
5 Ochna schweinfurthiana ET 61,2+0,1 ND 14,7 £0,7
6 Psorospermum corymbiferum ER 78,1+0,1 915+0,1 58,5+0,1
7 Rothmannia engleriana F ND ND 141+11
Chloroquine 66,2+ 0,1
Quinine 152+0,6

ND : Non déterminé, EM : extrait méthanolique, EA : extrait aqueux

La quinine présente une forte activité antiplasmodiale avec une Clsp de 1,52 + 0,6 pg/mL
contrairement a la chloroquine qui, avec une Clso = 66,2 + 0,6 ug/mL, ne présente pas d’activité,
preuve que nous sommes en présence d’une souche chloroquinorésistante. L’activité de la quinine
dans nos conditions expérimentales est inférieure a celle trouvée par Kiplagat et al. (2016) dont
la Clso était de 0,106 pg/mL.

A Tissue de ces résultats du criblage de I’activité antiplasmodiale sur la souche
chloroquinosensible 3D7 (Tableau XIX) et sur la souche chloroquinorésistante W2 (Tableau
XX), deux plantes se sont illustrées en téte de serie (Clso < 5 ug/mL), Dalbergia katangensis et
Dialium angolense. Pour ces espéces, aucune étude d’évaluation de ’activité antiplasmodiale
n’est rapportée par la littérature accessible. Néanmoins, 1’activité antiplasmodiale des plusieurs
especes des mémes genres est rapportée. En effet, dans le genre Dialium, I’extrait au
dichlorométhane des parties aériennes de Dialium guineense (Bero et al., 2009b) est rapporté
active sur la souche plasmodiale 3D7 avec une Clsg de 42,1 + 17,1 pug/mL (Bero et al, 2009b) .
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Pour le genre Dalbergia, une étude réalisée a Madagascar par Beldjoudi et al. (2003) rapporte
I’activité antiplasmodiale de quatre flavonoides isolés de feuilles de Dalbergia louvelii R. Viguier
(Fabaceae). De ces flavonoides, la (R)-4’-méthoxydalbergione [74] est la molécule la plus active
avec une Clsg de 5,8 £ 0,15 pg/mL sur la souche 3D7. De méme, chez Dalbergia parvifolia
Roxb., un isoflavone, dalparvone [75], isolé par Songsiang et al. (2009) a présenté une activité
antiplasmodiale intéressante (Clso = 8,19 pg/mL) sur la souche K1 multirésistante. De plus, lors
d’une étude réalisée par Singh et al. (2015), ’extrait méthanolique des racines de Dalbergia
sissoo DC avait présenté une activité antiplasmodiale avec une Clso de 14,5 pg/mL sur la souche
3D7. De méme, au cours des travaux de Nondo et al. (2015), I’extrait éthanolique des feuilles de
Dalbergia malangensis EP Sousa a présenté une activité antiplasmodiale (Clso = 9,78 + 7,9

pg/mL sur la souche Dd2).

Trois autres espéces viennent au second plan avec 5< Clso <15 pg/mL. 1l s’agit de Chenopodium
opulifolium, Ochna schweinfurthiana et Rothmannia engleriana. Ces espéces étaient jusqu’alors
non étudiées du point de vue activité antiplasmodiale. Néanmaoins, dans les mémes genres, nous
trouvons des especes actives. Dans le genre Chenopodium, les feuilles de C. ambrosioides L.
(Schwikkard & Van Heerden, 2002) et de C. schraderianum Schult. (Abdel-Sattar et al., 2009)
sont rapportées actives sur P. falciparum 3D7. Pour C. ambrosioides, cette activité, avec une
Clioo de 2,5 ng/mL sur la souche FCR3, est attribuée a I’ascaridole [76], un monoterpene
endoperoxyde isolé de la méme plante (Pollack et al., 1990). Dans le genre Ochna, le biflavone
isolé de O. integerrima (Ichino et al., 2006) a montré une activité antiplasmodiale trés
intéressante (Clso = 0,080 pg/mL sur la souche K1). Dans le genre Rothmannia, il a été rapporté
I’activité antiplasmodiale faible de I’extrait methanolique de feuilles de R. longiflora sur la

souche K1 avec une Clso de 80 pug/mL (Addae-Kyereme et al., 2001).

Au troisiéme plan nous trouvons Ekebergia benguellensis dont I’activité est modérée (15< Clso
<50 ug/mL). Si aucune activité antiplasmdiale antérieure n’est rapportée pour 1’espéce végétale,
dans le méme genre, 6 terpénoides a activité antimalarique ont été isolées des écorces de tige
d’Ekebergia capensis Sparrm dont le 2-hydroxyméthyl-2,3,22,23-tetrahydroxy-2,6,10,15,19,23-
hexaméthyl-6,10,14,18-tetracosatetraene avec une Clso de 0,2 pg/mL était la molécule la plus
active (Murata et al., 2008).

P. corymbiferum n’a pas été actif sur la souche W2. La littérature rapporte cependant 1’activité
antiplasmodiale de certaines molécules des espéces du méme genre. C’est le cas de
I’acétylvismione D [77], un dérive anthracénique, isolé des extraits au dichlorométhane des
racines de P. senegalense Spach (Clso = 10,8 pg/mL sur la souche 3D7) et de P. glaberrimum
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Hochr (0,054 pg/mL sur la souche W2) respectivement par Jansen et al. (2010) et Lenta et al.
(2008).

Les 6 plantes actives sur les souches plasmodiales 3D7 et W2 ont été soumis au criblage pour
I’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine. Trois especes végétales se sont illustrées

actives (Cl< 50 pug/mL), D. katangensis et D. angolense ont été les plus actives (Tableau XXI).

Tableau XXI. Activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine de six plantes actives sur la souche
chloroquinoresistante W2

N  Espece végétale PU Extrait Extrait n- Extrait
aqueux hexanique méthanolique
Clso: X£S,n=3(ug/mL)
1 Chenopodium opulifolium PA 295+0,2 ND 98,4+1,2
2 Dalbergia katangensis ER 10,1 +0,6 21,1+0,18 73+0,1
3 Dialium angolense F 95+0,5 30,6 +0,2 7,1+0,1
4 Ekebergia benguellensis ER ND ND 98,6 +0,5
5 Ochna schweinfurthiana ET ND ND 31,8+0,8
6 Rothmannia engleriana F ND ND 98,3+1,6
Chloroquine 0,018+0,2
Quinine 1,65+ 0,6 X4

Comparaisons avec les tests t de Student t entre Dalbergia katangensis et Dialium angolense avec un
seuil de décision a p<0,05. X': comparaison avec la chloroquine avec @ p< 0,01 ; “p< 0,0001. ND : non
déterminée.

L’inhibition de la synthése de 1’hémozoine est un mécanisme par lequel agissent certains
antimalariques a ’exemple des 4 -amino-quinoléines (Stocks, 2002 ; Jochem et al., 2003). La
chloroquine présente une activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine plus élevée que celle
de la quinine conformément a la littérature (Stocks et al., 2002 ; Sullivan et al., 1996a). La
chloroquine constitue donc la molécule de choix comme référence lors d’un criblage évaluant

I’activité inhibitrice de la synthése de 1’hémozoine.

Sur 11 extraits, 4 issus de 2 plantes, Dialium angolense et Dalbergia katangensis, ont présenté
une activité inhibitrice de la synthése de 1’hémozoine avec une Clsp Située entre 5 et 15 pg/mL.
Cette activité est inférieure de moitié a I’activité antiplasmodiale observeé sur la souche W2
(Dialium angolense : 3,9+ 0,1 et 7,1+0,1 pg/mL, p<0,0001, Dalbergia katangensis : 3,6 £ 0,1
et 7,3 £ 0,1 p< 0,0001) au cours de la présente étude. Cette observation laisse suggérer qu’au-
dela de I’inhibition de la synthése de I’hémozoine, les extraits de ces deux plantes agissent par
un autre mecanisme, renforgant ainsi 1’idée de la présence de plusieurs principes agissant

probablement en synergie pour I’expression de I’activité antiplasmodiale.

Les résultats de cette section montrent que 1’extrait méthanolique des feuilles de Dalbergia
katangensis est actif sur la souche W2 avec une Clsode 3,6 £ 0,1 pg/mL. 1l présente aussi a une
activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine avec une Clso= 7,3 = 0,1 pug/mL. Il en est de
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méme de I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium angolense dont 1’activité sur la souche
W2 a une Clsode 3,9 £ 0,1 pg/mL et I’inhibition de la synthése de 1’hémozoine présente une Clso
de 7,1 £ 0,1 pg/mL. Ces deux plantes, Dialium angolense et Dalbergia katangensis, sont les plus
actives et sont donc éligibles pour les criblages in vivo.

11.4.3.3. Activité antiplasmodiale in vivo des extraits de feuilles de Dalbergia
katangensis et de Dialium angolense chez Mus musculus.

Trois parametres ont permis d’apprécier 1’activité antiplasmodiale des extraits organiques et
aqueux des feuilles de Dalbergia katangensis et de Dialium angolense administrés aux doses de
50, 100, 200, 300 et 500 mg/kg de poids. Ce sont entre autres le taux de suppression de la
parasitémie (TSP) apreés traitement, le temps de survie (TS) jusqu’au 28° jour d’expérimentation
et la variation de poids. Les souris ont été infectées par deux souches, P. berghei ANKA

chloroquino-résitante et P. yoelii MDR (multi-drug résistante).

1. Activité antiplasmodiale sur la souche chloroquinosensible P. yoelii MDR

Une baisse de la parasitémie dose-dépendente a été observée dans tous les groupes traités en
comparaison au contrdle négatif. Dans les groupes traités avec 100 et 500 mg/kg, la suppression
de la parasitémie a été plus élevée dans les groupes traités aux extraits méthanoliques qu’aux
extraits aqueux. La parasitémie chez Mus musculus infectés au Plasmodium yoelii puis traités par
les différents extraits de Dalbergia katangensis a varié entre 2,2 + 0,2 % (EM a 500 mg/Kg) et
22,1 + 0,1 % (EM a 50 mg/Kg) et celle des Mus musculus qui ont recu les extraits de Dialium
angolense a varié entre 2,2 + 0,1 % (EM a 500 mg/Kg) et 24,1 £ 0,3 % (EA a 50 mg/Kg). Le taux
de suppression de la parasitémie (TSP) a varié entre 21 + 0,1 et 93 + 0,6 % chez Dalbergia
katangensis soit une amplitude de 62 et entre 21 + 0,3 et 92 £+ 0,4 % chez Dialium angolense soit
une amplitude de 71 (Tableau XXII).

Tableau XXI1. Activité antiplasmodiale in vivo (X + S, n=5) des extraits des feuilles de Dalbergia
katangensis et Dialium angolense sur Mus musculus infectés au Plasmodium yoelii

(MDR)
Dose Parasitémie Taux de suppression Temps de Survie :
(mg/kg) P J5 (%) parasitaire TS (J)
TSP (%)
Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait

aqueux méthanolique agueux méthanoligue aqueux méthanolique

50 231+0,1% 241+01% 24+03 21+0,1 8 8
100 22,8+03%a 231+01% 25+04 24+02 8 12
200 1214025 1174025 60+05 62+0,3 10 14
Dalbergia 300 68+02X°  63+0,1% 78+03 79+072 16 16
katangensis 400 33+02% 32+01X° 89+06 90+05 18 18

500 2,7+0,1% 22+0,2%¥2 91+0,4 93+0,6 26 26
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Dose Parasitémie Taux de suppression Temps de Survie :
(mg/kg) P J5 (%) parasitaire TS (J)
TSP (%)
Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
aqueux méthanolique agueux méthanoliqgue aqueux méthanolique
Dialium 50 241+0,3% 241+01%® 21+0,3 21+0,1 16 18
angolense 100 23,4+01% 234+02%® 23+0,4 23+0,2 28 28
200 11,9+01%  11,1+01* 61+0,5 64 +0,2 28 28
300 6,8 £0,1%® 6,3+0,2% 78+0,3 79105 28 28
400 3,2+0,2%¢ 33+£0,1% 90+04 89+0,6 28 28
500 2,2+0,2%¢ 2,7+£01% 92+04 91+0,7 28 28
Quinine 10 4,1+0,1% 41+01% 84+05 84+04 28
NaCl 0,9 % 0,2 mL 30,5+0,1 30,5+0,1 0 0 8 8

ANOVA a une voie avec le test de comparaison multiple de Dunette, XComparé au véhicule, YComparé a
I’extrait aqueux, 2p<0,01, ? p<0,001, ¢ p<0,0001 ; EM : extrait méthanolique, EA : extrait aqueux, ND : non
déterminé

Le temps de survie dans le groupe infecté et non traité a été de 8 jours alors qu’il a varié entre 8
et 26 j chez les rats traités par Dalbergia katangensis aux doses allant de 50 a 500 mg/kg et de 18
a 28 j chez les souris traitées par des doses allant de 50 a 500 mg de Dialium angolense /kg de
poids. L’administration des extraits de Dalbergia katangensis et Dialium angolense a donc
amélioré le temps de survie chez les souris. Dialium angolense offre le meilleur temps de survie
(28 j) a partir de la dose de 100 mg/kg.

Le taux de suppression parasitaire a varié entre 20 et 94 % et a été dose-dépendant (Figure 24).
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Figure 24. Courbes doses et effets de la variation de la parasitémie sur Mus musculus infesté par
Plasmodium yoelii.

TSP : taux de suppression parasitaire ; EADK : extrait aqueux de Dalbergia katangensis, EA : extrait
aqueux ; EM : extrait méthanolique, DA : Dialium angolense ; DK : Dalbergia katangensis ; Resulats
exprimés sous forme de X+ S,n=5
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2. Activité antiplasmodiale sur la souche multi-drogue-reésistante P. berghei ANKA

Comme sur la souche P. berghei, I’administration des extraits a sensiblement diminué la
parasitémie de P. yoelii en fonction de la dose chez les souris et aucune différence significative
n’a été observée entre les souris traitées par I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux. Le temps
de survie a donc augmenté avec la dose, de méme que le taux de suppression parasitaire (Tableau
XXIII).

Tableau XXIII. Activité antiplasmodiale in vivo (X+ S, n = 5) sur Mus musculus infectés par
Plasmodium berghei des extraits des feuilles de Dalbergia katangensis et Dialium

angolense

Dose Parasitémie au J5 (%) Taux de suppression Temps de

(mg/kg) parasitaire (%) survie (J)

Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait

aqueux  méthanolique aqueux méthanoligue aqueux méthanolique

Dalbergia 50 242+0,1% 242+0,1* 20+0,1 20+ 0,5 8 8
katangensis 100  23,4+0,1** 23,1+0,1%* 23+0,2 24 +£0,6 8 12
200 11,8+0,1* 109+02* 61+0,2 64 +0,6 10 14
300 6,4 £0,1% 6,0+£0,1% 79+0,2 80£0,7 16 16
400 2,9+0,2% 27+01% 90+04 91+0,7 25 25
500 2,1+0,1%¢ 1,9+0,2% 93+05 94+0,1 26 26
Dialium 50 239+02% 239+0,1* 21+0,1 21+05 16 18
angolense 100 234+0,1% 234+02% 23+05 23+0,8 28 28
200 11,8+0,1* 109+0,1* 61+0,6 64 +0,7 28 28
300 6,7 £0,1% 6,4+02%°  78+0,6 79+£09 28 28
400 2,9+0,1% 33+0,1* 9007 89+0,2 28 28
500 2,3+0,2%¢ 27+01* 92+0,8 91+0,1 28 28
Quinine 10 4,1+0,1% 4+0,2% 85+0,1 84+0,1 - 28
NaCl09% 02mL 304+01 30,4+0,1 0 0 8 8

ANOVA a une voie avec le test de comparaison multiple de Dunette, Résultats exprimés sous forme de X+ S, n =
5. X Comparaison faite avec le véhicule ; ¥ Comparaison faite avec 1’extrait aqueux. 2p<0,01, °p<0,001,

°p<0,0001. EM : extrait méthanolique ; EA : extrait aqueux
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extraits aqueux de Dalbergia katangensis ; EA : extrait aqueux, EM : extrait
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Figure 25. Courbes doses et effets de la variation de la parasitémie chez Mus musculus infestés par
Plasmodium berghei.

3. Activité antiplasmodiale in vivo expriméee en fonction de la dose efficace 50 (DEso).

Les différentes doses efficaces 50 (DEso) ont varié entre 180 et 198 mg/kg sur P. yoelii et entre
180 et 191 mg/kg sur P. berghei. Dans I’ensemble, les extraits aqueux ont présenté une activité
supérieure aux extraits méthanoliques et Dialium angolense, une activité comparable a celle de

Dalbergia katangensis (Tableau XXIV).

Tableau XXIV. Activité antiplasmodiale in vivo des extraits des feuilles de Dalbergia katangensis et
Dialium angolense exprimée sous forme des DEsg

Plasmodium berghei Plasmodium yoelii
DEso :X+ S mg/kg,n=5
Dialium Dalbergia Dialium Dalbergia
angolense katangensis angolense katangensis
Extrait méthanolique 190,9+0,5 197,6 + 5,1%avd 1916+£21 187,4+4,1
Extrait aqueux 180,4 £ 3,1%¢Ye 1837 +3,4%Y*  180,4 + 1,3X¥° 1883+ 1,1

X Comparé a I’activité de I’extrait méthanolique de D. angolense sur la souche P. berghei, ¥ Comparé a
I’activité de I’extrait aqueux de D. katangensis sur P. yoelii. DEso (Dose efficace 50 %) est la dose qui
réduit 50 % de la parasitémie des souris exposées.

Les extraits agueux et méthanoliques de D. angolense ont présenté une méme activité sur les deux
souches plasmodiales bien que globalement, I’extrait aqueux ait été plus actif que I’extrait
méthanolique. Chez D. katangensis, nous avons observe une différence d’activité des extraits sur
les deux souches (Tableau XXIV).
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Des travaux antérieurs (Deharo et al., 2001, Bonkian et al., 2018 ; Baah et al., 2020 ; Tali et al.,
2020) ont classifié 1’activité antiplasmodiale des extraits en fonction de leurs taux de suppression
parasitaire (TSP) comme suit : trés bonne si le TSP > 50 % a la dose de 100 mg/kg, bonne si TSP
est > 50 % a 250 mg/kg et modérée si TSP est > 50 % a 500 mg/kg. En utilisant cette
classification, les différents extraits soumis a I’expérimentation au cours de cette étude,
présentent une bonne activité antiplasmodiale in vivo aussi bien sur Plasmodium berghei que sur
P. yoelii. Eu égard a ce qui précede, les feuilles de D. katangensis et D. angolense bien que
présentant de différence de I’activité antiplasmodiale in vivo en faveur de D. angolense,

appartiennent a la méme catégorie, celle des plantes avec une bonne activité.

En comparaison a certains antimalariques utilisés en médecine traditionnelle en RDC, D.
katangensis et D. angolense ont été moins actives que les feuilles de Senna occidentalis (L.) Link
(Fabaceae) : extrait méthanolique, TSP de 73 % a 200 mg/kg sur P. berghei ANKA (Daskum et
al., 2019), Phyllanthus niruri L. (Phyllanthaceae) : extrait éthanolique TSP de 73 % a 200 mg/kg
(Tona et al., 2001) et les écorces de racines d’Alstonia congensis Engl. (Apocynaceae) : Extrait
aqueux, TSP de 80,43 + 0,12 mg/kg sur P. berghei ANKA (Cimanga et al., 2019). L’activité
antimalarique de D. katangensis et de D. angolense ont néamoins été plus prononcées que des
feuilles de Physalis angulata L (Solanaceae): Extrait méthanolique, TSP = 60 % a 300 mg/kg et
Anisopappus chinensis Hook (Asteraceae): extrait aqueux, TSP: 46,6 % a 300 mg/kg
(Lusakibanza et al., 2012) ainsi que les feuilles de Morinda morindoides (Baker) Milne-Redh.,
Rubiaceae: extrait éthanolique, TSP : 31,3 % a 200 mg/kg (Tonaetal., 2001), Lantana camara L.
(Verbenaceae) : Extrait méthanolique, TSP : 72,6 % a 500 mg/kg (Ranpariya et al., 2016).

Dialium angolense a présenté sur les deux souches plasmodiales, P. yoelii et P. berghei, une
activité dont la DEso a été de 180,4 mg/kg pour I’extrait méthanolique contrairement a 1’extrait
aqueux dont la DEsg a présenté une moyenne de 191,2 mg/kg. Pour Dalbergia katangensis, les
moyennes de DEsg sont respectivement de 186 mg/kg pour I’extrait méthanolique et 192,5 mg/kg

pour 1’extrait aqueux.

4. Evolution pondérale des souris lors de I’évaluation de ’activité antiplasmodiale in vivo

Les souris traitées par Dalbergia katangensis et Dialium angolense aux doses de 50 et 100 mg/kg
ont observe une evolution pondérale normale lorsque comparées au groupe controle négatif. Aux
doses supérieures (200-500 mg/kg) une oscillation avec tendance a la baisse a été observée dans
les groupes traités aux extraits de D. katangensis contrairement aux groupes traités aux extraits
de D. angolense lesquels ont observé une hausse suivie d’une stabilisation a partir du 14° jour

d’expérimentation (Figure 26).
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Figure 26a. Evolution de poids des souris traités aux extraits de Dialium angolense (b) ou de Dalbergia
katangensis (a) sur les souches P. berghei (a et b). N=5

Prélevements des poids effectués tous les 7 jours depuis une semaine avant le traitement (J-7) jusqu’au 28¢
jour d’expérimentation. Résultats exprimés sous forme de Moyenne =+ Ecart type, N=5. DA : Dialium
angolense, DK : Dalbergia katangensis ; DK100 : Groupe traité par la dose de 100 mg d’extrait de D.

katangensis /kg poids des souris
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Figure 26b. Evolution de poids des souris traités aux extraits de Dialium angolense (d) ou de
Dalbergia katangensis (c) sur P. yoelii. N = 5.

Les résultats obtenus lors de cette phase de 1’évaluation de I’activité antiplasmodiale in vivo
montrent que les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de Dialium angolense et de
Dalbergia katangensis présentent une bonne activite aussi bien sur la souche
chloroquinorésistante (P. berghei ANAKA : DEso de 180-198 mg/kg) que sur la souche

multirésistante (P. yoelii MDR : 180-192 mg/kg) chez la souris. Ces résultats constituent une
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étape importante dans la validation des connaissances ethnobotaniques de ces deux plantes. Ils
suggerent des études complémentaires tant du point de vue phytochimique que toxicologiques.

11.4.3.4. Toxicite aigué de Dalbergia katangensis et Dialium angolense sur Mus
norvegicus

La toxicité aigué a été évaluée par I’examen des signes cliniques, de marqueurs biochimiques, la
dose létale de 50 % des sujets exposes (DLso) aux différents extraits et la dose maximale tolérée
(DMT).

1. Signes cliniques de la toxicité aigué

Chez Mus norvegicus, I’administration des fortes doses d’extraits de Dalbergia katangensis n’a
induit aucun signe clinique jusqu’a la dose de 3,2 g/kg ou progressivement sont apparues
I’asthénie générale et la dyspnée, la somnolence, ’anorexie et le redressement des poils. En
revanche, aucun des signes précités n’a été observé chez Mus musculus qui ont regu les extraits

des feuilles de Dialium angolense aux doses expérimentales (Tableau XXV).

Tableau XXV. Signes cliniques observés sur Mus norvegicus apres administration des extraits
méthanoliques et aqueux de Dalbergia katangensis et Dialium angolense
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2. Evolution pondérale chez Mus norvegicus lors de I’évaluation de la toxicité aigué

La figure 27 illustre 1’évolution pondérale des rats exposés aux fortes doses, de 0,8 g/kg a 12,8

g/kg, de Dialium angolense et Dalbergia katangensis en administration orale et unique.
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Figure 27. Evolution pondérale des Mus norvegicus lors de I’évaluation de la toxicité aigué apres
administration de différentes doses de Dalbergia katangensis (a) et de Dialium angolense (b).

N = 6 EA800DK : groupe traité par 800 mg de I’extrait aqueux de Dalbergia katangensis (DK) /kg de poids;
EA12800DA : groupe tratié¢ par 12800 mg d’extrait aqueux de Dialium angolense (DA) /kg de poids des
rongeurs.

Le groupe de contrdle négatif n’a pas présenté de baisse de poids contrairement aux groupes
essais qui ont recu les extraits de Dalbergia katangensis (Figure 27). Ces groupes essais ont
manifesté une baisse de poids a partir du 4° jour d’observation. En revanche, aucune anomalie de
poids n’a été observée dans les groupes qui ont été intoxiqués par Dialium angolense en
comparaison au groupe de contréle. Ainsi, la toxicité aigué des extraits aqueux et méthanoliques
de Dalbergia katangensis s’exprime par une perte de poids contrairement aux extraits de Dialium
angolense. Rappelons que lors de 1’évaluation de 1’activité antiplasmodiale in vivo sur Mus
musculus une tendance a la baisse de poids a été observée chez les souris infectées puis traitées
aux doses > 300 mg/kg de poids de Dalbergia katangensis (Figure 27). Une des explications
possibles de cet amaigrissement serait 1’anorexie observée lors de I’examen clinique (Tableau
XXV).
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3. Profil hématologique des Mus norvegicus apreés administration des fortes doses de

feuilles de Dalbergia katangensis et Dialium angolense

Nous reprenons dans le tableau XX V1, les résultats des examens hématologiques réalisés sur Mus
norvegicus apres exposition aux extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de Dalbergia
katangensis et Dialium angolense aux doses de 800, 1600, 3200, 6400 et 12800 mg/kg par voie

orale.

Tableau XXVI. Données hématologiques (X + S, n=6) chez Mus norvegicus aprés administration
de fortes doses des extraits méthanoliques et aqueux de feuilles de Dalbergia
katangensis et de Dialium angolense.

GR (x10%/mm?d) GB (x10%/mmd) HTC (%) VS (mm/h)
Normes 5-12,5 3-13 36-52 1,7-3,5
Controle 7+0,2 57+0,2 478+0,2 22+0,1
Dose EA EM EA EM EA EM EA EM
(mg/kg)

DK 800 78+02° 71+01° 57+0,2 51+01% 460+02 470+02 22%02 22+0.22
1600 81+02% 84+02° 57%02 52+01% 469+02 479+01 23%01 22+0,1
3200 94+02¢ 99+01¢ 57+02 51+01¢ 479+02 489+01 22+01 23%0,1
6400 89+02¢ 101+02¢ 68+0,1 6,8+01% 484+02 494+02 22%02 23+0,1
12800 99+02¢ 111+02¢ 78+%01 88+01% 494+02 504+02 22%02 24+0,1
DA 800 6,7+0,2 71+01 57+0,.2 55+01 46,0+0,2 470+02 2202 23%02
1600 6,6 +0,2 72+0.2 57+0,.2 5601 469+0,2 479+01 23+01 23z%01
3200 6,7+0,2 72+01 57+0,.2 57+01 479+0,2 489+0,1 22+01 2401
6400 6,9+0,1 7,1+0,2 58+0,1 58+01 48,4+02 484+02 23+02 24+01
12800 6,9+0,2 7,1+0.2 58+01 58+01 484+0,2 484+02 2302 25%01

ANOVA a une voie avec le test de comparaison multiple de Dunette. Comparaison avec le véhicule ; 2
<0,01 ;® p<0,001, ¢ p<0,0001 et 9p<0,00001 EA : extrait aqueux ; EM : extrait méthanolique ; GR :
globule rouge ; GB : globule blanc, HTC : hématocrite ; VS : vitesse de sédimentation.

Les valeurs des marqueurs hématologiques des rats de tous les groupes se situent dans I’intervalle
de valeurs normales laissant suggérer que 1’exposition des rats aux fortes doses de Dialium

angolense et Dalbergia katangensis n’induit pas de perturbations hématologiques.

4. Profil biochimique des Mus norvegicus apres administration des fortes doses des
extraits méthanoliques et agueux de feuilles de Dalbergia katangensis et de Dialium

angolense

Les tableaux XXVII et XXVIII reprennent les résultats des examens biochimiques réalisés sur
Mus norvegicus apres exposition aux extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de Dalbergia
katangensis et Dialium angolense aux doses de 800, 1600, 3200, 6400 et 12800 mg/kg.
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Tableau XXVII. Profil de I’urée et de la créatinine chez Mus norvegicus apres administration de
fortes doses des extraits méthanoliques et aqueux de feuilles de Dalbergia katangensis
et Dialium angolense

Especes Urée (mg/dL) Créatinine (mg/dL)
Normes 9-31,5 0,6-2,2
Véhicule 27,8+0,3 12+0,2
Dose (mg/kg) Extrait Extrait Extrait Extrait
aqueux méthanolique méthanolique aqueux
Dalbergia. 800 26,2+0,2 26,2+0,2 1,3+0,1 13+£0,1
katangensis 1600 26,4+0,1 26,4+0,1 12401 12401
3200 26,2+0,2 26,2+0,2 1,3+0,1 13+0,1
6400 27,1+0,1 27,1+0,1 1,2+0,2 12+0,2
12800 27,1+£0,1 27,1+0,1 1,2+0,3 12+0,3
Dialium 800 26,2+0,2 26,2x0,2 1,3+0,1 13+£0,1
angolense 1600 26,4+ 0,1 26,4+ 0,1 12+01 1,2+0,1
3200 26,2+0,2 26,2+0,2 1,3+£0,1 13+£0,1
6400 27,1+£0,1 27,8+0,1 1,2+0,2 12+0,2
12800 27,1+£0,1 27,8+0,1 1,2+0,3 12+0,3

ANOVA a une voie avec le test de comparaison multiple de Dunette, comparaison avec le véhicule, résultats
expriemés sous forme de (X + S, n=6)

Le groupe de contrdle négatif a montré des valeurs qui se conforment aux normes. La
comparaison entre le controle négatif et les essais n’a montré aucune différence significative entre
les deux groupes laissant suggérer que 1’administration des extraits méthanoliques et aqueux des
feuilles de Dalbergia katangensis et Dialium angolense ne produit aucune perturbation de la

fonction rénale.

L’exploration du foie s’est appuyée sur le dosage des transaminases ainsi que le dosage de la
phosphatase alcaline (PAL) et de la bilirubine totale (BT). Les résultats obtenus sont consigneés
dans le tableau XXVIII.

Tableau XXVI1I. Profil des transaminases, PAL et BT chez Mus norvegicus traités par de fortes
doses des extraits de feuilles de Dalbergia katangensis et de Dialium angolense

AST (UI/L) ALT (UI/L) PAL (UI/L) BT (mg/dL)
Normes 28-68 25-59 50-105 0,0-0,9
Controle () 60,8+ 0,2 50 +0,2 76,8+ 0,2 26,8402
Dose
(mg/kg) EM EA EM EA EM EA EA EM

800 60,6+02 586+02 502+02 402+01 786+02 516+02 02%+02 02+0.2
1600 636+01 586+01 534+02 404+02 806+03 516+01 04%01 04%01
3200 162,7+0,2° 60,7+0,2 705+0,2° 415+02* 1076+04° 566+04 02+02 02+0.2
6400 1716+0,19 616+0,1 802+02% 422+0,2* 1126+05 60,6+01 08+0,1* 0,8+0,1?
1800 181,6+0,2Y 626+0,2 912+0,2¢ 422+0,2* 1181+06* 506+06 08+0,1*® 08+0,1°
800 60,6+02 506+02 312+02 312+02 766%+07 766+07 02%+02 02+0.2
1600 606+01 506+01 404+02 404+02 766+08 766+08 04+01 04+01

D. katangensis
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AST (UI/L) ALT (UI/L) PAL (UI/L) BT (mg/dL)
3200 50,7 +0,28 52,7+0,2% 415+0,2*° 415+02* 766+09 766+09 0602 02£02
6400 50,6 £0,1® 51,6+0,1® 422+0,22 422+0,2* 766+0,10 76,6+010 08+0,1*® 0,8%0,12
1800 516+0,2° 51,6+02° 422+02% 422+02*° 766+011 766+011 08+01* 08+0,1?
ANOVA a une voie, comparaison multiple de Dunette effectuées avec le groupe controle négatif (véhicule).
Seuil de décision p<0,05 ; 2p<0,01 ; ® p<0,001, ¢ p<0,0001 et ¢ p<0,00001. Expression des résultats : (X + S,
n=6).

Les valeurs du groupe de contrble négatif sont comprises dans la fourchette des valeurs normales
(Tableau XXVIII). Il en est de méme des groupes ayant recus les différents extraits de Dialium
angolense. La comparaison entre les valeurs des transaminases des groupes essais traités aux
extraits de Dialium angolense et du groupe contrdle négatif a montré une certaine tendance a la
baisse. En revanche, dans les groupes qui ont recu les différents extraits de Dalbergia
katangensis, une différence significative et croissante en fonction de la dose des valeurs d’AST
et d’ALT a été observée dans les groupes qui ont regu respectivement 6400 mg/kg et 12800 mg/kg
en comparaison au contrdle négatif (p< 0,0 1pour AST et pour ALT). Les valeurs d’AST seraient
respectivement 2 a 3 fois et 1 a 2 fois supérieures aux valeurs normales. Une hausse de PAL a
également été observée (p<0,01). Cet ensemble d’observations laisse suggérer que
I’administration de fortes doses (> 6400 mg/kg) de I’extrait méthanolique des feuilles de
Dalbergia katangensis induit des dommages au niveau du foie contrairement a I’extrait aqueux

de la méme plante.

5. Coupes histologiques de foie chez Mus norvegicus lors de I’évaluation de la toxicité

aigué

Les coupes histologiques ont fourni les images consignées sur la figure 28.

[a] Coupe histologique du foie b] Coupe hlstologlue du foie chez [] ope histoliue du
chez le rat ayant recu une solution e rat intoxiqué par 12800 mg/kg de  foie chez le rat ayant recu 12800
physiologique Dialium angolense (EM) mg/kg Dalbergia katangensis (EM)

Figure 28. Coupes histologiques du foie lors de I’évaluation de la toxicité aigué sur Mus
norvegicus, objectif 40x.

Les zones blanches marquent des faibles Iésions des hépatocytes chez Mus norvegicus qui ont
regu I’extrait méthanolique de Dalbergia katangensis a la dose de 12800 mg/kg, résultats qui sont
en accord avec les variations d’AST et d”’ALT constatées lors des analyses biochimiques (Tableau

XXVIII). L’absence de ces zones chez les rats ayant regu 12800 mg/kg de I’extrait méthanolique
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de Dialium angolense comme ceux ayant recu la solution physiologique montre également

I’absence de 1’hépatotoxicité dans ces groupes.

6. Mortaltié et dose maximale tolérée (DMT)

La mortalité enregistrée dans chacun de groupes lors de 1’évalaution de la toxicité aigué est

consigée dans le tableau XXIX.

Tableau XXIX. Mortalité des rats lors de I’évaluation de la toxicité aigué

Groupes NR NM NV TM (%) NMW’ NV’ NR’ T™M’ (%)
DK  Controle 5 0 5 0 ND ND ND ND
EMS800 5 0 5 0 0 5+10 15
EM1600 5 1 4 20 1+0 4+6 11 9
EM3200 5 2 3 40 2+1 3+6 12 25
EM6400 5 3 2 60 3+3 142 9 66,6
EM12800 5 4 1 80 4+3 1 8 85,7
EA800 5 0 5 0 5+14 19 0
EA1600 5 0 5 0 0 5+9 14 0
EA3200 5 1 4 20 1+0 4+5 10 10
EA6400 5 2 3 40 2+1 3+2 8 37,5
EA12800 5 3 2 60 3+3 2 8 75
DA EMS00 5 0 0 0 0 0 0 0
EM1600 5 0 0 0 0 0 0 0
EM3200 5 0 0 0 0 0 0 0
EM6400 5 0 0 0 0 0 0 0
EM12800 5 0 0 0 0 0 0 0
EA800 5 0 0 0 0 0 0 0
EA1600 5 0 0 0 0 0 0 0
EA3200 5 0 0 0 0 0 0 0
EA6400 5 0 0 0 0 0 0 0
EA12800 5 0 0 0 0 0 0 0

DA : Dialium angolense ; DK : Dalbergia katangensis ; NM : nombre de rats morts ; NM” : nombre de
rats morts apres application du postulat de Dragstedt et Lang ; NR: nombre des rats ; NR” : nombre total
de rats a prendre en compte apreés application des postulats de Dragstedt et Lang ; NV : nombre des rats
vivants ; NV’ : nombre des rats vivants apres application du postulat de Dragstedt et Lang ; TM : Taux de
mortalité ; TM’ : Taux de mortalité apres application du postulat de Dragstedt et Lang, EA8000 = groupe
ayant recu I’extrait aqueux a la dose de 8000 mg/kg.

Le taux de mortaltié des cobayes tratiés avec D. katangensis a varié entre 0 et 80 % alors que
celui des animaux tratiés par D. angolene a été de zéro. En appliqunt les postutlats de Dragstedt
et Lang, le taux de mortalité des cobayes tratiés par I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles

de D. katangensis ont varié respectivement entre 0-85,7 % et 0-75 % (Tableau XXIX).
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S’agissant de la DMT, elle a été chez D. katangensis, respectivement de 800 mg/kg (extrait
méthanolique) et 1600 mg/kg (extrait agueux). Chez D. angolense elle a été estimée supérieure a
12800 mg/kg (Tableau XXIX). Ces résultats laissent penser que 1’extrait aqueux de D.
katangensis est mieux toléré par les rats que 1’extrait méthanolique. Le mode de préparation et le
pouvoir extracteur pourrait justifier cette observation. En effet, I’extrait méthanolique a été
préparé par macération alors que I’extrait aqueux s’est effectué par décoction selon la recette
utilisee en médecine traditionnelle. Dans ce contexte, nous pouvons supposer que la chaleur a
exercé une influence sur certains composés thermolabiles de I’extrait ; par ailleurs, le pouvoir
extracteur du méthanol aurait permis de retenir des concentrations élevées de composés toxiques

probablement semi-polaires.

Pour pouvoir catégoriser les différents extraits particulierement ceux de Dalbergia katangensis
nous avons déterminé la DLso grace & 3 procédes : la méthode graphique, la méthode de Dragstedt
et Lang (1957) et le logiciel Graph Pad couvrant ainsi une large gamme de la variabilité de ce

parametre.

La figure 29 réprend les graphiques doses-réponses, ayant permis d’obtenir les doses lethales de
4525,8 mg/kg (EM) et 9869,9 mg/kg (EA).
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Figure 29. Equations des doses vs réponses lors de la détermination de la DL so par la méthode
graphique.

Les différentes valeurs de DLso, la DMT, la DEsg, le ratio toxicité / activité antimalarique, sont

rerpis dans le tableau XXX.
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Tableau XXX DLso, DMT, ratio toxicité/Activité in vivo chez D. angolense

Espéces Extrait DEspa DLsoa DLsop  DLsoe DMT Ratio Ratio
DLsoa/DEspa  DMT/DEsoa
D. katangensis EM 186 3200 4526 4200 800 17,2 4,3
EA 1925 6812 9870 9600 1600 354 8,3
D. angolense EM 190,9 >12800 >12800 >12800 12800 67,1 67,1
EA 180,4 >12800 >12800 >12800 12800 71,0 71,0

DEsoa : Dose qui supprime 50 % de P berghei chez la souris, DLso : Dose Iéthale 50 % chez les rats, DLsoa :
par Graph Pad, DLsoy, : par méthode graphique, DLsoc : par méthode de Dragstedt et Lang; DMT : Dose
maximale tolérée. EA : extrait aqueux, EM ; extrait méthanolique.

En fonction de la DLso, I’extrait peut étre consideré comme extrémement toxique si DLsp <
1mg/kg, tres toxique si Img/kg < DLso< 50 mg/kg, moyennment toxique si 50 mg/kg < DLso <
500 mg/kg, faiblement toxique si 500 mg/kg < DLso< 5000 mg/kg, pratiquement non toxique :
Sg/kg < DLso< 15g/kg, sans danger : DLso > 15g/kg (Teke & Kuete, 2014). En suivant cette
classification, quelle que soit la méthode de calcul, I’extrait méthanolique de D. katangensis
(3200-4600 mg/kg) est faiblement toxique et 1’extrait aqueux (6000-10000 mg/kg) pratiquement
non toxique. Quant a D. angolense, la plante peut étre considérée comme, sans danger. Le ratio
toxicité-activité est 2 a 8 fois supérieur chez Dialium angolense que chez Dalbergia katangensis

laissant sugerer que D. angolense présente le meilleur ratio.

L’extrait méthanolique des feuilles de Dalbergia katangensis quoi que doué d’activité
antiplasmodiale trés intéressante (DEso =186 mg/kg) est faiblement toxique (DLso = 3975 mg/kg)
suivant la classification de Hodge & Starner. Sa toxicité aigu€ s’exprime par agitation, anorexie,
somnolence, perte de poids et cytolyse hépatique. Ces résultats montrent également que la faible
toxicité de Dalbergia katangensis est méconnue par les praticiens de la médecine traditionnelle

a Bagira, d’autant plus qu’ils utilisent 1’extrait aqueux et non 1’extrait alcoolique de cette plante.

A T’issue de cette étude de toxicité aigué et au regard de I’activité antiplasmodiale in vivo, Dialium
angolense, pratiguement non toxique, se présente comme une plante bien plus intéressante que
Dalbergia katangensis, faiblement toxique, les deux ayant une activité antiplasmodiale
statistiquement équivalente. Dialium angolense est, parmi les 53 plantes issues de I’enquéte, la
plante qui a rempli tous les critéres de sélection, elle fera I’objet des études ultérieures.

11.4.3.5. Toxicité subaigué des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de Dialium
angolense sur le modele Mus norvegicus

Bien souvent la toxicité aigué conduit facilement le praticien de la médecine traditionnelle a
abandonner la plante. C’est plutdt la toxicité subaigué et la toxicité chronique qui sont redoutables
en médecine traditionnelle. Ainsi, nous nous sommes également intéressés a la toxicité subaigué

de Dialium angolense, plante qui a satisfait a tous les critéres de sélection. Trois types d’examens
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ont permis d’évaluer cette toxicité subaigué : les examens visuels, les examens microscopiques

du foie ainsi que les examens biochimiques et hématologiques.

1. Examens visuels réalisés chez Mus norvegicus exposés aux extraits méthanoliques et

aqueux des feuilles de Dialium angolense a 150, 300 et 600 mg/kg

L’administration quotidienne orale de différents extraits des feuilles de Dialium angolense n’a
provoqué aucun changement de comportement chez les rats durant les 28 jours de traitement
quelle que soit la dose de 1’extrait administré. Aucun déces n’a été enregistré ni un signe cutané
de toxicité, ni un signe oculaire encore moins un signe du trouble gastro-intestinal. Aucune
différence n’a été observée dans la consommation des repas entre le contrdle négatif et les
groupes essais. L’ensemble de ces observations permet de penser que 1’usage des feuilles de
Dialium angolense aux doses de 150, 300 et 600 mg/kg et a moyen terme ne provoque pas de

signes particuliers chez Mus norvegicus.

2. Evolution pondérale de Mus norvegicus exposés a 150, 300 et 600 mg/kg d’extraits des

feuilles de Dialium angolense

Les différentes valeurs pondérales enregistrées durant les 28 jours d’observation sont reprises

dans le tableau XXXI.

Tableau XXXI. Variation de poids chez Mus norvegicus exposés aux différentes doses d’extraits
aqueux et méthanolique des feuilles de Dialium angolense.

Extrait Dose a1 J7 J14 J21 J28
(mg/kg)

NaC1 0.9 % 190+1,1  190+11  191+11  192+1,1  192+11
EA 150 200+1,2¢ 2014312 203+31% 207+32% 2053, 22
EA 300 205+2,1° 206+21% 208+118 2134120 2114228
EA 600 202+1,1° 203+31% 205+4,1° 210+2,1% 211+412
EM 300 206+1,1°  207+4,6° 209+41° 214+120 212+ 46
EM 600 208+5,2¢ 209+51% 2114518 216+52° 214+5, 2

N=5 ; Résultats exprimés sous forme de (X + S, n=6), Test ANOVA, comparaison de Dunette avec le groupe
controle négatif (véhicule : NaCl 0,9%).2 p< 0,01. EA : extrait aqueux ; EM : extrait méthanolique ; EA150 :
groupe ayant recu la dose de 150 mg d’extrait aqueux/kg de poids de I’animal.
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Dans I’ensemble, la variation de poids a I’intérieur de chaque groupe atteint un pic au 21° jour
(Tableau XXXI). Les groupes essais présentent des variations pondérales plus élevées que le
groupe contrble. La variation de poids présente une amplitude de 2 £ 1,1 g pour le contréle négatif
contre une amplitude de 8,1 + 1,2 g pour le groupe essai (Figure 30).

14 -
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10 1 mNaCl 0,9 %
. 8- EA150
0
<
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BEA600
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mEM600
0 .

Groupes traités

Figure 30.Variation des poids (X + S, n=6) chez Mus norvegicus lors de leur
intoxication subaigué par 150,300, et 600 ma/ka de Dialium anaolense

3. Variation des poids d’organes chez Mus norvegicus au cours de I’évaluation de la

toxicité subaigué de Dialium angolense

La variation du poids des organes est un indicateur de la toxicité des rongeurs (OCDE, 2008).
Dans cette étude, nous avons également évalue la variation de poids des organes en comparaison

au poids du groupe de contr6le et le tableau XXXII reprend les résultats obtenus.
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Tableau XXXI1.Variation de poids des organes nobles (X + S'Z—j} chez Mus norvegicus apres

administration des extraits de Dialium angolense lors de I’évaluation de la toxicité

subaigué

Groupe  Dose (mg/kg) Coeur Foie Pancréas Poumon Rein

Contréle 0 0,44+0,11 032+0,13 0,33%+0,11 0,73+0,11 0,71+0,11
EA 150 0,44+012 031+0,11 030+012 0,71+0,12 0,73+0,11
EA 300 045+0,11 032+0,12 0,31+011 0,72+0,13 0,72+0,12
EA 600 045+0,13 0,32+0,11 032+011 0,73+0,11 0,72+0,11
EM 300 0,44+012 033+0,11 0,31%+0,12 0,72+0,12 0,73+0,12
EM 600 045+0,13 0,32+0,12 0,32+011 0,73+0,11 0,72+0,11

Controle : Groupe ayant recu la solution physiologique ; EA150 : Groupe ayant regu 150 mg/kg d’extrait
aqueux ; n=6 ; EA : extrait aqueux, EM : extrait méthanolique. Analyse statistique avec ANOVA,
comparaison avec le controle négatif.

Le poids de différents organes de Mus norvegicus a varié entre 0,2 g (Foie, EA150) et 0,73 g
(Rein ; EM300). Aucune différence significative entre le groupe de contrdle négatif et les
différents groupes essais n’a été observé. L’administration des extraits aqueux et méthanoliques
des feuilles de Dialium angolense ne provoque donc pas de modification de poids du cceur, du

foie, du pancréas, du poumon et du rein des sujets exposés.

Il ya lieu de penser que 1’augmentation du poids corporel serait le fait de 1’apport nutritif que
procure 1’adminstration de D. angolesne chez les rats. En effet, une étude recente menée sur D.
angolense par nous a raporté sa la valeur nutritive de ses feuilles (Bashige et al., 2020a)
sucsceptible de justifier sa consomation par les primates, données qui sont en accord avec

I’enquéte ethnobotanique.

4. Parametres biochimiques de Mus norvegicus traités aux extraits aqueux et

méthanoliques des feuilles de Dialium angolense pendant 28 jours.

L’examen des parametres biochimiques montre que des valeurs du groupe traité par le sérum
physiologique ainsi que celles des groupes essais sont conformes aux valeurs normales. Aucune
variation significative de 1’urée ni de la créatinine n’a été observée entre le groupe de controle et
les groupes essais ; de méme aucune différence significative n’a été enregistrée entre le groupe
controle et le groupe qui a recu ’extrait aqueux préparé suivant le protocole utilisé en médecine
traditionnelle dans le traitement de la malaria soit 150 mg d’extrait aqueux /kg de poids (Tableau

XXXI1).
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Tableau XXXI11. Paramétres biochimiques (X + S, n=6) chez Mus norvegicus traités aux extraits
agueux et méthanoliques des feuilles de Dialium angolense pendant 28 jours.

Dose AST ALT PAL BT  UREE CREATININE
(mg/kg)  (UI/L) (UI/L) (UIlL)  (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL)
Normes A 28-68 25.59 50-105  0,0-0,9  9-31,5 0,6-2,2
Contrale 0  458+02 40402 60,8+02 02%02 259+39 10204
EA 150  49,6+0,1 414+02 616+08 02201 251+01 08201
EA 300 387+020 365+02° 666209 02+02 25201 0,9+02
EA 600 356+02° 352+02° 666+01° 02+01 252+01 09201
EM 300 386+0,1° 362+02° 664201 02+01 251+01 0,9+0,3
EM 600 356+072° 352+02° 666+01° 02201 252+01 09201

Controle : Groupe ayant recu le sérum physiologique ; A150 : Groupe qui a regu 150 mg d’extrait aqueux /kg de poids ;
résultats exprimés sous forme de Moyenne + écart type n=6 ; NA : Non applicable ; lors de ’ANOVA a une voie le seuil de
décision p< 0,05; a:sip<0,01;bsip<0,001 etcsip<0,0001 en comparaison au groupe contrdle.

L’administration de la recette utilisée en médecine traditionnelle a Bagira ne provoque donc pas

de perturbation de la fonction hépatique.

5. Parametres hématologiques chez Mus norvegicus traités aux extraits des feuilles de

Dialium angolense pendant 28 jours

Le groupe contréle a présenté des valeurs normales. Il en est de méme des groupes ayant regu

I’extrait aqueux aux doses allant de 150 mg/kg & 600 mg/kg de poids (Tableau XXXIV).

Tableau XXXIV. Paramétres hématologiques (X + S, n=6) de Mus norvegicus traités par les
extraits agueux et méthanoliques des feuilles de Dialium angolense pendant 28 jours

Dose Hb GB GR HCT

(mg/kg) (g/dL) (x10%/uL) (x108/uL) (%)

Normes NA 11-15 07-18 4,5-7 37-48
Contr6le 0 11,1+15 8,405 45+0,1 38,6 £5,9
EA 150 10,804 8,1+11 4501 38,2+2,1
EA 300 11,8+0,6 8,1+14 4904 40,2 £2,7
EA 600 14,8 +0,1° 9,1+0,1 7,2+0,1° 46,2 £ 0,12
EM 300 14,2 £ 0,5° 91+11 7,2+0,3° 46,2 £ 0,5?
EM 600 148 £0,1° 9,1+0,1 7,2+0,1° 46,2 £ 0,17

Contrdle : Groupe ayant regu le sérum physiologique ; EA150 : Groupe qui a regu 150 mg d’extrait aqueux /kg

de poids ; N=6 ; lors de ’ANOVA a une voie p< 0,01 ; ®p< 0,001 et ¢ p< 0,0001 en comparaison au contrdle.
L’administration de la recette telle qu’utilisée en médecine traditionnelle n’induit donc pas des
troubles hématologiques chez Mus norvegicus. Ces différentes observations relevées lors de
I’évaluation de la toxicité subaigué montrent que 1’administration des doses de 150 mg /kg a 600
mg/kg des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de Dialium angolense ne produit pas de

signe de toxicité chez Mus norvegicus.
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Cet ensemble des résultats montre que Dialium angolense ne présente pratiquement pas de
toxicité sub-aigué notable. Plusieurs autres élements de toxicité notamment la toxicité chronique
ou la génotoxicité, méritent d’étre examinés pour completer le dossier toxicologique de I’extrait.
L’¢étude ouvre néamoins une voie vers une investigation phytochimique approfondie de Dialium
angolense en vue d’identifier et d’isoler un (des) principe(s) responsable(s) de 1’activité
antiplasmodiale prouvée dans le point précédent (11.4.3.).

11.4.4. Apigénine, flavonoide a activité antiplasmodiale présent dans les feuilles de Dialium
angolense Welw. ex Oliv (fabaceae).

Le criblage phytochimique approfondie a recouru essentiellement aux techniques
chromatographiques et n’a porté que sur Dialium angolense. Outre une chromatographie sur
couche mince (CCM) qui s’est appuyée sur les résultats du criblage phytochimique réalisé par
des réactions en solution (tableau XVI), la colonne classique ouverte ainsi que la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) ont été mises a
contribution. Rappelons que lors du criblage phytochimique par des réactions en solution, des
flavonoides, des quinones, des terpénoides et des tanins ont été identifié dans les feuilles (Tableau
XVI). Nous avons ainsi décidé de dresser un profil CCM de I’extrait méthanolique, extrait actif,

avec un systéeme polaire.

11.4.4.1. CCM de ’extrait méthanolique actif avec un systeme polaire

Le profil CCM de I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium angolense est repris sur la figure
31. La CCM présente les caractéristiques ci-aprés : Phase mobile : acétate d’éthyle — méthyle
éthyle cétone - acide formique-eau dans les proportions 9+-9+1+1. Phase stationnaire : silicagel
60 ; F254 support en aluminium ; T2 = quercétine ; T4 = hypéroside ; DA = Extrait méthanolique

T2 T4 DA EH M

Figure 31. Profil chromatographique des extraits et de la fraction M des feuilles
de Dialium angolense sous UV 335 nm
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de Dialium angolense, EH : extrait n-hexanique de Dialium angolense, M : Fraction active de

Dialium angolense qui a subi une délipidation. Témoins : 1ug/mL, spot : SuL.

Le profil CCM de I’extrait méthanolique de Dialium angolense a montré que I’extrait comporte
plusieurs composes (Figure 31). En comparaison avec les substances de référence, les spots a Rf
= 0,17 et 0,4 ont été assimilés respectivement a la quercétine (T2) [23] et a I’hypéroside (T4)
[62]. D’autres composés de la méme famille présents dans la plante et de Rf = 0,14 et 0,6, n’ont
pas pu étre identifiés par manque de standards.

La quercétine est I'un des bio-flavonoides les plus communs des plantes (David et al., 2016). Elle
est connue pour ses nombreuses activités, notamment anti-inflammatoire, antioxydante
(Karuppagounder et al., 2016 ; Lesjak et al., 2018) et faiblement antihypertensive (Marunaka,
2017 ; Xue et al., 2018), un effet vasodilatateur (Bondonno et al., 2015 ; Patel et al., 2018), un
role dans la lutte contre 1’obésité (Pangeni et al., 2017 ; Ting et al., 2017), un effet
antihypercholestérolémiant (Mukhopadhyay et al., 2018 ; Alrekabi & Hamad, 2018) et
antiathérosclérotique (Hung et al, 2015 ; Basu et al., 2016) lui sont également reconnus. Les
travaux de Musuamba et al. (2010) et ceux de Ganesh et al. (2012) ont montré que la quercétine
isolée de Phyllanthus amarus ou celle commercialisée comme standard avait une activité
antiplasmodiale (CI < 5pg/mL, souche 3D7, K1 ou non standard). Sa présence dans 1’extrait
méthanolique des feuilles de Dialium angolense constitue une autre explication de I’activité
antiplasmodiale de I’extrait méthanolique que nous avons observé précédement (Tableaux XI1X
et XX).

L’hypéroside (quercétine-3-O-D-galactoside) est un flavonol glycoside présent dans différentes
especes vegétales et dont plusieurs activités pharmacologiques telles que des effets anti-
inflammatoire (Ku et al., 2014), antidépresseur (Yan et al., 2015), neuroprotecteur (Jiang et al,
2016), cardioprotecteur (Raza et al., 2017), antidiabétique (Zhang et al., 2018), anticancéreux (Li
et al., 2018), antifongique (Li et al., 2005), anti-rayons-y (Piao et al., 2013), gastro-protecteur
(Mota et al., 2009) et antioxydant (Gao et al., 2019), lui sont attribués. Ses effets antioxydant et
anti-inflammatoire contribueraient a I’action de I’extrait méthanolique dans la prise en charge du
paludisme car au cours de cette infection, le stress oxydatif (Percario et al., 2012) et
I’inflammation (Ty et al., 2019) sont observes.

La présence de ces deux composés dans les feuilles de Dialium angolense est une valeur ajoutée
de la plante dans la prise en charge du paludisme et pourrait impliquer un spectre large d’usages

de la plante.
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11.4.4.2. (%QF?I%e de contenus en phénols (CPT), flavonoides (CFT) et tanins totaux

Le ratio CPT-CFT a été de ’ordre de 1,3 et celle entre CFT et CTT de 1’ordre de 8. Aucune
différence signficative n’a été observée entre CPT, CFT de I’extrait méthanolique et de I’extrait
aqueux. En revanche, le contenu en tanin s’est révélé plus élevé dans 1’extrait méthanolique que

dans I’extrait aqueux, p< 0,01(Tableau XXXV).

Tableau XXXV. Contenu en polyphénol, flavonoide et tanins totaux des extraits des feuilles de
Dialium angolense

Extrait Contenu en phénols taux Contenu en flavonoides ~ Contenu en tanins totaux
(CPT) totaux (CFT) (CTT)
(mg EAGg™) (mg QEg™) (mg EAGg™)
EM 0,895 + 0,041 0,724 + 0,012 0,098 £ 0,011
EA 0,981 + 0,012 0,741+ 0,013 0,090 £ 0,003*

EM : extrait méthanolique, EA : extrait aqueux ; Données exprimées sous forme de (X + S, n=3) et
comparées au par ANOVA a I’extrait méthanolique ; 2 p < 0,01.

La littérature rapporte plusieurs propriétés des tanins notamment, des propriétés anticancérigenes
(Yildirim & Kutlu, 2015 ; Bridgeman et al, 2018) et antimutagenes (Kaur et al., 1998 ; Schimmer
& Lindenbaum, 1995), antifongique (Rajadurai et al, 2014 ; Morey et al, 2016), antibactérienne
(Daing et al, 2017 ; Vu et al, 2017) et antivirales (Ortowski et al., 2018 ; Vilhelmova-Ilieva et
al., 2018 ; Shirasago et al., 2019). Les tanins favoriseraient 1’accélération de la coagulation
sanguine (Bele et al, 2010 ; Minocha & Kumari, 2015), la réduction de la pression artérielle (Ju-
Chi et al., 2003) et la diminution des taux sériques des lipides (Mohammed et al., 2019). lls
auraient des propriétés hépatoprotectrices (Sobeh et al., 2018) et seraient immunomodulateurs
(Venkatalakshmi et al., 2016). La présence des tanins dans les deux extraits, pourrait expliquer
en partie, non seulement les activités antioxydante, antibactérienne et hépatoprotectrice mise en
évidence au cours de cette étude, mais également ’intérét que procurerait 1’ utilisation de la plante
Dialium angolense dans la prise en charge du paludisme pour sa capacité de moduler les réponses

immunitaires face a une agression de P. falciparum.
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11.4.4.3. Fractionnement bioguidé

Les résultats du fractionnement se résument en schéma sur la figure 32.

Drogue végétale

110 g (Poudre)
2. 2,5L n-hexane x 4
3 Macération

1100g,21,5L H20,
3 Décoction, 4 filtrations S

. ’ 4 Filtration
5 Reprise par H20 (0.5 L x 4) (Papier filtre : @ = 6 nm)

l 12,5L Méthanol x 5, 2 Macération

3 Filtration (papier filtre : = 6 nm)

EA (100 mg) EM (963 mg)
Clso=4,5 £ 0,1 pg/mL Cls0=3,9 £ 0,1 pg/mL

EH (102 mg)

Cls0=18,5 £ 0,1ug/mL

CEs0=279,1 ma/Kqg CE50=203,2 mg/Kg

1. MeOH/EtOAC/MEC-AF:
9+9+1+1 (100 mL x 3)
2. MeOH (100 mL x 4)

F1 (57 mg) F2 (324 mg) =3 (76 mg) F4 (91 mg) F5 (176 mg)
Clso Clso Cls Clso Clso
> 100 pg/mL =5+ 0.3ua/mL > 100 ug/mL > 100 pg/mL > 100 pg/mL

1. Heptane (100 mL x 2)

2. EP (100 mL x 2)
2+1+1+1+1 (100 mLx2)

4. EtOH-MEC-AF: 2+1+1 (250 mL x 2)

F233 (23 )
2 1+1+ 1 1 (100 m
[c]

2. EtOH-MEC-AF:
2+1+1 (250 mL x 2)

1. EtOAC-MEC-AF:
2+1+1+1 (100 mLx2)
2. MEC-AF: 3+1 (250 mL x 2)

F2323 (28 mg) F2322 (15 mg)
)| Cls0=13.6 na/mL | Clso> 100 na/mL

F23231 (7m
] Clso=63,2(u 9

F23232 (10 m
B Cl50=50,3ua/mL

F23233 (8 m
mRe Cls=232 wo/ml G

F2321 (17 mg)

Clso> 100 uq/mL

. ACOEt-AcAc-AF-AC:
1+1,5+1+1,2 (250 x 2 mL)

Figure 32. Fractionnement de I’extrait méthanolique de feuilles de Dialium angolense

EA = extrait aqueux, EH = extrait n-hexanique, EM = extrait méthanolique, Clso= concentration a laquelle
I’extrait présente 50 % d’activité in vitro, DEso = Dose a laquelle I’extrait présente 50 % d’activité in vivo,
MeOH = Methanol, EtOAc = Acétate d’éthyle, MEC= Méthyl éthyle cétone, AF= Acide formique, EP=Ether
de pétrole, AC= Acide acétique, Pro= n-propane.

La figure 32 montre que la premiere colonne ouverte a gel de silice (Hauteur : 620 mm,
capacité =206 cm3, @=20 mm) réalisée a partir de 963 mg d’extrait méthanolique des feuilles de
Dialium angolense avec le systéme d’éluant, acétate d’éthyle /méthyléthylcétone/acide
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formique/eau dans les proportions 9+9+1+1, utilisé lors de I’identification de la quercétine et de
I’hypéroside (Figure 32) a permis d’obtenir plusieurs fractions que le profil chromatographique
a commandé de regrouper en cinq fractions différentes F1 (57 mg), F2 (324 mg), F3 (76 mg), F4
(91 mg) et F5 (176 mg) (Figure 32a). Le test antiplasmodial de pLDH de différentes fractions a
montré que seule la fraction F2 avec une Clso de 5,1 £ 0,3 pg/mL est active (Figure 32b). La
fraction F2 a subi un premier fractionnement sur colonne ouverte sur gel de silice (130 g de silice)
éluée successivement par : (1) Heptane (100 mL x 2) ; (2) Ether de pétrole (100 mL x 2) ; 3)
Acétate d’éthyle / Méthyléthylcétone / Propanol / Méthanol / Acide formique : 2+1+1+1+1 avec
100 mLx2 puis (4). Ethanol/Méthyléthylcétone/Acide formique : 2+1+1 (250 mL x 2) et enfin
(5) de I’acétonitrile (500 mL). Un profil CCM a permis de grouper les fractions en 6 (F2.1 &
F2.6). La fraction F2.3 (Figure 32c), majoritaire (127 mg), a subi un autre fractionnement a
colonne ouverte sur gel de silice ( 6,5 g de silice) dans ’ordre d’élution ci-aprés : (1) Acétate
d’éthyle/ éthyle méthyle cétone/acide formique dans les proportions 2+1+1+1 (100 mLx2) ; (2)
Ethyle/ méthyle cétone/acide formique dans les proportions 3+1 (250 mL x 2) pour donner
plusieurs fractions dont le regroupement sur base de leur profil CCM a donné trois fractions
(F2.3.2.1aF2.3.2.3). La Fraction F2.3.2.3 de 28 mg (Figure 32d), a subi un autre fractionnement
sur colonne ouverte a gel de silice (6,5 g de silice) avec comme éluant le systeme acétate
d’éthyle/acide acétique/acide formique/acétone (1+1,5+1+1,2 : 250 x 2 mL) lequel a conduit a
I’obtention du produit F2.3.2.3.3 (8 mg), une poudre jaune soluble dans du méthanol et positif au

réactif de Neu (Figure 32e).

11.4.4.4. Identification et caractérisation de F2.3.2.3.3 par LC-MS

Plusieurs travaux montrent qu’il est de nos jours possible d’identifier et de caractériser une
molécule par LC-MS et méme qu’il existe de nombreux exemples de ’application de cette
technique pour 1’analyse des mélanges de produits naturels complexes, en particulier, de
mélanges de flavonoides (Exarchou et al., 2005 ; Lee et al., 2005 ; Sannomiya et al., 2005 ;
Shahat et al., 2005 ; Colombo et al., 2006).

Pour caractériser la génine d’un flavonoide en LC-MS, les travaux antérieurs ont montré qu’elle
doit subir une fragmentation MS? puis, si nécessaire, une MS? (Wolfender et al., 2000). Il est
néanmoins possible que la fragmentation MS? a elle seule produise des fragments caractéristiques
sans avoir besoin de procéder a une nouvelle fragmentation. Les fragments les plus porteurs
d’informations sont ceux résultant d’un clivage C-C sur le cycle C. La formation de ces ions peut
s’expliquer par des réactions de type rétro-Diels-Alder (RDA). Cela donne alors le nombre et le
type de substituants portés par les cycles A et B (Cuyckens & Claeys, 2004). Les differents types

de fragments peuvent alors étre décrits en vue d’¢lucider la structure de la molécule-mére.
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Pour décrire ces fragments, le systeme communément utilisé est celui de Ma et al. (2001). Pour
les génines, les notations " A et ' B sont utilisées pour désigner les ions primaires produits
contenant les cycles, respectivement A et B, intacts ou i et j désignent les liaisons qui ont été

scindées.

(0]O}

o miz=241

m/z=201 /©/ OH OH
m/z=107 HO
O
‘ m/z=117
/ m/z=167

cle B ©/O

(0]
o
o miz=178
m/z=109 miz=163

OH
b

m/z=225

Figure 33. Nomenclature adoptée pour les différents fragments d’un flavonoide selon le modéle de Fabre
et al (2001) (a) et quelques fragments négatifs de 1I’apigénine (b)

La fragmentation peut se réaliser en mode positif ou en mode négatif. Dans notre cas, nous avons
utilise le mode négatif car étant le plus sensible. Fabre et al. (2001) ainsi que Wu et al. (2004)
ont réalisé plusieurs travaux pour présenter des fragmentations caractéristiques de nombreux
flavones, flavanones et flavonols. Ces études ont montré que la fragmentation en mode négatif
des flavonoides produit I’ion *A-comme fragment principal sauf pour les isoflavonoides ot I’ion
majoritaire et caractéristique est ®* B~ (Hughes et al., 2001). Ces travaux ont également montré

que ces fragmentations conduisent a des pertes neutres caractéristiques notamment CO (-28
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uma) et CO2 (-44 uma) et que la preésence du fragment [MH-H20] - indiquait la présence de 2
groupements OH en ortho sur le cycle A ou B (Wu et al., 2004). Au cours de ces mémes travaux,
il avait également été démontré que le degré d’hydroxylation pour le cycle avait un impact sur la
fragmentation. C’est ainsi notamment que les flavonols contenant au moins 2-hydroxyl sur le
noyau B, pouvaient conduire aux fragments [*? A-H] - et [%2 B-H] - observables contrairement a
ceux qui ne possedaient pas de substitution en B (Cuyckens & Claeys, 2004). Ces observations

ont été mises a contribution lors de I’analyse de résultats de la fraction par LC-MS et MS-MS.

L’analyse LC-MS de F23233 a donné un chromatogramme dont le profil est présenté sur la figure
34.

Figure 34. Chromatogramme LC-MS de F2.3.2.3.3 issu du fractionnement de I’extrait
méthanolique des feuilles de Dialium angolense.

Le chromatogramme montre que F2.3.2.3.3 contient un composé qui représente la quasi-totalité
de I’échantillon et dont le temps de rétention est de 13,18 minutes (Figure 34). Nous pouvons
donc assimiler 1’échantillon F2.3.2.3.3 au composé dont le temps de rétention est de 13,18
minutes dans nos conditions de travail. C’est une poudre jaune soluble dans le méthanol et
I’acétone. Ce composé réagit au réactif de Neu en affichant une fluorescence jaune sous UV a

366 nm laissant envisager une structure du type flavonoide.

Le spectre de masse enregistré est illustré sur la figure 35.
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Figure 35. Spectre de masse en ESI-MS de la fraction F23233 de I’extrait méthanolique des feuilles
de Dialium angolense.

Sur le spectre de masse en electrospray en mode négatif [ESI-] nous observons un ion quasi
moléculaire a m/z 269 [M-H] - suggérant une masse de 270 daltons (Figure 35) que la base des
données du service de syntheése et spectrométrie de masse organique de ’'UMONS a rattachée a
I’apigénine. Cepnedant & la lumiére de la littérature, cette masse correspondrait également a 1’un
de deux flavones isoméres naturels de I’apigénine, la galangine ou la norwogonine. En effet, ces
trois flavonoides aglycones sont des isomeres dont les masses moléculaires sont de 270 Daltons.
Il faut donc déterminer, parmi ces 3 isomeéres, lequel correspondent a F2.3.2.3.3. C’est ainsi que
nous avons procédé a une analyse MS? en mode ESI négatif. Le spectre obtenu se présente sur la
figure 36.

26905

Figure 36. Spectre MS?de la fraction F23233 issue de I’extrait méthanolique des feuilles de
Dialium angolense
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Le spectre montre 17 fragments issus de I’ion moléculaire dont 6 présentent une intensité
significative avec une abondance relative > 15 % (Figure 36 et Tableau XXXVII). Les 16
fragments observables sur ce spectre sont repris dans le tableau XXXVII en parallele des
fragments des trois flavonoides naturels isomeres, & m/z = 270 Daltons. L’apigénine et la
galangine sont présentés selon les travaux de Fabre et al. (2001) et la norwogonine selon les
travaux de Wu et al. (2004).

Tableau XXXVI. Fragments de différents isoméres de I’apigénine en comparaison avec ceux du
composé F2.3.2.3.3 obtenus lors de la fragmentation MS?

F23233 Galangine Norwogonine Apigénine
(AR, %)
OH
O HO. a0
L
OH O
270 (17) 270 270 270 (M")
269 (100) 269 269 269 (M-H)
251 absent
241 (2) 241 241 241(M-H-COH)
227 (11) 227 227 (M-H-C,0H)
225 (23) 225 225 225 (M-H-C,0H>)
224 (4)
223
213
201 (12) 201 (M-H-C,0s)
197 (3) 197 197 197 (M-H-C30,)"
183 (9) 183
181 (10) 181 (M-H-2COy)
180 (4)
171
159 (10) 159 (14 B + CzHa)
152 (4) 152 (23 A" +H)
151 (53) 151 (133 A)
149 (41) absent 149 (** BY)
117 (29) 117 (-3 B)
107 (11) 107 (13 B"-CoH4/12 BY)
NF (=17) 8 8 14
NFS (%) 5 (29,4 % et 62,5 %Y) 3 (17,6 %* et 37,8 %) 14(82,4 % et 100 %)

AR : abondance relative, NF : nombre des fragments, NFR : nombre des fragments identiques a ceux de
la fraction F23233, * comparé au nombre des fragments du composé isolé, Y comparaison aux fragments
du composé considéré.

Le spectre de notre échantillon présente plus de fragments que les échantillons de nos
prédécesseurs (Tableau XXXVI). Deux des raisons qui peuvent justifier cette différence sont
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notamment 1’effet matrice et la force électromotrice utilisée pour la fragmentation. En effet, la
force de fragmentation utilisée par nos prédécesseurs a été de 4,5 kV dans 1’étude de Fabre et al.
(2001), de 5 kV dans I’é¢tude de Wu et al. (2004) et de 7,5 kV dans notre étude. Le recours a la
force électromotrice de 7,5 kV dans cette étude, est lié aux résultats non fructueux trouvés par
nous, en appliquant la force électromotrice utilisée par nos prédécesseurs. Les travaux de Fabre
et al. (2001) rapportent que le changement de la force électromotrice se fait graduellement et
s’ajuste en fonction des résultats expérimentaux de mani¢re a retrouver les fragments

caractéristiques.

L’analyse du spectre permet d’exclure la possibilité que la fraction F2.3.2.3.3 soit de la galangine.
En effet, Fabre et al. (2001), lors de la comparaison de fragments de ’apigénine et de la
galangine, avaient constaté que, contrairement a I’apigénine, la galangine ne présentait pas de
fragments rétro Diels-Alder lors de la fragmentation ESI-MS? en mode négatif. Ils notaient
particuliérement, chez galangine, I’absence du fragment a m/z 149 Daltons attribuable a 1 B
plutdt présent chez I’apigénine, comme caractéristique et différentiel entre les deux isoméres. Au
cours de nos expérimentations, notre échantillon a présenté le fragment a m/z 149 Daltons. La
présence de ce fragment dans le composé F23233 exclut donc la possibilité que ce composé soit

la galangine.

Ce spectre (Figure 36, Tableau XXXVI) permet également d’exclure la possibilité que F2.3.2.3.3
soit de la norwogonine par absence du fragment a m/z 251 dalton. En effet, Wu et al. (2004) ont
analysé plusieurs flavonoides par LS-MS et lors de I’analyse des spectres ESI-MS? ils établirent
la différence caractéristique entre le spectre de I’apigénine et de la norwogonine. Selon leurs
observations, la norwogonine du fait de ses 2 groupes hydroxyles en ortho sur le noyau A, donne
un fragment [M-H-H>0] ~a m/z 251 contrairement I’apigénine ; ce qui est en accord avec les
observations de Fabre et al. (2001) qui ont montré qu’un indicateur de la présence de 2
groupements OH en ortho sur un des noyaux (A ou B) d’un flavonoide se remarquerait par la
présence d’une perte de H2O de I’ion moléculaire [MH]- dans les fragments. Ils illustrérent leurs
expérimentations avec la lutéoline et la chrysine (Fabre et al., 2001). Cela a permis a Wu et al
(2004) de montrer que la différence entre la norwogonine et I’apigénine par LC-MS serait le
fragment a m/z 251. Or, lors de nos expérimentations, F2.3.2.3.3 n’a pas présenté de fragment a

m/z 251, ce composé n’est donc pas de la norwogonine.

Par ailleurs, le tableau XXXVI1 montre que la fragmentation de notre composé donne plus de
similitude a 1’apigénine dans les fragments résiduels (82,4 % de similitude) qu’avec les autres
isoméres. L’absence de 100 % de similitude entre F2.3.2.3.3 et I’Apigénine caractérisé

antérierement peut étre attribuée a la force électromotrice de fragmentation utilisée lors de
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I’expérimentation et la matrice au sein de laquelle se trouve le composé. De plus, plusieurs
travaux de fragmentation en mode négatif réalisés sur I’apigénine ont montré que la présence du
fragment a m/z 151 Daltons, qui correspond a 1 A", serait caractéristique de la molécule en
comparaison aux autres flavonoides (Fabre et al., 2001 ; Wu et al., 2001 ; Rijke et al., 2006). Ce
fragment a été significativement présent dans les fragments résiduels de F2.3.2.3.3 lors de notre

expérimentation.

En dehors de Fabre et al (2001), 4 autres chercheurs ont étudié la fragmentation de 1’apigénine
par LC - MS? en mode négatif. Nous reprenons dans le tableau XXXVII 1’ensemble

d’informations recueillies.

Tableau XXXVII. Comparaison des fragments de différentes fragmentations MS? de I’apigénine
tels que repris par plusieurs auteurs selon le procédé utilisé dans la présente étude.

Fragments F23233 Justesen Fabreet Hughes Wuetal. Rijkeet

(2000)  al. (2001) et al. (2004) al. (2006)
(2001)

[M-H]" 269 269 269 269 269 269

[M-H-CO]- 241 241

[M-H-C:H.0]" 227 227 227

[M-H-CO;]- 225 225 225 225 225

[M-H-C3H]- 224

[M-H-C203]" 201 201 201 201

[M-H-C302]" 197 197

[M-H-C;H,0-CO;] - 183 183

[M-H-2C0O2]" 181 181 181

[M-H-C302-C2H:0] - 159 159 159

L3A 151 151 151 151 151 151

L4 B+2H 149 149 149 149 149

13B- 117 117 117 117 117 117

12 B- 107 107 107 107 107

Energie de fragmentation 7,5 2,7 4,5 2,8 2,4 1,7

(kV)

Hormis I’ion moléculaire, deux fragments sont constamment présents dans chacune de ces
expériences quelle que soit la procédure de fragmentation appliquée : un fragment a m/z 151
Daltons (** A") et un autre & m/z 117 Daltons (*3 B") ; de plus, trois fragments sont présents dans
plus de 80 % des cas : fragment a m/z 225 assimilable & [M-H-CO-] - ; fragment a m/z 149
Daltons (** B~ +2H) et fragment a m/z 107 Daltons (*2 B"). Ces observations montrent que ces
fragments sont majoritaires chez I’apigénine en LC-MS? ; or ces fragments sont tous retrouvés
dans F2.3.2.3.3.
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L’ensemble de ces observations permettent d’attribuer a la molécule de m/z 270 Daltons, isolee
au cours de cette ¢tude lors de la phase de fractionnement, 1’identité de I’apigénine. L apigénine
est donc un des flavonoides présents dans I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium

angolense aux cotés de la quercétine et I’hypéroside, identifiés lors de la CCM (Figure 32).

Il reste tout de méme a savoir si cette molécule qui semble majoritaire dans cet extrait
méthanolique a une activité antiplasmodiale. Cette préoccupation nous a conduits a évaluer son
activité antiplasmodiale in vitro. A la méme occasion, I’activité des fractions voisines obtenues
lors de la derniere étape de fractionnement a éte évaluée.

11.4.4.5. Evaluation de P’activité antiplasmodiale de I’apigénine (F2.3.2.3.3) isolée de
I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium angolense

L’apigénine, la 4°-5,7, -trihydroxyflavone, est un produit naturel appartenant a la sous classe des

flavones. Sa formule moléculaire est de C1sH100s et son poids moleculaire de 270,24 daltons.
C’est un aglycone de glycosides naturels a propriétés pharmacologiques trés variées. Des études
ont montré ses propriétés contre 1’arthrite rhumatoide (Kumazawa et al., 2006; Shin et al., 2009 ),
des troubles auto-immuns (Kang et al., 2009 ; Xu et al., 2008) et I’'immunodéficience (Fu et al.,
2014 ; Simolinski et al., 2003) ; ’agrégation plaquettaire (Janssen et al., 1998 ), des infections
virales (Lv et al., 2014 ; Qian et al., 2015), des troubles neurologiques (Zhao et al., 2010), des
ischémies respiratoires (Zhang et al., 2014 ; Buwa et al., 2015), I’inflammation et le stress
oxydatif (Zhang et al., 2014 ; Ribeiro et al., 2015), la maladie d’ Alzheimer (Choi et al., 2014 ;
Zhao et al., 2013), la maladie de Parkinson (Patil et al., 2014), le cancer de prostate (Zhu et al.,
2015 ; Singh et al., 2015) et diverses toxicités (Ali et al., 2014 ; Zhang et al., 2014 ; Ju et al.,
2015 ; Mascaraque et al., 2015).

L’activité antiplasmodiale de la fraction F2.3.2.3.3 obtenue lors de 1’étape finale du
fractionnement ainsi que les deux fractions sceurs (F23231 et F23232) et la fraction parente
(F2323) a été évaluée par la méthode microscopique sur une souche plasmodiale non spécifique
présente dans la population congolaise. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau
XXXVIII.

Tableau XXXVIII. Activité antiplasmodiale in vitro sur une souche non standardisée de
I'apigénine et les derniéres fractions issues de la fraction parente.

Groupe C (ug/mL) IP (%) Clso (ug/mL)

Contréle (RPMI + Pf+ MeOH) 0 0 0

Quinine 100 100 1,4+0,3
50 100

25 98,7+0,1
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Groupe C (pg/mL) IP (%) Clso (ng/mL)
12,5 859+0,1
6,25 74,2+0,3
3,125 53,5%£0,1
1,56 50,1x0,2
0,78 489+0,1
F2323 100 58,6 £ 0,1 13,6 £0,1°
50 55,1+0,2
25 51,2%0,1
12,5 42,9+0,1
6,25 193+0,1
3,125 156+0,1
1,56 134+0,1
0,78 13,2+0,1
F23231 100 59,1+0,1 63,2 +0,3°
50 42,4 +£0,5
25 33,3+£0,1
12,5 30,9+0,1
6,25 29,4+0,5
3,125 23,7+0,1
1,56 18,1+£0,6
0,78 16,2+0,1
F23232 100 55,4+0,1 50,3 +£0,1°
50 49,3+0,1
25 20,3+£0,1
12,5 18,1+0,1
6,25 17,1+0,2
3,125 16,2+0,1
1,56 16,1+0,1
0,78 16,1+0,1
F23233 100 69,6 £0,1 23,2+0,1°%
50 64,1+0,2
25 58,2x0,1
12,5 209+0,1
6,25 18,3+0,1
3,125 165+0,1
1,56 127+0,1
0,78 126 0,2

Résultats exprimés sous forme de moyenne + écart type, n=3 ; C= concentration ; IP : inhibition

plasmodiale ; Clso= concentration inhibitrice de 50 %. Comparaison avec ANOVA par apport au contréle

positif. 3p< 0,01, °p< 0,001, °p< 0,0001, X@ p< 0,01 : comparaison par apport a la fraction F2323.
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La figure 37 présente la courbe dose — effet qui résulte de 1’évaluation de D’activité

antiplasmodiale des derniéres fractions.
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Figure 37. Courbes concentrations versus réponses de I’activité antiplasmodiale
des fractions et de I’apigénine issus de Dialium angolense (X = S, n=3).

Nous remarquons que 1’activité de la quinine avec Clso = 1,4 pg/mL, est forte selon la
classification de Jonville et al. (2008), comme dans les études antérieures (Tona et al., 1999,
2004 ; Lusakibanza et al., 2010).

Les résultats obtenus au cours de la présente étude montrent que seule la fraction-mere (F2323 :
Clso =13,6 pg/mL) et la molécule isolée F2.3.2.3.3, qui est I’apigénine avec une Clso de 23,2
pg/mL, ont présenté une activité modérée, 1’activité de la molécule étant inférieure a celle de la
fraction-mére. Cette situation laisse penser que I’apigénine n’est pas la seule molécule
responsable de 1’activité antiplasmodiale observée dans la fraction-mere F2323 (Clso = 13,6
ug/mL) ni dans 1’extrait méthanolique (CI 50 = 2,9 + 0,1 pg/mL) de départ. Une des raisons qui
peut justifier cette situation serait le fait que 1’apigénine agirait en synergie avec les autres

molécules présentes dans cette fraction F2.3.2.3. Pour mémoire, il a été identifié, lors de la CCM
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préliminaire, la quercétine, une molécule qui est décrite dans la littérature comme active sur
Plasmodium falciparum. En effet, Bilia et al. (2008) ont montré que la quercétine posséde une
activité antiplasmodiale modérée avec une Clsp de 3,2 pg/mL sur la souche 3D7. Dans 1I’étude de
Ganesh et al. (2012) sont activité était de 1,01 pug/mL sur la méme souche.

L’étude d’Adeoye et al. (2019) a montré in silico que I’apigénine et la quercétine, pouvaient agir
par inhibition de la synthese de la B-hématine et pourraient de ce fait exercer une activité
antimalarique. Dans cette étude, nous venons de montrer 1’activité antiplasmodiale in vitro de
I’apigénine (Tableau XXXVIII) en confirmant ainsi hypothése émise in silico. De plus, en
considérant 1’activité inhibitrice de la synthése de I’hémozoine de I’extrait méthanolique de
Dialium angolense avec une Clso de 7,1+ 0,1 pg/mL (Tableau XXI) obtenue au cours de cette étude
ainsi que I’¢tude d’Adeoye et al. (2019), nous pensons que la quercétine et I’apigénine
contribuent trés significativement dans 1’expression de 1’activité inhibitrice de la synthése de
I’hémozoine des feuilles de Dialium angolense. Il n’est pas exclu par ailleurs que d’autres
molécules présentes dans I’extrait méthanolique de la plante aient contribué dans la tres forte
activité observée avec 1’extrait méthanolique sur la souche chloroquinorésistante W2 avec une
Clso de 3,9 £ 0,1 pg/mL (Tableau XX).

L’apigénine est présente dans plusieurs plantes sans que ces dernieres ne soient décrites comme
plantes antimalariques. C’est le cas notamment de Petroselinum crispum (Mill.), une Apiaceae
appelée persil et de Apium graveolens L. (Apiaceae, céleri) ou I’apigénine est sous forme d’apiine
[20] qui est I’apigénine 7-apioglucoside (Jiangang et al, 2005 ; Wuyts, 2012). Il en est de méme
de Cichorium intybus L. (Asteraceae, fausse chicorée) qui renferme de I’apigénine sous forme de
I’apigétrine (apigénine-7 glucoside). Dans Vitex sp, I’apigénine est sous forme de vitexine qui est

de I’apigénine 8-C-glucoside.

Pour expliquer cette situation, il faudrait tout d’abord, relever qu’aucune étude n’est rapportée
sur I’absence de 1’activité antimalarique de ces espéces. Toute fois, méme si tel aurait été le cas,
I’apigénine est sous forme d’hétéroside des ces especes contrairement a la forme aglycone sous
laquelle elle a été rencontrée dans les feuilles de Dialium angolense au cours de cette étude. Or
il est rappporté que dans bien des cas, les formes génines de plusieurs molécules naturelles les
rendent physiologiquement inactives exigeant d’elles certaines transformations dans 1’organisme
avant qu’elles n’expriment leurs propriétés biologiques. D’autre part, I’environnement dans
lequel la molécule se situe pourrait favoriser 1’expression de son activité antiplasmodiale dans
I’échantillon examiné et qu’une fois qu’elle se trouve dans un environnement différent,
I’apigénine changerait de comportement pharmacologique. En effet, chez Artemisia annua, les

flavonoides comme artémétine [13], casticine [14], chrysoplénétine [15], cirsilineol [16] et
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chrysosplénol-D [17] prises séparément n’ont pas d’activité antiplasmodiale mais elles
contribuent a potentialiser I’activité antiplasmodiale de I’artémisinine in vivo. Il s’agit d’une
synergie pharmacocinétique (Elford et al., 1987 ; Liu et al., 1992 ; Czechowski et al., 2019). Si
cette situation est possible pour 1’artémisinine, elle pourrait aussi I’étre pour I’apigénine dont la
présence d’autres composés observés dans la fraction méthanolique lors de la CCM préliminaire
pourrait justifier la forte activité dans 1’extrait brut, activité plus importante que celle observée

par la molécule isolée.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce criblage phytochimique de Dialium angolense
associ¢ a une évaluation de 1’activité antiplasmodiale montre que I’apigénine est un composé
antimalarique de I’extrait méthanolique des feuilles de Dialium angolense. Par ailleurs, la plante
contient également d’autres flavonoides comme la quercétine et I’hypéroside. Ces molécules
pourraient contribuer dans 1’expression de 1’activité antiplasmodiale de 1’apigénine, en particulier

la quercétine dont I’activité antiplasmodiale est avérée.

11.4.5. Dialium angolense comme plante aux potentialités multiples

Les résultats présentés dans les points précédents ont montré que Dialium angolense bien que
tres peu renseigné en médecine traditionnelle particulierement congolaise, posséde une activité
antiplasmodiale intéressante. A partir de ses constituants phytochimiques, elle pourrait présenter
d’autres vertus thérapeutiques susceptibles d’étre impliquées dans la prise en charge du
paludisme. Dans cette section, nous présentons les résultats des investigations menées sur la
plante, en rapport avec les activités antioxydante, antimicrobienne, hépatoprotectrice.

11.4.5.1. Activitée antioxydante des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles et
fruits de Dialium angolense

Au cours d’une infection a Plasmodium, le stress oxydatif est observé et une fois non équilibré,
ce stress peut conduire la malaria vers la malaria célébrale ou vers I’anémie (Griffiths et al.,
2001 ; Pabon et al., 2003). Dans ce contexte, ’activit¢ antioxydante d’une substance
antimalarique constitue pour cette derniere, une valeur ajoutée. Dans cette section nous
présentons des résultats en rapport avec I’activité antioxydante des extraits de feuilles et fruits de

Dialium angolense que nous consignons dans le tableau XXXIX.
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Tableau XXXIX. Activité antioxydante (%0) des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles et

fruits de Dialium angolense

Conc. Extrait méthanolique Extrait aqueux Quercétine Vit C
(Hg/mL) Feuilles Fruits Feuilles Fruits

100 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 98,2 100

25 97,2x11 100 96,2+0,9 100 947+19 100
12,5 90,5+11 90,5+19 91521 945+0,9 928+19 99,8 +0,9
6,25 48,7+1,9 54,7+11 49,7+0,9 58,7+0,9 619+19 97511
3,13 454 +1,2 494+11 46,4 + 3,9 53,441 531+11 91,3+0,3
1,56 432+1,1 48,2+19 442 +0,1 52,2+0,9 48919 49621
0,78 42917 47911 43919 51,9+0,1 47611 48,3+0,9
0,39 411+19 47,1+19 42,3+0,2 50,3x0,9 45619 47,2+0,1
0,19 40412 47+1,3 41,1+0,9 48,1+0,3 44611 47,2+0,9
Clso 6,8 +0,9° 3,2+0,1%@ 6,1+02° 0,3+0,1™ 1,9+0,12 16+0,1
(Hg/mL)

Clso : concentration qui inhibe 50 % de DPPH ; EM : extrait méthanolique, EA : extrait aqueux ; Vit C :
vitamine C ou Acide ascorbique, (X £ S, n=3).Test ANOVA, comparaison avec la vitamine C 2 p <
0,01;°p<0,001;°p<0,0001.%p < 0,01 : comparaison entre les feuilles et les fruits

Quatre extraits ont été analysés ainsi que les contréles positifs constitués de la quercétine et de

I’acide ascorbique. Nous catégorisons I’activité antioxydante des extraits comme suit : trés actif si

Clso < 50 pg/mL, actif lorsque 50 pg/mL < Clsp < 100 pg/mL ; modéré si 100 pg/mL < Clsp <
250 pg/mL, faible : 250 pg/mL < Clso < 500 pg/mL et inactif pour Clso> 500 pg/mL (Marjoni &
Zulfisa, 2017 ; Tali et al., 2020).

EM :
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Figure 38. Courbe de concentration versus % d’inhibition de DPPH

Extrait méthanolique ; EA : extrait aqueux ; Fe : Feuilles ; Fr : Fruits ; (X £ S, n=3).
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L’acide ascorbique (y = 0,0298x + 0,0071 R?= 0,9997), avec une Clso de 1,6 pg/mL, présente un
pouvoir antiradicalaire supérieur a celui de la quercétine Clso= 1,9 pg/mL comme dans des études
antérieures. Ce sont notamment, les travaux de Lu et al. (2014), dont I’acide ascorbique avait une
Clso de 0,60 + 0,01 pg/mL et la quercétine une Clsp de 1,00 = 0,01 pg/mL, ainsi que ceux de Le
Son & Phuc (2013) qui ont trouvé pour I’acide ascorbique une Clso de 10,49 £ 2,01 pg/mL et la
querceétine, une Clsg de 14,52 2,12 pg/mL.

Comme dans les études antérieures (Sridhar & Charles, 2018 ; Sirivibulkovit et al., 2018), le

modele expérimental développé présente une allure non linéaire (Figure 38).

Globalement, le fruit posséde un pouvoir antiradicalaire supérieur a celui des feuilles. Alors
qu’aucune différence statistiquement significative n’est perceptible entre les extraits des feuilles,
I’activité antioxydante de différents extraits des fruits est quant a elle, tres influencée par le
solvant extractible, I’extrait aqueux (ClIsp = 0,3 £ 0,1 pug/mL) présentant un pouvoir antiradicalaire

dix fois supérieur a celui de I’extrait méthanolique (Clso = 3,2 £ 0,1 pg/mL).

Si la littérature ne rapporte aucune étude sur ’activité antioxydante de Dialium angolense,
quelques espéces du méme genre ont déja fait I’objet d’une telle investigation. Ce sont notamment
les travaux de Silva et al. (2016), Osman et al. (2018) et Maloueki et al. (2015) qui ont permis
de cerner ’activité antioxydante respectivement des extraits aqueux des fruits de D. guineense

Willd., D. ovoideum Thwaites, D. indum L, D. corbisieri Staner et D. gossweilerii Baker f.

Les substances antioxydantes préviennent plusieurs dommages que le stress oxydatif peut causer ;
parmi ces dommages, figurent des mutations génétiques (Favier et al., 2003), I’obésité (Giustarini
et al., 2009), et une contribution des conditions telles que le diabéte du type 2 (Helmerson et al.,
2004), I’athérosclérose (Stentz et al., 2004) et le vieillissement (Holzenberger et al., 2003). A
c6té de ces propriétés, les composés a pouvoir antiradicalaire sont également réputés a propriétés
anti-inflammatoire (Diaz et al., 2012 ; Allegra et al., 2019) et antimicrobienne (Park et al., 2019 ;
Asong et al., 2019). Durant I’infection a Plasmodium, il est observe un stress oxydatif qui a deux
origines. D’une part, la digestion par les cellules phagocytaires, des globules rouges parasites :
GRp, qui contiennent des composés riches en fer ; ce qui engendre une surproduction des espéces
réactives oxygénées : EROs (Schwarzer et al., 2003 ; Becker et al., 2004 ; Kumar &
Bandyopadhyay, 2005) et, d’autre part, une diminution des enzymes anti-oxydants et des
composeés tels que la catalase, la peroxydase, les SOD (superoxyde dismutase) et le GSH
(Delmas-Beauvieux et al., 1995 ; Erel et al., 1997 ; Luersen et al., 2000). C’est ce déséquilibre
qui cause un stress oxydatif. La surproduction des EROs est en partie responsable du

neuropaludisme (Pabon et al., 2003) et I’anémie (Griffiths et al., 2001). Des lors, disposer d’une
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substance qui peut non seulement agir sur le plasmodium et sur un effet collatéral produit par
I’infection, comme le stress oxydatif, peut se révéler avantageux comparativement aux
antipaludéens actuels pour lesquels le pouvoir antioxydant n’est pas rapporté.

11.4.5.2. Activité antibactérienne et antifongique des extraits aqueux et méthanoliques
des feuilles et des fruits de Dialium angolense

Il est établi que des composés a pouvoir antioxydant ont une activité antibactérienne due a leur
capacité a détruire la membrane bactérienne. D’autre part en Afrique, des cas de co-infection
malaria - infections antibactériennes sont rapportés (Sandlund et al., 2013 ; Gémez-Pérez et al.,
2014 ; Aung et al., 2020). En RDC (Bashige et al., 2015, Bashige et al., 2020b) et
particulierement a Bukavu, des co-infection malaria-fievre typhoides semblent fréquentes
(Mulumeoderhwa et al., 2016) et cette réalité n’est pas propre a la RDC (Keong & Sulaiman,
2006 ; Birhanie et al., 2014 ; Odikamnoro et al., 2018). Dans ce milieu, une plante antimalarique
a activite antibactérienne peut se révéler trés intéressante comparativement aux antimalariques
habituels. C’est dans ce contexte que nous avons réalisé une investigation sur une plausible
activité antimicrobienne des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles et des fruits de Dialium

angolense.

Des germes des affections courantes ont été sélectionnés : Escherichia coli et Salmonella typhi,
pour les infections digestives et Streptococcus pneumoniae et Staphylococcus aureus pour les

infections nosocomiales. Candida albicans a permis d’explorer le spectre fongique.

1. Détermination de la sensibilité des germes vis-a-vis des extraits par mesure du diameétre

d’inhibition

Les résultats de I’évaluation de la sensibilité des germes aux extraits, aux doses de 50 et 100
pg/mL, sont consignés dans le tableau XL. Dans I’ensemble, 45 tests ont été effectués et, en
accord avec Biyiti et al. (2004), 31 tests ont été positifs (68,9 %) en présentant un diamétre
d’inhibition (DI) > a 10 mm. Dans le groupe contréle, la ciprofloxacine a présenté le diametre
d’inhibition le plus élevé sur les souches E. coli, S. typhi et Staphylococcus aureus et
I’érythromycine, le diamétre le plus important sur Stretococcus pneumoniae. Les souches
Salmonella typhii et Streptococcus pneumoniae ont éte les plus sensibles dans la globalité car 100
% des tests réalisés sur ces souches ont été positifs. Sur E. coli, I’extrait aqueux des fruits a 100
pg/mL a manifesté un diamétre d’inhibition (DI = 24 + 0,2 mm), le plus élevé des extraits. Il en

est de méme sur Candida albicans.
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Tableau XL. Diamétre d’inhibition de différents extraits de Dialium angolense lors de I’évaluation
de Pactivité antibactérienne.

Gram (-) Gram (+) Fungi
Diamétre d’inhibition : DI (mm)
Escherichia Salmonella Streptococcus Staphylococcus Candida
coli typhi pneumoniae aureus albicans
Controle 0 0 0 0 0
Erythromycine 21,1 +0,2¢ 20,1+ 0,2 25,1+0,1° 28,2 £ 0,1¥ ND
Fluconazole 10,2+0,2 11,1+0,2 10,1 +£0,2 11,1+0,1 25,1+0,2
Ciprofloxacine 28,2+0,2 272+0,1 18,1+0,1 292+0,1 10,1+ 0,4
EM feuilles 50 1,2+0,1 11,1 +£0,2¢ 101+0,1 8,1+0,1 7,1+0,2
EM Feuilles 100 6,2+0,2 12,2+ 0,2¢ 121+0,2 9,1+0,2 52+0,2
EM Fruits 50 16,1 £ 0,1 152+0,2 122+0,1 13,1+0,1 14,1 £ 0,1%
EM Fruits 100 20,2+0,1 191+0,1 18,2 £ 0,2% 17,1+£0,2 11,5+ 0,2%
EA Feuilles50 3,1+£0,2 10,1+ 0,2% 10,1£0,2 51+0,2 8,1+0,1
EA Feuilles100 9,2+0,2 11,1 £0,1x8 12,2 £0,2x2 8,1+£0,2 7,1+0,2
EA Fruits 50 20,1+0,2 18,1+0,1 19.1+£0,2 17,1+£0,2% 192+0,1
EA Fruits 100 24,1 +0,2¢ 22,1+0,1 23,2%0,2 21,2+0,2 23,2+0,1

EM Feuilles 50 : Extrait méthanolique des feuilles a 50 pg/mL ; EA Fruit 100 : Extrait aqueux des fruits a 100
pg/mL ; (X =S, n=3); EM : extrait méthanolique, EA : extrait aqueux ; ¥ Comparaison avec la ciprofloxacine ;¥
comparaison avec la fluconazole par le test ANOVA a une voie. A p<0,05 la différence est considérée comme
statistiquement significative® p < 0,01 ; ® p < 0,001 ; ¢ p < 0,0001.

Nous illustrons les différentes interactions sur la figure 39.

[b] Interaction avec Candida
albicans

[c] Interaction avec
Escherichia coli

[a] Interaction avec
Streptococcus pneumoniae

Figure 39. Sensibilité de quelques souches microbiennes aux extraits de Dialium angolense sur
quelques souches.

2. Effets des extraits actifs en fonction de CMI et CMB

Les différentes valeurs de CMI et CMB ainsi que 1’effet des différents extraits sur les différentes

souches sont consignés dans le tableau XLI.
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Tableau XLI. Concentration minimale inhibitrice (CMI), concentration minimale microbicide
(CMM) et effet des extraits

Souche microbienne CMI CMM CMM Effet
(Mg/mL)  (ug/mL)  cMI
Fluconazole Candida albicans <1 <1 NA NA
Ciprofloxacine Escherichia coli <1 <1 NA NA
Salmonella typhi <1 <1 NA NA
Streptococcus <1 <1 NA NA
pneumoniae
Staphylococcus aureus <1 <1 NA NA
Candida albicans <1 <1 NA NA
Extrait Escherichia coli 500 500 1 Bactéricide
méthanoliques Salmonella typhi 31,2 31,2 1 Bactéricide
des feuilles Streptococcus 12,5 500 40 Bactériostatique
pneumoniae
Staphylococcus aureus 500 500 1 Bactéricide
Candida albicans 500 500 1 Fongicide
Extrait Escherichia coli 500 500 1 Bactéricide
méthanoliques Salmonella typhi 62,5 125 4 Bactériostatique
des fruits Streptococcus 3,9 15,6 4 Bactériostatique
pneumoniae
Staphylococcus aureus 250 250 1 Bactéricide
Candida albicans 31,2 31,2 1 Fongicide
Extrait aqueux Escherichia coli 500 500 1 Bactéricide
des feuilles Salmonella typhi 3,9 15,6 4 Bactériostatique
Streptococcus 31,25 31,25 1 Bactéricide
pneumoniae
Staphylococcus aureus 500 500 1 Bactéricide
Candida albicans 125 125 1 Fongicide
Extrait aqueux Escherichia coli 1,9 7,8 4 Bactériostatique
des fruits Salmonella typhi 7.8 7.8 1 Bactéricide
Streptococcus 3,9 15,6 4 Bactériostatique
pneumoniae
Staphylococcus aureus 31,25 62,5 2 Bactéricide
Candida albicans 1,9 31,25 16 Fongistatique

CMM : Concentration minimale microbicide ; NA : Non applicable

Dans cette étude, en s’inspirant de la classification des extraits selon Kuete (Dzotam et al., 2016),
nous avons categorisé les extraits comme suit : i) extraits a trés forte activité, si CMI < 5 pg/mL
; 11) extrait a forte activité si 5 pug/mL < CMI < 50 ug/mL ; iii) extrait actif si 50 pg/mL < CMI <
100 pg/mL ; iv) extraits moderément actifs : 100 pg/mL < CMI <625 pg/mL et v) extrait a faible
activité si CMI > 625 pg/mL. Selon cette classification, tous les extraits ont été tout au moins
modérément actifs. La ciprofloxacine a été active sur tous les germes et la fluconazole sur C.
albicans (Tableau XLI). L’extrait aqueux des feuilles a présenté des CMI < 100 pg/mL sur toutes
les souches et peut de ce fait, étre considéré comme 1’extrait le plus intéressant du point de vue

activité antimicrobienne.

Rappelons que c’est I’extrait aqueux qui est utilisé en médecine traditionnelle contre 1’affection

malarique. L’extrait méthanolique duquel, I’apigénine a été isolé au cours de cette étude, n’est
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actif que sur Streptococcus pneumoniae et Salmonella typhi, ce qui laisse suggérer qu’il peut étre
utilise dans le cas des co-infections malaria-fievre typhoide. Plusieurs cas de co-infection
Plasmodium falciparum — Salmonella typhi sont rapportés. Les exemples des travaux de Sumer
et al. (2014) au Pakistan, Chowdhury et al. (2010) au Bangladesh et la revue de la littérature de
Takem et al. (2014) montrent que cette réalité n’est pas propre a la RDC mais des pays
endéemiques de la malaria. Dans ce contexte, de substances a la fois antiplasmodiales et

antibactériennes comme les feuilles de Dialium angolense, sont intéressantes.

Quelques espéces du genre Dialium ont antérieurement ¢été étudiées pour [’activité
antimicrobienne dont Dialium guineense Willd est la plus étudiée. Les fruits de D. angolense
possederaient une activité antimicrobienne supérieure a celle rapportée pour les fruits de Dialium
guineense Willd sur les souches E. coli : CMI = 225 mg/mL, S. typhi : CMI = 150 mg/mL, S.
pneumoniae : CMI=CMI=225 mg/mL, S. aureus : CMI=225 mg/mL et C. albicans : CMI >200
mg/mL (Ajiboye et al., 2015 ; Ajiboye et al., 2018) et ces souches précitées seraient plus sensibles
a D. angolense que Dialium guineense Willd (Okeke et al., 2016). La plante a été également plus
active sur E. coli que D. indum L : CMI = 3,125 mg/mL (Abdallah & Muhammad, 2018). Par
ailleurs, E. coli, S. aureus et C. albicans seraient plus sensibles a D. angolense qu’aux fruits de

Dialium corbisieri Staner et Dialium gossweileri Baker f. (Maloueki et al., 2015).

S’agissant des feuilles, elles seraient plus actives que celles de Dialium ovoideum Thwaites : CMI
= 6,25 mg/mLsur S. aureus et sur E. coli (Bulugahapitiya et al., 2020) ou D. indum L : CMI =
6,25 mg/mL sur E. coli (Abdallah & Muhammad, 2018) ou Dialium guineense Willd: MIC =
13,9 mg/mL sur E. coli, 11,7 mg/mL sur S. aureus et 12,7 mg/mL sur S. typhi et 15 mg/mL sur
C. albicans (Osuagwu & Eme, 2013 ; Ogu et al., 2013). En plus, E. coli, S. aureus, C. albicans
se revelent plus sensibles a ses feuilles qu’aux feuilles de Dialium guineense Willd (Uche et al.,
2019) et D. indum L (Doughari, 2006).

Les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles et fruits de Dialium angolense sont actives sur
des germes aussi bien gram (+) que gram (-). lls sont particulierement trés actifs sur S. typhi et S.
pneumoniae éventuellement grace aux différents groupes phytochimiques identifiés au sein de la
plante lors du criblage phytochimique et a son potentiel antioxydant trés prometteur. Cette plante
constitue ainsi un candidat intéressant pour un criblage phytochimique approfondi en vue d’isoler
des composeés responsables de cette activité antimicrobienne avec espoir que ces composeés soient

également actifs sur les souches plasmodiales.
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11.4.5.3. Activité hépatoprotectrice des extraits des feuilles de Dialium angolense sur le
modele Cavia porcellus apres intoxication par le paracétamol

Les feuilles de D. angolense sont utilisées en médecine traditionnelle congolaise comme
médicaments principalement contre le paludisme. Or, plusieurs médicaments ont été rapportes
comme inducteurs des hépatopathies (Bjornsson, 2016 ; Kullak-Ublick et al., 2017) en ce y
compris les antipaludéens actuels, notamment ceux de la classe des quinoléines et des endo
peroxydes (Taylor & White, 2004 ; Niknahad et al., 2016 ; Reuling et al., 2018). Par ailleurs, il
est rapporté que la cause principale de retrait des médicaments par la FDA (Food Drug
Administration), est leur induction de 1’hépatotoxicité. Il est donc intéressant tout en validant
I’activité de plantes utilisées en médecine traditionnelle, d’évaluer, tant que faire se peut, leur
éventuelle hépatotoxicité. Dans cette section nous présentons les résultats de 1’évaluation des
propriétés anti-hépatotoxiques et hépatoprotectrices stricto ensu des extraits méthanoliques et
aqueux des feuilles de D. angolense dont nous venons de rapporter les activités, antimalariques,
antioxydantes et antimicrobiennes. La propriété anti-hépatotoxique est évaluée lorsque
I’intoxication par le paracétamol intervient aprés 1’administration des extraits et la propriété
hépatoprotectrice stricto sensu est évaluée lorsque I’intoxication au paracétamol intervient avant

I’administration des extraits.

L’évaluation de I’activité des extraits sur les cellules hépatiques s’est effectuée a trois niveaux :
I’effet de I’extrait sur la toxicité induite par le paracétamol et ’effet de I’extrait sur 1’évolution
pondérale. L’observation des coupes histologiques du tissu hépatique a permis de conclure les

analyses.

1. Effet des extraits de D. angolense administrés avant I’intoxication au paracétamol

(PCM) sur les lésions hépatiques induites par le paracétamol (PCM)

Afin d’apprécier le degré d’hépatotoxicité induit par le PCM d’une part et I’effet anti-
hépatotoxique des extraits d’autres part, les taux sériques d'alanine transaminase (ALT),
d'aspartate transaminase (AST), de phosphatase alcaline (PAL) et de la bilirubine totale (BT) ont
été dosés. Comme le montre le tableau XLII, les taux d’ALT, d’AST de PAL et de BT sériques
dans le groupe contréle de toxicité (CTox) ont été significativement élevés atteignant méme le
double des valeurs observées dans le groupe de controle de normalité (CNor) laissant ainsi
suggérer que 1’intoxication induite par le paracétamol a été effective. En revanche, le traitement
par les extraits de D. angolense a diminué de maniere significative (p< 0,0001) les taux sériques
de ces biomarqueurs sus évoqués chez les cobayes exposés au PCM exprimant ainsi de maniere

trés intéressante 1’activité anti-hépatotoxique des extraits de la plante (Tableau XLII).
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Tableau XLII. Taux sériques des transaminases, de la phosphatase alcaline et de la bilirubine

totale
AST ALT PAL BT
Normes 28-68 29-69 55 -100 0,0-0,9
Groupe Traitement ul/L ul/L Ul/L Ul/L
C Nor NaCl 0,9 % 29,3 + 0,84 30,3+ 1,1 55,7 + 0,44 0,09 + 0,024
CoTox PCM 85,7+5,0 94,0+3,1 112,011 1,16 + 0,03
SYL 100 mg/kg + PCM 29,3 +1,3¢ 30,4 +1,24 56,6 + 0,6 0,10 + 0,03«
PSYEA 300 mg/kg+PCM 35906  350+08%  69,1+05%x 0,16 +0,05
EADAL 150 mg/kg + PCM 42,3 +1,1%dd 41 8 + 1 5Wcz¢ 431 +1,3wi® (17 + 0,05
EMDAL 150 mg/kg + PCM 42,7 +1,2%dd 431 + 1,30 731+ 0,6%% 0,19 + 0,05
EADAL 300 mg/kg + PCM 32,4 +1,3%%d 323 +0,7 33,5 +0,9%dd 0,12 + 0,02
EMDAL 300 mg/kg + PCM 34,1 + 1,1xdvd 33,5 +0,9¢ 62,4 + 0,3 0,13 + 0,02

CNor : Controle de normalité ; CTox : Contrdle de toxicité ; SYL : Silimarineest utilise comme le
contrdle d’activité ; PSYEA : Extrait aqueux de Psydium guajava est utilisé comme un autre contréle
interne d’activité ; PCM : Paracétamol 1g/kg/j pour 2J ; ALT : Alanine transaminase, PAL : Alkaline
phosphatase ; AST : Aspartate transaminase. Résultats exprimés sous forme de moyenne + écart-type ;
n=5 ; Comparaison avec ANOVA : comparaison multiple avec le test de Dunnett ; seuil de décision p<

0,05; p*Comparaison avec le contrdle de toxicité, ¥ Comparaison par apport a PSYEA, Z comparaison
avec I’extrait aqueux correspondant. 2p < 0,01 ; °p < 0,001 et ¢ p < 0,0001.

Le paracétamol (PCM) est I'un des antipyrétiques et analgésiques les plus utilisés (Kamel
Escalante et al., 2019), cependant aux doses élevées, il induit une hépatotoxicité qui se traduit
par des lésions hépatiques graves et méme une insuffisance hépatique aigué. Il a pour ce faire
largement été utilisé pour induire des lésions hépatiques aigués dans des modéles animaux en vue
d’évaluer I’effet des substances hépatoprotectrices (Watkins et al., 2006 ; Rubin et al., 2019 ;
McGreal et al., 2018 ; Huang et al., 2018b ; Lee et al., 2018 ; Dokunmu et al., 2018). Dans les
modeles expérimentaux, le PCM est préféré aux autres substances toxiques comme le
tétrachlorure de carbone (Arige et al., 2017) puisqu’il induit une toxicité moins brutale et peut

facilement étre comparé aux substances testées, appelées a étre utilisées chez I’homme.

Les lésions hépatiques induites par le PCM ne sont pas directement causées par le médicament
lui-méme. Effet, aux doses élevées, le paracétamol est oxydé par le cytochrome P-450 2E1
(CYP2EL) en N-acétyle-p-benzoquinone imine (NAPQI), nocif et hautement réactif (Kang et al.,
2020). A I’état normal, ce métabolite se conjugue rapidement avec le glutathion (GSH) pour étre
excrete dans les urines (Akbari et al., 2018). En revanche, lorsque le taux de NAPQI formé est
supérieur au GSH disponible, le NAPQI libre réagit avec les macromolécules cellulaires en
formant notamment une liaison covalente avec des protéines intracellulaires contenant des
groupements sulfhydrile, induisant ainsi une nécrose hépatique centro-lobulaire (Mailloux et al.,

2020). I1 peut s’en suivre une perturbation de 1’homéostasie calcique, un dysfonctionnement
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mitochondrial et un stress oxydatif entrainant un endommagement cellulaire responsable de la
nécrose (Jaeschke et al., 2012 ; Du et al., 2016 ; Yan et al., 2018).

AST, ALT, PAL et bilirubine, sont des marqueurs habituellement utilisés pour explorer la
fonction hépatique (Manokaran et al., 2008 ; Tezcan et al., 2018). L’ALT et I’AST, bien que non
spécifiques au foie, sont utilises comme marqueurs des lésions hépatocellulaires (Church &
Watkins, 2018) lorsque leurs taux sériques sont respectivement plus de 2 et 3 fois les seuils
normaux (Church & Watkins, 2018). La phosphatase alcaline (ALP) est utilisée pour détecter les
Iésions cholestatiques, reflétant généralement des Iésions des cholangiocytes et/ou de I'intégrité
de la membrane canaliculaire alors que la bilirubine totale (BT) est quantifiee pour caractériser
la fonction hépatique globale lors de lésions hépatocellulaires (Kwo et al., 2017, Eaton et al.,
2019). Les taux sériques de ces biomarqueurs sont anormalement élevés en cas d’une atteinte
hépatique (Ahmed et al., 2018 ; Kim, 2019) et sensiblement baissées aprés administration d’une
substance hépatoprotectrice (Okokon et al., 2017 ; Ved et al., 2017 ; Moshaie-Nezhad et al.,
2019). Au cours de cette étude, I’administration des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles
de D. angolense, aux doses de 150 et 300 mg/kg de poids, préalablement intoxiqués au
paracétamol, a sensiblement baissé et normalisé les taux de ces biomarqueurs chez les cobayes,
montrant ainsi leurs effets anti-hépatotoxiques. L’effet anti-hépatotoxique des plantes serait d0 a
leurs composés qui possedent les propriétés de piégeage des radicaux libres conduisant ainsi a
I’inhibition de la peroxydation lipidique et la préservation de la membrane cellulaire (Azarmehr

etal., 2019 ; Liu et al., 2019).

Pour déterminer le degré de I’effet anti-hépatotoxique, nous avons calculé le taux de protection
de la fonction hépatique (TPFH) a partir de I’activité enzymatique chez les cobayes des groupes

de contr6le de toxicité, de contrdle de normalité ainsi que ceux des groupes tests.

L’administration des extraits ou des controles positifs d’activité, avant 1’intoxication au
paracétamol, a offert une protection de I’activité des transaminases voisine de 100 % (98-99%)
pour les cobayes traités avec la silymarine a 100 mg/kg ; elle a néanmoins été tres variable (58-
82%) chez les cobayes traités avec 150 mg/kg d’extraits de D. angolense ou I’extrait aqueux des

feuilles de Psidium guajava (77-92 %).
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Tableau XLIII. Taux de protection de la fonction hépatique (X + S, n=3).

TRFH (%) M £ SD

Traitement AST ALT PAL
SYL 100 mg/kg + PCM 99,8 +0,1 99,8 +0,1 98,1+0,1
PSY 300 mg/kg + PCM 92,6 + 0,8 88,2+0,2 77,4 +£0,19
EADA 150 mg/kg + PCM 81,2 + 0,4 dd 76,9 + 0,6 58,8 + 0,5*Wd
EMDA 150 mg/kg + PCM 79,9 + 0,9*%d 76,2 + 0,8*d 57,9 + 0,9*%d
EADA 300 mg/kg + PCM 96,9 + 0,9 94,5 + 0,4 79,2 + 0,1
EMDA 300 mg/kg + PCM 94,7 + 0,3 91,5+ 0,7 77,9 + 0,44

CNor : Controle de normalité ; CTox : Controle de toxicité ; SYL : Silimarineest utilisé comme le contréle
d’activité ; PSYEA : Extrait aqueux de Psydium guajava est utilisé comme un autre contrdle interne extrait
d’activité. Comparaison avec ANOVA : comparaison multiple avec le test de Tukey ; Seuil de décision, p
< 0,05 ; *Comparaison avec le control de toxicité, Y comparaison par apport 8 PSYEA, 4 comparaison
avec extrait aqueux correspondant. 2p < 0,01 ; °p<0,001 et ¢ p < 0,0001.

Le taux de protection de I’activité enzymatique offert par P. guajava a 300 mg/kg a été
statistiquement équivalent a celui des feuilles de Dialium angolense & 300 mg/kg, laissant
suggerer que la plante sous étude présente une activité anti-hépatotoxique équivalente a celle de
Psydium guajava dont la propriété hépatoprotectrice est largement rapportée (D’Mello & Rana,
2010 ; Torres-Gonzalez et al., 2014; Afolabi et al., 2020).

L’activité anti-hépatotoxique de I’extrait aqueux des feuilles de Psydium guajava est associée a
la présence des composés phénoliques, particulierement des flavonoides, susceptibles de réduire
tres sensiblement les entités réactives oxygénés grace a leur pouvoir antioxydant et
conséquemment prévenir les dommages cellulaires des hépatocytes (D’Mello & Rana, 2010 ;
Zhu et al., 2020). Or, lors du criblage antioxydant, une activité intéressante a été rapportée pour
I’extrait aqueux (Clso =1,6 + 0,1jug /mL) et méthanolique (Clso = 0,9 £ 0,1ug /mL) des feuilles
de D. angolense (Tableau XLIII). 1l est donc probable que ’activité anti-hépatotoxique soit en
corrélation avec 1’activité antioxydante par destruction des radicaux libres. Cette activité serait
subséquente a la présence des composés phénoliques dont I’effet protecteur du foie est rapporté,
notamment des flavonoides (Oh et al., 2004 ; Mandal et al., 2007 ; Ge et al., 2018 ; Huang et al.,
2018b) ; He et al., 2019) et des tanins (Sobeh et al., 2017 ; Sobeh et al., 2018), identifiés et dosés

au sein de la plante au cours de la présente étude (Tableaux XVI et XXXV).

2. Effets des extraits de Dialium angolense administrés aux cobayes apres I’intoxication

sur le poids corporel et I'indice de foie

La variation de poids dans les modéles expérimentaux chez les rongeurs est considérée comme
un indicateur d’hépatotoxicité (Brandon-Warner et al., 2012 ; Chen et al., 2019). Au cours de

cette étude, les cobayes exposés au paracétamol (PCM), du groupe de controle de toxicité ont
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montré une augmentation significative de poids corporel ainsi que du ratio poids de foie-poids
corporel (WL/WC) en comparaison au groupe contrdle de normalité (p< 0,0001), contrairement
aux groupes prétraités avec les extraits de D. angolense et les contréles positifs pour lesquels

aucune différence n’a été observée suivant la méme comparaison (Tableau XLIV).

Tableau XLIV. Effet des extraits sur le poids de cobayes traités apres I’intoxication au

paracétamol
Dose Poids de Poids de Poidsdu  Variation de Ratio de
(mg/kg) Cobaye au Cobaye au foie de poids LW/CW
1°" jour 10° jour cobaye corporel (%)
(CW) (CW) (LW) (AW)
CNor NaCl 0,9 % 298,0£0,2 301,1£ 0,1 1961+0,0 3,1+0,2d 6,5+ 0,19
CTox PCM 274,0+0,2 265,2+0,1 26,12 +£0,1 8,8+0,2 9,8+0,1
SIL 100 mg/kg + PCM  265,0 £ 0,3 268,5+0,1 17,41+0,0 3,5+0,2d 6,5+ 0,1
PSY 300 mg/kg + PCM  277,4+0,0 280,6 £0,1 18,13+0,0 3,2+0,1d 6,5+ 0,1
EMDA 150 mg/kg +PCM  259,0 +0,3 261,3+0,1 17,91+0,1  2,3+0,2ddd 69+ ( bz
EMDA 300 mg/kg+PCM 2482 +0,0 251,5+0,2 16,31+0,1 3,4+0,1d 6,5+ 0,1
EADA  150mg/kg+PCM 2350 +0,2 237,4+0,2 16,53 +0,1 2,4 +0,2ddzc 70+ 0 1xdyezd
EADA  300mg/kg+PCM 2471 +0,0 250,5+0,1 1529+0,1 3,4+0,1d 6,5+ 0,19

SIL : Silimarine; Résultats exprimés sous forme de (X + S, n=5); La variation de poids est appréciée en valeur
absolue ; Comparaison par ANOVA avec le test de comparaison multiple de Tukey ; Seuil de décision p <
0,01 ; *Comparé au groupe controle de toxicité (PCM) ; ¥ Comparé a la silimarine; z comparé au Psydium

guajava PSY ;a2p<0,01; "p<0,001et ¢p<0,0001.

L’augmentation de poids observée dans le groupe de contréle normal de toxicité indique une
modification de signes vitaux induit par le PCM et 1’absence de variation de poids dans les
groupes testés, révele de maniére intéressante que le traitement par les extraits a empéché la
détérioration de la fonction métabolique des cobayes du fait de leur exposition au PCM et est en
accord avec les travaux antérieures ayant porté sur les plantes hépatoprotectrices (Okokon et al.,
2017 ; Ali et al., 2019). Des études ont suggéré que 1’augmentation significative du poids du foie
par I’administration du PCM ¢était due au blocage, induit par le N-acétyl-quinone imine (NAPQI),
de la sécrétion de triglycérides hépatiques dans le plasma (Roy et al., 2006) et des enzymes
anabolisants (Abd EI-Ghffar et al., 2017).

Ces différentes observations révélent D’effet anti-hépatotoxique des extraits aqueux et
méthanolique des feuilles de D. angolense administrés aux cobayes aux doses de 150 et 300

mg/kg avant I’intoxication au paracétamol & 2 g/kg en deux prises per os, une fois par jour.
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3. Effet des extraits de Dialium angolense administrés chez Cavia porcellus apres

P’intoxication au paracétamol

Outre I’effet anti-hépatotoxique qui apprécie I’apport des extraits avant 1’intoxication, Nous avons
¢galement évalué D’effet des extraits en cas d’administration en post-intoxication par

I’appréciation des mémes parametres (AST, ALT, PAL, BT).

Comparativement au groupe contrdle de normalité, I’administration du paracétamol a provoqué
chez les cobayes une hausse des taux sériques des biomarqueurs de la fonction hépatique (AST,
ALT, PAL, BT) alors que I’administration des extraits, et des controles positifs apres
I’intoxication au paracétamol, les a sensiblement réduits au point de les ramener dans le seuil de

normalité (Tableau XLV).

Tableau XLV. Taux sériques des biomarqueurs hépatiques chez les cobayes traités aux extraits
aprés P’intoxication au paracétamol

AST ALT PAL BT
Normes 28-68 29-69 55 -100 0,0-0,9

Groupe Traitement Ul/L ul/L uUl/L uUl/L
CNor  NaCl 0,9 % 26,2 + 0,14 30,4 + 0,3 55,7+0,3* 0,84 + 0,02
CTox PCM 85,6 £0,2 87,3+0,2 116,5+0,2 1,29 £ 0,02
SIL 100 mg/kg + PCM 43,3 0,1 43,4 +0,34 69,2 + 0,2 0,81 + 0,01
PSYEA 300 mg/kg + PCM 58,9 + 0,14 57,1 + 0,17 85,1+0,% 0,81 +0,01
EADA 150 mg/kg + PCM 61,1+ 0,2 628+ 0,1%4d 90,1 +0,22%% 0,81 + 0,02
EMDA 150 mg/kg + PCM 61,5+ 0,2 629+ 0,1%4d 90,6 0,29 0,87 + 0,02
EADA 300 mg/kg + PCM 43,8 + 0,2x%d 42,3 +0,2xd 69,4+0,1*% 0,81 +0,02
EMDA 300 mg/kg + PCM 43,6 + 0,1 42,5+ 0,2xd 69,8 +0,1>% 0,81 +0,01

CNor : Controle de normalité ; CTox : Contrble de toxicité ; SIL : Sylimarine, utilisée comme le contrdle
d’activité ; PSYEA : Extrait aqueux de Psydium guajava, utilisé comme un autre contréle interne extrait
d’activité ; PCM : Paracétamol 1g/kg/j pour 2J ; ALT : Alanine transaminase, PAL : Alkaline phosphatase ;
AST : Aspartate transaminase. Résultats exprimés sous forme de moyenne + écart-type ; n=5 ;
Comparaison avec ANOVA : comparaison multiple avec le test de Dunnett ; Seuil de décision p< 0,05 ; X
Comparaison avec le controle de toxicité, Y Comparaison par apport a PSYEA, 4 comparaison avec extrait
aqueux correspondant. 2p < 0,01 ; °p < 0,001 et ¢ p < 0,0001.

Le fait que I’adminsitration des extrait a reduit sensiblement les hausses des taux seriques des marqueurs
de la fonction hépatique observés apres I’intoxication au paracetamol traduit 1’effet hépato-réparateur des
extraits (Ozturk et al., 2009 ; Tenkerian et al., 2015).

Pour apprécier ’ampleur de 1’hépatoprotection produit par les extraits, nous avons calculé le taux de la

restauration de la fonction hépatique par I’appréciation de la variation de I’activité enzymatique dans le
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groupe testé et le groupe intoxiqué en fonction de 1’activité observée dans le groupe contréle de normalité
(Tableau XLV1I).

Les résultats montent que la restauration de la fonction enzymatique produite par la sylimarine,
utilisée comme contrdle positif d’activité hépatoprotectrice, est statistiquement équivalente a
celle des extraits de Dialium angolense administrés a la dose de 300 mg/kg de poids (70-82 %)
et supérieure a celle de I’extrait aqueux des feuilles de Psydium gujava (44-60 %). L’activité des

extraits de D. angolense est dose dépendante.

Tableau XLVI. Taux de la restauration de la fonction hépatique des cobayes intoxiqués au

paracétamol
TRFH (%) M + SD
Traitement AST ALT PAL
Silimarine 100 mg/kg + PCM 714+0,1 80,5+ 0,2 77,7+0,1
Psydium 300 mg/kg + PCM 44,9 + 0,1 60,1 + 0,1 50,4 + 02
EADA 150 mg/kg + PCM 412 +0,4%Y  516+0,1%%  588+05MN
EMDA 150 mg/kg + PCM 40,6 +0,9% 51 4+0,8%  579+09W
EADA 300 mg/kg + PCM 70,4 + 0,97 82,2 + 0,4 77,2 +0,1¢
EMDA 300 mg/kg + PCM 70,7 +0,3v 81,9 + 0,7V 77,9 +0,4Y

PCM : paracétamol. Le paracétamol a été administré a 1000 mg/kg de poids/j pendant 2 jours ; Les
résultats sont comparés avec ANOVA par le test de Tukey ; Seuil de décision p < 0,05 ; *Comparaison
avec la sylimarine, Y comparaison par apport a PSYEA (extrait aqueux de Psydium guajava), ¢ des extraits
de méme dose. 2p <0,01; Pp<0,001etcp<0,0001.

La silymarine est extraite a partir des grains de Silybum marianum (L.) Gaertn. (Compositae) et
elle contient plusieurs flavonoides notamment la sylibine A et B, I’isosylibine, la silychristine,
I’isosilychristine et la silydianine (Aghazadeh et al., 2011 ; Petraskova et al., 2020) impliqués
dans son activité hépatoprotectrice (Suk et al., 2019). Au cours de cette étude, des flavonoides,
dont I’activité hépatoprotectrice est rapportée, ont été identifiés chez Dialium angolense. C’est le
cas notamment de la quercétine (Eftekhari et al., 2017, Pingili et al., 2020), de I’hypéroside (Xie
et al., 2016 ; Xing et al., 2020) et de 1’apigénine (Raskovi¢ et al., 2017 ; Yang & Huang, 2020 ;
Yue et al., 2020). Ces composés joueraient un grand rdle dans I’expression de I’activité
hépatoprotectrice des feuilles de Dialium angolense. Comme pour la silymarine (Papackova et
al., 2018), Dialium angolense agirait comme hépato-protecteur par inhibition des radicaux libres

empéchant ainsi la destruction de la membrane des cellules hépatiques.
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4. Effets des extraits de Dialium angolense sur le poids corporel et I'indice de foie chez le

cobaye intoxiqueé a priori au paracétamol

Au cours de cette étude, les cobayes exposes au paracétamol, du groupe de contrdle de toxicité,
ont montré une augmentation significative de poids corporel ainsi que du ratio poids de foie-poids
corporel (WL/WC) et ce, en comparaison au groupe contréle de normalité (p< 0,0001). En
revanche, les groupes prétraités avec les extraits de D. angolense et les contréles positifs n’ont

manifesté aucune différence avec le groupe de contrdle de normalité (Tableau XLVII).

Tableau XLVII. Effet des extraits administrés aprés ’intoxication au paracétamol sur la
variation de poids chez les cobayes

Dose Poids de Poids de Poids du foie Variation de Ratio de
(mg/kg) Cobayeau Cobaye au de cobaye poids LW/CW
1°" jour 10¢ jour (LW) corporel (%)
(CW) (CW) (AW)

CNor NaCl 0,9 % 257,0+0,2 360,1+0,1 19,6 +0,0 3,1+0,2¢ 6,5+ 0,1

CTox PCM 263,0+0,2 2542+0,1 26,1+0,1 8,8+£0,2 98+£0,1

SIL  100mgkg+PCM 254 1+0,3 257,5+0,1 17,4+0,0 3,5+ 0,24 6,5 + 0,1

PSYEA  300mgkg+PCM 2664 +0,0 269,6+0,1 18,1+0,0 3,2+0,14 6,5 + 0,1
EMDA  150mgkg+PCM 248 0+0,3 250,3+0,1 179+0,1 2,3+0,2% g9+ 0,1z

EMDA  300mgkg+PCM 2372 +0,0 240,5+0,2 16,3+0,1 3,4+0,19 6,5 + 0,1
EADA  150mgkg+PCM  2240+0,2 226,4%0,2 165+0,1 2,402 70+0,1xe

EADA  300mgkg+PCM 2362 +0,0 239,5%0,1 153+0,1 3,4+0,19 6,5 + 0,1

SIL : Silymarine ; Résultats exprimés sous forme de (X + S, n=3). La variation de poids est appréciée en
valeur absolue ; Comparaison par ANOVA avec le test de comparaison multiple de Tukey ; Seuil de
décision p < 0,01, p* Comparé au groupe controle de toxicité (PCM) ;¥ Comparé a la silymarine ; ?
comparé au Psydium guajava PSY ;a2p<0,01; ®p<0,001 et°p <0,0001.

Des études ont montré que 1’administration du paracétamol en pré-traitement chez les rongeurs
produit une augmentation des poids des foies des souris exposées comme une des indications de
I’intoxication. C’est le cas notamment des études réalisées avec 1’extrait méthanolique des
feuilles de Bauhinia purpurea (Yahya et al., 2013), et des fruits de I’extrait aqueux de Psidium
guajava (Rajkapoor et al, 2002). Les résultats de cette étude s’inscrivent donc dans la lignée de

ces travaux antérieurs et traduisent I’hépatotoxicité provoqué par I’administration du paracétamol

aux cobayes, au cours de la présente étude.

5. Examens macro et microscopique du foie de Cavia porcellus intoxiqués au paracétamol

et traités par les extraits de Dialium angolense

Les observations visuelles réalisées sur les foies prélevés chez Cavia porcellus montrent un
changement de coloration dans le groupe qui a recu le paracétamol sans étre soigné (Figure 40b)

en comparaison au groupe qui a recu la solution physiologique sans étre intoxiqueé. Des
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différences de coloration mais qui se rapprochent plus de groupe de contrdle (Figure 40a) sont
également observées dans des groupes qui apres intoxication ont été traités par les extraits (figure

40 c et e). Il en est de méme des groupes traités puis intoxiqués (Figure 40 d et f).

[A]EA300 activité hépatoprotectrice

[b]Paracétamol 1000 mlkg

[e]EMS300 activité antihépatotoxique  [fIEM300 activité hépatoprotectrice

[cJEA300 activité antihépatotoxique

(8] 09 % NaCl

Figure 40. Observations macroscopiques des foies chez Cavia porcellus lors de I’évaluation de
I’activité sur les hépatocytes.

Groupe contrdle de normalité (a), Groupe de contrdle de toxicité (b), groupe traité par 300 mg/kg
d’extrait ;:aqueux (c : activité antihépatotoxique), d : activité hépatoprotectrice stricto sensu), groupe traité par
300 mg/kg extrait méthanolique : e (antihépatotoxique), f (hépatoprotectrice).

L’examen histologique du tissu hépatique des cobayes du groupe contrdle de toxicité montre
d’importantes différences avec le tissu hépatique des rats non intoxiqués. La différence est
également observée entre les tissus hépatiques des groupes traités par les extraits en comparaison

au groupe intoxiqué (Figure 41).

[b] Paracetamol 1000 mg/kg
"
v
‘L
%

™ R
L)
»
[ )
[d] EA300 activit

[c] EA300 activité antihépatotoxique
[e] EM300 activite an‘tihépatotoxique.

Figure 41. Parenchymes hépatiques des différents groupes apres une coupe histologique du foie
(x100) des cobayes : (a) cobayes normaux, (b) contrdle de toxicité, (c)-(f) groupes essais.

En effet, ’administration per os du paracétamol induit une nécrose hépatique chez les cobayes et

cette nécrose s’observe par une large zone blanche (Figure 41b). Cependant, I’examen



Travaux personnels Page | 171

histologique du tissu hépatique des groupes pré (Figures 41 d et f) et post (Figures 41 c et e)
traités avec les extraits méthanolique et agueux de D. angolense montre une réduction de la
nécrose par diminution de la surface blanche. Les zones blanches devenant de moins en moins
visibles comme dans le groupe de contrdle de normalité. Ces observations histologiques sont en

accord avec les résultats observés avec les biomarqueurs hépatiques (Tableaux XLII et XLV1).

6. Comparaison entre I’activité anti-hépatotoxique et hépatoprotectrice stricto sensu des
extraits de D. angolense

Une différence statistiquement significative (p <0,01) a été observée entre I’activité anti-
hépatotoxique et hépatoprotectrice en faveur de la premiére et ce, dans tous les groupes tests
(Figure 42). Ces resultats montrent que les extraits de Dialium angolense, comme I’extrait aqueux

de Psydium guajava et la silymarine, sont préférentiellement anti-hépatotoxiques.

120 -
100 A

80 1 _ _ )

60 a

40

20 1

0 . . . . . .

SYL 100 PSY 300 EADA 150 EMDA 150 EADA300 EMDA 300

Activité (%)

m Hépatoprotectrice ALAT Anti-hépatotoxiqueALAT

Figure 42. Activité anti-hépatotoxique versus activité hépatoprotectrice des extraits aqueux (EA)
et méthanoliques (EM) de Dialium angolense (DA), la silymarine (SIL) et Psydiaum guajava
(PSY).

Résultats présentés sous forme de M + SD (n=5). Comparaison effectuée entre les deux activités aux mémes
doses suivant le test t de Student. EMDA 300 : extrait méthanolique de Dialium angolense administré per os
a 300 mg/kg de poids aux cobayes.

Cette section vient de montrer que 1’extrait aqueux des feuilles de Dialium angolense, a la dose
utilisée en médecine traditionnelle, soit 150 mg/kg, posséde un pouvoir anti-hépatotoxique et
hépato-protecteur. A la dose de 300 mg/kg, les feuilles de cette plante, possedent une activité
anti-hépatotoxique équivalente a celle de I’extrait aqueux des feuilles de Psidium guajava a 300
mg/kg de poids et une activité hépatoprotectrice semblable a celle de la silimarinea 100 mg/kg
de poids. Ces résultats complétent ainsi le tableau des criblages biologiques réalisés sur les

extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de Dialium angolense.
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CONCLUSION

La flore congolaise, 1’une des plus riches au monde, posséde de nombreuses plantes dont les
vertus médicinales de certaines sont jusqu’a ce jour méconnues. Au cours de cette étude, nous
avons recensé des plantes utilisées a Bagira (RD Congo) dans le traitement de la malaria. Parmi
ces plantes, nous nous sommes intéressés particulierement a Dialium angolense dont nous avons
réalisé un criblage phytochimique et évalué diverses activités biologiques notamment
antiplasmodiale, inhibitrice de la synthése de 1’hémozoine, antioxydante, antimicrobienne, anti-

hépatotoxique, et hépatoprotectrice stricto sensu.

Les informations ethnobotaniques recueillies au cours d’interviews libres auprés de 85 praticiens
de la médecine traditionnelle (&ge moyen 47 + 12 ans ; sexe ratio homme-femme : 2,04 ;
expérience de métier : 12 £ 5 ans) de Bagira, ont permis de réunir les plantes ainsi que les recettes
utilisées pour la prise en charge de la malaria. Cinquante-trois plantes, en majorité relative des
arbres (32 %) ont été répertoriées. Ces plantes sont regroupées en 43 genres issus de 24 familles
dominées par les Fabaceae (22,6 %) et les Asteraceae (20,7 %). De ces plantes découlent 83
recettes dont 67 utilisent une seule plante. La feuille et la décoction, a plus de 53 % des citations,
I’eau ainsi que I’administration orale, a plus de 89 % des citations, constituent respectivement
I’organe, le mode de préparation, le solvant extractif ainsi que le mode d’administration les plus
utilisés.

Le criblage phytochimique réalisé par des réactions classiques en solution sur les 53 plantes a
identifié plusieurs groupes a potentiel antiplasmodial parmi lesquels des flavonoides (81,5 %), et
des terpénoides (71,5 %) sont les plus fréquents. Parmi les 53 plantes, seules 10 avaient une
fréquence de citations > 11 et étaient non étudiées du point de vue activité antiplasmodiale.
L’évaluation des activités antiplasmodiale et inhibitrice de la synthése de I’hémozoine effectuées
in vitro sur les 10 plantes a mis en évidence les extraits méthanoliques des feuilles de Dalbergia
katangensis et de Dialium angolense comme les plus actifs avec une activité antiplasmodiale de
Clso=3,6 £ 0,1 pg/mL et Clso= 3,9 £ 0,1 pg/mL (D. angolense), une activité inhibitrice de la
synthése de I’hémozoine de Clso =7,3 £ 0,1 pg/mL (D. angolense) et Clso = 7,1 £ 0,1 pg/mL (D.
katangensis). L’intérét de ces deux plantes a été confirmé par leurs activités antiplasmodiales in
vivo sur P. yoelii et P. berghei par le test suppressif de 4 jours (D. katangensis avec DEso allant
de 186 a 192,5 mg/Kg et 182,3 mg/kg ; D. angolense avec DEso allant de 180,4 a 191,2 mg/kg).
Leur toxicité aigué, évaluée sur Mus norvegicus a révélé que D. katangensis, avec une DLsg de
2688,4 (extrait methanolique) et 8760,6 mg/Kg (extrait aqueux), est modérément toxique
contrairement a Dialium angolense (DLso> 1280 mg/kg) qui est pratiquement sans danger.
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Dans les feuilles de Dialium angolense, plante qui a satisfait a tous les critéres de sélection, la
CCM a permis d’identifier pour la premiére fois la quercétine (Rf = 1,7), une molécule a activité
antiplasmodiale prouvée, ainsi que 1’hypéroside (Rf = 0,4). Le fractionnement sur colonne
ouverte a permis d’isoler pour la premiére fois dans le méme organe, un flavonoide identifié par
LC-MS/MS? comme 1’apigénine. Ce composé a présenté une activité antiplasmodiale in vitro
avec une Clso de 23,2 £ 0,1 ug/mL montrant ainsi que 1’apigénine est un composant antimalarique

présent dans les feuilles de Dialium angolense.

Les autres activités évaluées sur les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de Dialium
angolense ont montré que cette plante est également douée d’activités antioxydante (Extrait
méthanolique : Clso = 6,1 £ 0,2 pg/mL ; Extrait aqueux : Clso = 6,8 £ 0,9 pug/mL), antibactérienne
notamment sur Streptococcus pneumoniae (Extrait méthanolique : CMI : 3,9 pg/mL) et sur
Salmonella typhi (Extrait aqueux : CMI : 3,9 ug/mL), anti-hépatotoxique (THR 78 % de I’extrait
méthanolique) et hépatoprotectrice (THP : 75 % : extrait méthanolique) intéressantes,

susceptibles de contribuer a la prise en charge du paludisme a Bukavu.

Cet ensemble de résultats indique que les plantes utilisées en médecine traditionnelles a Bagira
dans le traitement de la malaria sont tres prometteuses et renferment des principes intéressants

comme 1’apigénine, susceptible d’ouvrir la voie vers une nouvelle classe d’antimalariques.

Cette étude ouvre plusieurs perspectives au regard des résultats enregistrés: (i) sur le plan
ethnopharmacologique, de nouvelles enquétes pouvant permettre de couvrir 1’étendue de la
région du Kivu sont a envisager pour enrichir le répertoire des plantes antimalariques
congolaises ; (ii) sur le plan pharmacologique, le mécanisme d’action d’activités observées et
particuliérement ’activité antimalarique de 1’apigénine est une perspective envisageable ; (iii)
sur le plan chimique, I’isolement et la caractérisation des polyphénols particulierement des
flavonoides identifiés et dosés au cours de cette étude de méme que le criblage de tout le genre
Dialium dont la RDC dispose du plus grand nombre d’espéces est un autre futur défi a relever;
(iv) du point de vue pharmacotechnie, il peut étre envisagé un complément d’essais physico-
chimique, un essai de formulation d’un médicament traditionnel amélioré (MTA) et des essais
analytiques et toxicologiques complémentaires en vue non seulement de constituer une

monographie de la plante mais aussi de mettre au point un médicament traditionnel améliore.
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Annexe |. Réactifs, Solvants, Matériel de laboratoire, Appareils

1.1. Réactifs et solvants

Acide acétique p. a (Merck)

Acétate de Plomb (Merck)

Acide chlorhydrique p. a a 63 % (Merck)
Acide Phosphomolybdique (Merck)
Acide formique (F0507-1L, Sigma-Aldrich)
Acide sulfurique a 98 % (Hopkins),
Alcool isoamylique p. a (Merck)
Ammoniaque p. a (Acros organic)
Chloroforme p. a (Merck)

Chlorure ferrique (Merck)

Chlorure de Sodium (Sigma Aldrich)
Copeaux de magnésium (Merck)

Eau millipore

Erytrhomycine (E6376-25G, Sigma, USA)
APAD A5251-100MG (Sigma Aldrich)

Giemsa stain G5637-5G (Sigma Aldrich)
Sodium L-lactate L7022-5G (Sigma Aldrich),

Tampon Tris buffer saline pH 8 T6664-10PAK
(Sigma Aldrich)

Hydroxyde de sodium (Merck)

lode (Hopkin)

Méthanol (322415-20L, Sigma-Aldrich, USA)

Nitrate de Bismuth (pa Merck)

RPMI 1640 51536C-500ML contenant HEPES 25nM,

L-glutamine (Sigma Aldrich)

Tampon phosphate 7,4 1M (P3619-1GA, Sigma-
aldrich)

Quinine (Q11125-100G, Sigma-Aldrich)

Triton-X 100 (11332481001, Sigma aldrich)

Nitrotetrazolium Blue Chloride (N6876-5G, Sigma-
Aldrich)

Quercétine (Q4951-100G, Sigma-Aldrich, USA)

DPPH (D9132-1G, Sigma-aldrich, USA)

Carmino-vert (MT 056-60ML, Biolab, France)

AST assay Kit (Abnova; KA4187, USA)

AST assay Kit (Abnova; KA4187, USA)

Alkaline Phosphatase Assay Kit (Abnova; ab83369;
USA)

Randox ALT-colorimetric (AL146, Randox)

Randox AP (AP307, Randox)

Muller-hinton agar (70191-2,5KG, Sigma-Aldrich)

DMSO (472301-500ML, Sigma-Aldrich)

Pentoxyde de diphosphore (214701-500G, Sigma-
aldrich)

Silicagel (227196-5KG, Sigma-Aldrich)

Lugol solution (62650-100ML-F, Sigma-Aldrich)

Metronidazole (M3761-25G, Sigma-Aldrich)

Silimarine(G7384-100G, Sigma-Aldrich)

Polyvinylpolyvidon Kollidon (02286-500G, Sigma-
Aldrich)

Acetonitrile (271004-2L, Sigma-Aldrich)

Acétate d’éthyle (270989-20L, Sigma-Aldrich)

Acétate de sodium p. a (Merck)

Acide nitrique p. a (Merck)

Acide picrique (Merck)

Acide silicotungstique (Merck)

Acide trichloracétique p. a (Merck)

Alcool n-butanolique p. a (Sigma-Aldrich)

Anhydride acétique p. a (Merck)

Chloroquine C6628-100G (Sigma Aldrich)

Chlorure mercurique (Merck)

Dichlorométhane p. a (Aldrich)

Dichromate de potassium (Merck)

Ether de pétrole (Sigma-Aldrich)

Ciprofloxacine (SKU 33434-100MG-R, Merck)

Gentamycine 50 mg/mL G1397-10ML (Sigma
Aldrich)

Lithium L-lactate (L2250-10G, Sigma-Aldrich)

Nitrotétrazolium Blue chloride N6876-500MG
(Sigma Aldrich)

Sorbitol 240850-100G (Sigma Aldrich)

Hemin 51280-5G (Sigma Aldrich)

Hypoxanthine 50g (Aldrich)

lodure de potassium (Merck)

Milieu de culture RPMI 1640 (Gibco 22409)

Nitrate de bismuth (383074-100G, Sigma-Aldrich,
USA)

Tampon acetate 5,2 (3863-50ML, Sigma-aldrich)

Saponine (S4521-25G, Sigma-Aldrich)
Phenazine ethosulfate (P4544-5G, Sigma-Aldrich)
Drabkin regent (D5941-6VL, Sigma-Aldrich)

Acide Ascorbique (A5960-100G, Sigma aldrich,
USA)

Folin-Ciocalteu (F9252-1L, Sigma-aldrich)

Hydrate de chloral (47335-U, Supelco, Germany)

ALT Assay Kit (Abnova; KA 1294, USA)

Bilirubine (Total and direct) Assay kit (Biovision;
K553-100; USA)

Randox AST (AS3876, Randox)

Solution Turk (PC594319, Merck)
Thioglycollate broth (1081900500, Merck)
Heparine (H3393-25KU)

Hematoxylin (H3136-100G, Sigma-aldrich)

Eosine (E4009-5G, Sigma-Aldrich)

Bleu de Methyléne (M9140-25G)

Sylimarin (S0292-10G, Sigma-Aldrich)

Carbonate de sodium (223484-500G, Sigma-Aldrich)
Toluene (244511-2L, Sigma-Aldrich)

MéthylEtyle ketone (1060149190, Sigma-Aldrich)
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1.2. Verrerie et matériel de laboratoire

Aiguilles stériles G22

Bac rectangulaire pour vaisselles

Béchers (50 mL, 100 mL et 250 mL)

Chronométre

Embouts des micropipettes .

Eprouvettes graduées en verre borosilicaté (10 mL, 25
mL et 50 mL)

Fioles jaugées en pyrex col rodé (50m mL et 100 mL)

Flapules

Latte

Mortier

Papier filtres (Whatman, 2017-006AA, @ = 6 mm)

Petit moulin pour fine broyage

Pipettes Pasteur )
Plagque chromatographique

Spatule

Spectrophotomeétre (HUK261, BAOSHISHAN)

Congélateur_ﬁKa_risten, France)

Etuve a ventillation (Memmert,

Tubes a essai en verre pyrex ou borosilicaté (Oxh :
18x150 mm)

Boite de Petri (BR452005-480EA, Brand)

Verre de montre

Colone : 29/32 LENZ : V=400 mL ; Hauteur : 620
mm, Capacité =210 cm3, @=20 mm ; Silice :
Silicagel 60-20pum Prolab Chemicals, Belgique

1.3. Appareils

Agitateur électrique (Edmund Btihler)
Balance (Sartorius)

Calotte chauffante (Isopad)

Evaporateurs rotatifs, Rotavapor
Pleuger

Flux laminaire HC 24, Heraeus Instruments

Lyophilisateur de marque Christ, t¥pe Epsilone-1-5

Refrigérateur, de marque Whirpoo

Réfrigérateur (-80° C), de type U410

Hotte a flux laminaire, de marque Technigen

Spectrophotométre Stat Fax (Fisher Bioblock, USA).

pH-métre (1120 LABOMODERNE)

14335, Buchi,
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Ampoules a décanter (100 mL)

Ballon a col rode (250 mL)

Bouteille en verre clair (250 mL)

Cuve chromatographique t?/pe Camag

Entonnoirs en verre borosilicaté

Erlenmeyer en verre borosilicaté a col large (50 mL et
250 mL)

Flacons ISO en verre borosilicaté (150 mL)

Gants stériles sans poudres

Micropipette

Quate .

Papier indicateur universel de pH

Pied gradué en verre borosilicaté (10 mL, 20 mL, 50
mL et 100 mL)

Pissettes a bec sur bouchon ) _ _

Plaques é)1 fond plat de 96 puits stériles (Greiner Bio
one

Thermométre

Frigo (Costway, FDS GmbH)

Incubateur (Dutscher)

Tubes capillaires 5, 10, 20, 25 pL (

Densitométre 0,3 & 15 unités Mc Forland (DT1010,
LABOMODERNE)

Microscope (SWIFT SW350T, Swift-EU)

Colone : 14/23 LENZ : V= 200 mL ; Hauteur : 500
mm, Capacité =100 cm®, @=20 mm ; Silice :
Silicagel 40-63um, VWR, Allemagne

Colone ouverte : Silicagel 60-20um Prolab Chemicals,
Belgique ; Colonne 29/32 LENZ : V=400 mL ;
capacité =206 cm3 @=20 mm)

Bain-marie (Heidolph instrument, Laborata-4000
PHYWE)

Balance analytique (Denver instrument APX-200
PHYWE

Etuve de marque Memmert (PHYWE)
Evaporateur centrifuge Speed Vac VR-1, Heto Lab
Equipment

Moule, de marque Culatti
Incubateur, de type TempLab
Microscope, OLYMPUS
Centrifugeuse, Compact Star (VWR)
Moulin (Plymix, Belgique)

Le réactif de Dragendorff : préparer la solution A en dissolvant 0,85 g de nitrate de bismuth basique dans un
meélange de 10 ml d’acide acétique glacial et de 40 ml d’eau ; préparer la solution B en dissolvant 8 g d’iodure
de potassium dans 20 mL d’eau ; préparer la solution d’identification en mélangeant 5 mL de la solution A a 5
mL de la solution B et ajouter 20 mL d’acide acétique glacial puis porter le volume a 100 mL par ajout d’eau.

Le réactif de Mayer : une solution 10g de Kl et 2,70 g de HgCl, dans 20 mL d’eau.
Le réactif de Hager : une solution aqueuse d’acide picrique a 1,5%.

Le réactif de Wagner : une solution iodo-iodurée obtenue en dissolvant 1,27g d’iode et 2 g de KI dans 5 mL d’eau
distillée puis porter a 100 mL.

Le réactif de Bertrand : une solution aqueuse de I’acide silicotungstique obtenue en dissolvant 5 g d’acide
silicotungstique dans 100 mL d’acide sulfurique 6 N.

Le réactif de Sonneschein : une solution de 10 g d’acide phosphomolybdique dans un minimum d’eau acidifiée
avec I’acide nitrique étendue a 100 mL avec de I’eau distillée.
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Réactifs de . Solution de pulvérisation et mode
N Composition . are .
révélation d’utilisation.

Vanilline sulfurique
Anisaldéhyde
sulfurique

Acide
phosphomolybdique
Ninhydrine

Neu

(a) 1g de vanilline dans 100 mL d’éthanol ;
(b) : 10 mL d’acide sulfurique dans 100 mL
d’éthanol.

0,5mL d’anisaldéhyde, 10mL d’acide
acétique glacial, 85 mL de méthanol, 5 mL
d’acide sulfurique

3g d’acide phosphomolybdique dans 100
mL d’éthanol

200 mg de ninhydrine ; 95 mL de butanol, 5
mL d’acide acétique a 10 %.

(a): 1g de B-diphénhylboryloxy-
éthylamine ; 100 mL d’éthanol ; (b): 5g
polyéthyléne-glycol 4000 dans 100 mL
d’éthanol.

Pulvériser des volumes égaux de (a) et
de (b).

Pulvériser cette solution, chauffer la
plaque pour 15 minutes a 105°C.

Pulvériser la solution, sécher & 120°C
la plaque pendant quelques minutes.
Pulvériser 10 mL de la solution,
chauffer la plaque a 110°C

Pulvériser 10 mL de (a) ensuite 8mL de

(b).

Milieu RPMI stock : 500 mL du milieu RPMI + 13,5 mL de NaHCO3 a 7,5 % + 5 mL du Glucose a 20 % + 5mL

d’hypoxanthine a 0,5 pg/mL et 2 mL de Gentamycine a 10 mg/mL.

Plasma décomplémenté : surnageant du plasma obtenu aprées chauffage a 56 °C pendant 35 minutes puis centrifugé
a 3000 rpm (rotation par minute) pendant 5 min.
Bouillon thioglycolate : contenant par litre d'eau désionisée 15 g hydrolysat enzymatique de caséine, 5 g d'extrait de
levure, 5,5 g de dextrose, 2,5 g de chlorure de sodium, 0,5 g de la L- cystine, 0,5 g de thioglycolate de sodium
avec un pH de 7,1 a 25°C)
Composition de la LC-MS Systéme HPLC (Perkin Elmer series 200) muni d’une pompe quaternaire (PE séries 200),
d’un autosampler (PE séries 200) et d’un détecteur UV a barrettes de diodes (PE 785 A) ; Un spectrométre de
masse a triple quadripble (Perkin-Elmer Sciex Api 365) équipé d’une interface d’ionisation electrospray et
contrdlé par le logiciel Analyst version 1.3.1.
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Annexe I11. Caracteristiques générales des principaux antimalariques utilisés

en clinique

Principe actif, (classe
chimique et cible)

Structure

Pharmacocinétique

Mécanisme d’action &

MA

Amodiaquine (4-
amino quinoléiques ;
Hémozoine (vacuole
digestive) AQ

jo®
Cl N

OH
K
HN N~

==

[64]

Cmax (ng/mL): 5,2-
39,3; Tmax(h): 0,5-2;
T, (h) : 3,3-124 ;
Vd(L/kg) : 311-1010 ;
CL(L/n/Kg) : 14-57,8 ;
AUCo- (ng.h/mL):
39,3-602 (WHO, 2015)

Inhibent la polymérisation
de I’héme en I'hémozoine
(Sullivan, 1996b, Stocks,
2002 ; Jochem et al., 2003).

MA : Deséthylamodiaquine

Artéether : artemotil
(Lactones

sesquiterpéniques  ;
Hématine  (vacuole

digestive et cytosol)

Cmax (ng/mL): 63,7-
110,1; Tmax(h): 0,5-2;
Tz (h): 6182 ;
Vd(L/kg): 4,97-7,23 ;
CL(L/h/Kg): 3,2-6,8 ;
AUCo... (ng.h/mL)
2,5-12,5 (Qigui et al.,
2004)

Interaction avec le
métabolisme de I’'Hb par
libération des radicaux libre
(Cumming et al., 1997 ;
Eckstein-Ludwig, 2003).

Artéméther (Lactones
sesquiterpéniques  ;
Hématine vacuole
digestive et cytosol)
AM

Cmax (ng/mL): 171-
540; Tmax(h): 1,5-10;
T1/2(h): 5,7-7;
Vd(L/kg): 3,5-86 ;
CL(L/n/Kg): 0,44-
1,38 ; AUC0-o
(ug.h/mL): 0,81 ; 5,8
(WHO, 2015)

Inhibition des enzymes
antioxydantes et
métaboliques

particulierement pour le
glutathion et le glucose

(Saeed et al., 2016)

Inhibition de la PfATP6ase
entrainant une accumulation
du calcium intracellulaire
(Zongru, 2016) MA
Dihydroartémether

Artémisinine : ART
(Lactones

sesquiterpéniques
Hématine vacuole

digestive et cytosol)

Cmax (ng/mL) : 40-
445 ; Tmax(min) : 1-
4,8 ;T1/2(h) : 0,2-2,4 ;

Vd(L/kg): 3,5-86 ;
CL(L/hWKg):  1,019-
933 ; AUCO0-o0
(ug.h/mL): 1,217

3,745 (Gordi, 2002)

La molécule peut se lier a un
grand nombre des cibles
(Wang et al., 2015).

Son action nécessite une
activation par clivage de sa
fonction peroxyde
entrainant la production des
radicaux libres. Ces deniers
causent des dommages aux
protéines  du parasite
(Winzeler & Manary, 2014 ;
Cravo et al., 2015)

Artésunate : AS
(Lactones
sesquiterpéniques
Hématine vacuole

digestive et cytosol)

Cmax (ng/mL) : 34-
451 ; Tmax(min) : 30-
84 ; T1/2(h) : 48-150 ;
Vd(L/kg): 3,5-86 ;
CL(L/WKg): 0,63-
1,66 ; AUCO0-o0
(Hg.h/mL): 1,217 3,745
(WHO, 2015)

Transformation en DHA
lequel subit un clivage du
pond peroxyde et produit les
radicaux libres apres. Ces
derniers endommagent les
protéines membranaires du
parasite (Cui et al., 2009).

La molécule peut aussi
inhiber la production de la
protéine -1lequel entre dans
la formation de la glutathion
S-transférase. Il s’en suit
une baisse de la quantité de
L-Glutathion et partant de la
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Principe actif, (classe  Structure Pharmacocinétique Mécanisme d’action &
chimique et cible) MA

quantité de la glutathion
(Lisewski et al., 2014)

Atovaquone @ AV
(Naphtoquinones ;
Cytochrome C oxydo-
reductase:
Mitochondrie)

Cmax (ng/mL) : 634-
13270 ; Tmax(min) :
5,1-5,7 ; T1/2(h) : 29-
134 ; Vd(L/kg): 4,7-
13 ; CL(L/h/Kg): 0,09-
0,32 ; AUC0-0
(ug.h/mL): 2,67-27,63
(WHO, 2015)

Inhibition de la chaine de
transfert d’électrons sur
DHODH ase (Fry &
Pudnery, 1992 ; Scrivasta &
Vaidya, 1997).

Azitromycine: AZ
(Macrolides :

H HyC
How /S "CHach, TyCH,
H;Cb& HC, L HDK* -
O Lm0 CH,

Cmax (ng/mL) : 3-10 ;
Tmax(min) : 5,1-5,7 ;

Inhibition de la synthese de
protéines par fixation a la

Ribosome (Noyau) ho? 9 T1/2(h) 29-134 ; sous unité 50 s (Muto et al.,
AL Vd(Lkg): 47-13 : 2011)
’ \o‘%‘im - CL(L/h/Kg): 0,09-
O g3 T AUCo-
(ug.h/mL) : 2,67-27,63
(Luke et al.,1996)
Chloroquine : CQ (4- ¢ Cmax (ng/mL) :283- Inhibition de la formation de
amino quinoléiques ; HNA/\/N\/ 1430 ; Tmax(min) : I’hémozoine (Sullivan,
Hémozoine : vacuole N 2,7-6,9 ; T1/2(h): 60 ; 1996b, Stocks, 2002 ;
digestive) - N [71] Vd(L/kg): > 30 ; Jochem etal., 2003).
CL(L/WKg): 0,23- :
0.80 ; AUCO-00 Deshydrochloroquine
(ug.h/mL): 23-

82(WHO, 2015)

Clindamycine : CL
(Lincosamides ;
Ribosome
(Apicoplaste)

Cmax (ng/mL) :2,5-14 ;
Tmax(min) : 0,75-3 ;
T1/2(h) : 1,9-357 ;
Vd(L/kg) : 49,1-132,6 ;
CL(L/h/Kg): 10-26,52 ;

Inhibition de la synthése
protéique par fixation sur la
sous unité 50 S ribosomial
(Smieja, 1998)

HHC/_' [72] AUCO-0  (pg.h/mL):

24,63-26,87  (WHO,

2015)
Dihydroartemisinine : : Cmax (ng/mL) :366- Interaction avec le
DHA ; Artenimol 698 ; Tmax(min) métabolisme de I’Hb par
(Lactones 0,97-2,8 ; T1/2(h) : libération des radicaux libre
sesquiterpéniques 0,85-1,4 ; Vd(L/kg): (Cumming et al., 1997 ;
Hématine  (vacuole 1,47-3,59 ;  Eckstein-Ludwig, 2003).
digestive et cytosol) CL(L/h/Kg): 1,19- Clest le métabolisme actif

2,16 i AUCO-0 40 1o artémisinine et dérivés

(ng.h/mL): 0;84 1,95

(WHO, 2015)

Doxycycline : DOX
(Tétracyclines ;
Ribosome

Apicoplaste)

OHOHOSO o]

Cmax (ng/mL) :3,06-
6,9 ; Tmax(min) : 1,5-
6; T1/2(h) : 8,8-22,4 ;
Vd(L/kg) : 0,75-1,83 ;

CL(L/n/Kg) 29,5-
112 ; AUCO0-o0
(ug.h/mL):  39-108,4

(WHO, 2015)

Inhibition de la synthése des
protéines qui interviennent
dans le fonctionnement de
I’apicoplaste par fixation a
la sous unité 30S (Maaland
et al., 2013).
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Principe actif, (classe  Structure Pharmacocinétique Mécanisme d’action &
chimique et cible) MA
Halofantrine HL [ Cmax (ng/mL) :4-6 ; Inhibition de la synthese de
(Dérivé _Ni, on Tmax(min) : 1,5-6 ; 1’hémozoine soit par
phénanthréne ; FJ/ /jl/'% T1/2(h) : 10-100 ; fixation sur ’hématine (De
Hématine : Vacuole Oy "JF\/FF Vd(L/kg): 0,5-1,2 ; Villiers et al, 2008) soit par
digestive) T [75] CL(L/h/Kg): 30-250 ; inhibition de la

AUCO0-©o  (pg.h/mL):
82,4-135,2 (Karbwang
& Bangchang, 1994)

plasmpepsine (Friedman &
Caflisch, 2009)

Luméfantrine
(benflumetol) : LUM

Cmax (ng/mL) :4456-
28300 ; Tmax(min) : 2-

Inhibition de la formation de
I’hémozoine (Sullivan,

(Dérivé  aryl-amino- 66,3 ; T1/2(h) : 32,7- 1996a ; Stocks, 2002) ;
alcool ;  Vacuole 275 ; Vd (L/kg): 0,5- Transport & travers la
digestive) 1,2 ; CL(L/h/Kg): membrane (Gero, 2003).

0,077-0,104 ; AUCO0-

(ug.h/mL): 207-2730

(WHO, 2015)

Méfloquine : MQ (4-

Cmax (ng/mL) :4456-

Inhibition de la formation de

amino quinoléiques ; h Z 28300 ; Tmax(min) : 2- 1’hémozoine (Sullivan,
Hémozoine (vacuole /H N ! H\ 66,3 ; T1/2(h) : 32,7- 1996b, Stocks, 2002 ;
digestive) O N N oH 2725 ;CV?(Iﬁ/]I;g) ): 82 Jochem et al., 2003).
77 1,2 ; CL(L/h/Kg): 0,6-
L77] 1,22 ; AUCO0-o0
(ug.h/mL):  207-2730
(Qigui L & Hickman
2015)
Pipéraquine : PIP (4- N/\N/\/\'(\*N Cmax (ng/mL) :4456- Accumulation dans la
aminoquinoleine ; |\[ ) ﬂA 28300 ; Tmax(min) : 2- vacuole digestive
Hémozoine : vacuole "7 " 66,3; T1/2(h): 20-22); modification  du  pH
digestive) e e -8 Vd(L/kg): 103-716 ; vacuolaire et Inhibition de la
g o [78]  cL(UhKg): 0,6-1,22 ©  polymérisation de I’héme en
AUCO0-© (pg.h/mL) : hémozoine (Estman &
207-2730 (Cohenetal., Fidock, 2009).
2016)
Proguanil : PG No N N o, Cmax (ng/mL) :4456- Transformation hépatique
(Antimétabolites ; D/ \LrH m . 28300 ; Tmax(min) : 2- en Cycloguanil. Ce dernier
Cytosol) el * [791 66,3;T1/2(h):12-15; est un Inhibiteur de la
Vd(L/kg): 103-716 ; dihydrofolate réductase
CL(L/h/Kg): 0,6-1,22 ; plasmodiale (Boggild et
AUCO-0 (pg.h/mL) : al.,2007)
207-2730 (Cohen et al., :
2016) Prodrogue de la Cycloguanil
Primaquine : PQ (8- Cmax (ng/mL) :29,3- Endommage la liaison Fe-S

aminoquinoléique
Mitochondrie)

169,6 ; Tmax(min) :
1,5-8;T1/2(h) : 12-15;

de I’aconitase et altére ainsi
son activité enzymatique

I;l ; P Vd(L/kg): 103-716 ; nécessaire au
O [80] CL(L/h/Kg): 0,6-1,22 ; développement du parasite
AUCO0-o  (pg.h/mL): (Laléve et al., 2016).
207-2730 (Kulkarni et
al., 2013)
Pyrimethamine : PYR Cl Cmax (ng/mL) :29,3- Inhibition de la DHFR
(Antifolinique ; L 169,6 ; Tmax(min) : (Nzila, 2000 ; Ollario et al.,
N

Cytosol

1,5-8; T1/2(h) : 12-15;
Vd(L/kg): 103-716 ;
CL(L/h/Kg): 0,6-1,22 ;
AUCO-c0  (pg.h/mL):
207-2730 (Kulkarni et
al., 2013)

2001).
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Principe actif, (classe  Structure Pharmacocinétique Mécanisme d’action &
chimique et cible) MA

Quinine QN  ((4- = Cmax (ng/mL) :5,27- Inhibition de la formation de
amino  quinoléique) HO 17,9 ; Tmax(min) : 1,5- 1’hémozoine (Sullivan,
Animo  alcool ; N 8 ; T1/2(h): 1-5,9 ; 1996a ; Stocks, 2002) ;
Vacuole digestive) -0 = Vd(L/kg): 0,45-4,24 ; perturbation du transport

P CL(L/h/Kg): 0,22- membranaire (Gero, 2003)
N 821 499 ; AUCO-o
(Mg.h/mL):  9,2-449
(Viriyayudhakorn et  MA : 3 hydroxy quinine
al., 2000; WHO, 2015) (WHO, 2015)

Annexe V. Questionnaire d’enquéte

A. Identité du tradipraticien

1. Noms: Tél :

2. Sexe:a.Mb.F

3. Age:a. 18-27 b. 28-37 c. 38-47 d. 48-57 e. +58

4. Ethnie: Adresse : secteur (commune), quartier

5. Niveau d’instruction

a) Aucun b) Primaire ¢) Secondaire d) Supérieur e) Professionnelle f) Autres

b. Questions

6. Etes-vous ? : a) Tradipraticien b) Féticheur c) Autre

7. Depuis quand étes-vous devenu tradipraticien ?

8. Comment étes-vous devenu tradipraticien et par quel moyen ?

a) Initiation (apprentissage) b) Songe (réve) c) héritage d) Autres.

9. Connaissez-vous le malaria (la malaria) ? a. oui b. non

10. Comment diagnostiquez-vous le malaria (les signes cliniques) ?

11. Soignez-vous la malaria ? a) oui b) Non c. Fréquence de consultation (nombre de patients /jours)

12. Quelles sont les autres maladies que vous soignez ?

13. Quelles sont les recettes utilisées en associant plusieurs plantes pour traiter la malaria ?
NVr PU MoRe CcC PatS Hab NSc. VaS

NVr : nom vernaculaire et origine ; PU : partie utilisée ; MoRe /moment de la récolte ; CC : condition

14.

15.
16.
17.

de conservation ; PatS : pathologie soignée ou indication ; Hab : habitat et ou localisation ; NSc :
nom scientifique ; VVas : code herbier

Quelles sont les plantes que vous utilisez seules pour soigner la malaria ? (Nom vernaculaire et origine, pu,
moment de la récolte, condition de conservation, autres pathologies soignées
NVr PU MoRe CcC PatS Hab NSc. VaS

NVr : nom vernaculaire et origine ; PU : partie utilisée ; MoRe /moment de la récolte ; CC : condition
de conservation ; PatS : pathologie soignée ou indication ; Hab : habitat et ou localisation ; NSc
: nom scientifique ; Vas : code herbier

Proportion de patients soulagés ? Proportion de patients guéris ?
Quels sont les cas de récidive ?
Connaissances ethnobotaniques

Pl. PU Mr Fa Po. PE. El
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Pl: Plante; PU: Partie Utilisée; Mr: Mode de Préparation; Fa: Forme et Voie d'administration; Po:
Posologie; PE: Précautions d'emplois; El: Effets Indésirables

Annexe V. Rendement d’extraction de 10 plantes

Espéce végétale Organe  NHL NHM EA EM ED EH
% (m/m)
Aframomum laurentii PE 1L4072 BR0000018879292 15,2 14,8 7,6 6,3
Chenopodium opulifolium PE 1L0846 BR0000018879247 21,3 20,3 12.3 57
Dalbergia katangensis 1L1025 BR0000019598468 12,4 13,1 53 54
Dialium angolense 1L1087 BR0000018879285 12,1 20,3 3,2 31
Ekebergia benguellensis 1L2076 BR0000018879278 23,6 21,9 8,4 6,1
Julbernardia paniculata F IL1076 BR0000024710657 15,4 15,1 7,6 2,7
Ochna schweinfurthiana ET 1L3075 BR0000024710633 17,8 16,2 9,2 7,2
Psorospermum ER 1L7849 BR0000018879261 38,5 35,7 10,7 5,2
corymbiferum
Rothmannia engleriana F 1L4032 BR0000024710626 17,4 15,6 6,8 4,6
Senecio cineraria PE 1L2132 BR0000024711256 12,3 10,9 7,4 3,1

NHL : numéro herbier Lwiro ; NHM : numéro herbier Meise ; EA : extrait aqueux ; EM : extrait méthanolique

ED : extrait au dichlorométhane ; EH : extrait n-hexanique. Rendement exprimé en %.

Annexe VI. Classes de flavonoides, squelette de base, aglycone type,
hétérosides et drivé méthoxylé correspondant

Classe Squelette Aglylcone Hétéroside Dérivées methoxylés
Flavone 2-phénylchromén-  Apigénine Apiine Nobilétine [21]
4-one (Madunic et al., (Korulkin & (Damian-Reyna et al.,
2018) Muzychkina, 2015) 2018)
Flavonol 3-hydroxy-2- Quercétine Rutine Rhamnazine [25]
phénylchromén-4-  (Ganesh et al., (Ganeshpurkar &. (Ceni¢-Milosevic et
one 2012) Saluj, 2017) al., 2013)
Dihydroflavonol,  3-hydroxy-2,3- Taxifoline [27] Astilbine [28] Hovenitin | [
Flavanonol ou dihydro-2- (Topal et al., (Batista et al., 2002) (Yoshikawa et al.,
Flavon-3,4-diol phénylchromén-4-  2016) 1997)
one
Flavanone dihydro-2- Butine Hespéridine Hespérétine
phénylchromén-4-  (Peng et al., 2016)  (lranshahi et al., (Iranshahi et al., 2015)
one 2015)
Isoflavone 3-phénylchromén-  Daizeine [31] Daidzin [32] Formononétine [33]
4-one (Nishizaki et al., (Cenetal., 2015) (EI-Gammal
2009) & Mansour, 1986).
Aurone 2-Benzylidéne-1-  Hispidol [35] Sulfurein [36] Leptosin [37]
benzofuran-3(2H)  (Baek et al., 2018) (Boucherle et al., (Soukup &
-one 2017) Soukup,2015)
Chalcone (2E) -1,3- Isoliquiritigénine  Aspalatine [40] Xanthohumol [41]
Diphénylprop-2- [39] (Yokoyama (Erlwanger & (Logan et al., 2019)

Dihydrochalcone

Flavan

en-1-one [38]

1,3-
diphénylpropan-1-
one [42]
3,4-dihydro-2-
phényl-2H-1-
benzopyran [46

etal., 2018)
Phlorétine [43]
(Geohagen et al.,
2018)

7-hydroxy flavan
[47]

(Sun et al., 2019)

Ibrahim, 2017)
Phloridzine [44]
(Lietal., 2018)

Broussoside F [48]
(Xue et al., 2018)

Calomelanone [45]
(Morales et al., 2018)

4’-hydroxy-7-
mthoxyflavan
(Kissling et al., 2005)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=el-Gammal%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3811648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=el-Gammal%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3811648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mansour%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3811648
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzopyran
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Classe Squelette Aglylcone Hétéroside Dérivées methoxylés
Catéchines 2-phényl-3,4- Catéchine [51] Catéchine-7-O- Meciadanol [51]
(Flavan-3-ol) dihydro-2H- (Mrabti et al., Glucoside [52] (Taamalli et al., 2015)

Leucoanthocyani
dines : Flavan-
3,4-diol

Anthocyanidol
ou
Anthocyanidine

chromene-3-ol

2-phényl-3,4-
dihydro-2H-
chromene-3,4-diol

2-
phénylchromenyli
um

2018)

Leucodelphinidine
[55] (Geetha &
Mathew, 1994 ;
Kumar et al.,
2018)
Pélargonidine [59]
(Noda et al.,
2002)

(Mudura et al., 2018,
Rao et al., 2018).
Catéchine-4-0l-3-O-
alpha-L-
rhamnopyranoside
[56]

(Ho et al., 2018).
Pélargolidine 3-O-
glucoside [59] (Amini
etal., 2018 ; Diretto et
al., 2019)

Leucopéonidine [57]
(Pandey et al., 2016).

Malvidine [61]
(Sunetal., 2018 ;
Saulite et al., 2019)

Annexe VII. Quelques réactions
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[Rx1]. Réaction de la transformation de pyruvate et
formation de bleu de formazan (colorant) ; pLDH),
APAD (3-acétyl pyridine adénine dinucléotide),
APADH (3-acétyl pyridine adénine dinucléotide
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[Rx3] Reaction enzymatique de I’AST
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OH™ CH—N
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NO,

Creatinine-picric acid complex

[Rx 6] Principe de réaction de dosage de la
créatinine Lung-Ming Fu et al(2018). Inventions

2018, 3(2), 34;

L]

CiEN]

[[Rx2] Réation polymerisation de la beta hématine:
(A) heme, (B) B-hematin, and (C) Lee et al (2019)
Enhanced In-Vitro Hemozoin Polymerization by
Optimized Process using Histidine-Rich Protein 11

(HRPII)

Polymers

11, 1162,

d0i:10.3390/polym11071162

1. L-alanine + E-PLP

— E=PMP + pyruvate

2. E*PMP + Z-oxoglutarate —— E+«PLF + L-glutamate

i, o
. _:{lc.«;‘ oy s oM

L-alanine 2-pxoglutarate

Pyruvate

g
Q - 0
\\r/\/\_]t,
Q o]
& ]
L-glutamate

[Rx 4] Reaction enzymatique de la GPT. Structural
Analysis and Mutant Growth Properties Reveal
Distinctive Enzymatic and Cellular Roles for the

Three  Major

Escherichia coli

* Urea + H,0  urase

* NH; + a-Ketoglutarate + NADH + H*

L-Alanine Transaminases of
_ 2NH; + CO,
ghiamate dehydrogensse  L-glutamate + NAD* + H,0
de dosage de l'urée

[Rx7]  Principe

(https://slideplayer.com/slide/4366195/ )



https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavan-3-ol
https://slideplayer.com/slide/4366195/
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O,N~ i ~NO, + RH —» 0N \[ j/ NOx + R

NO,
DPPH

NO,

[Rx 8] Réduction du 2,2—diphényl-1-picrylhydrazyl

(Talbi et al., 2015).
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Annexe VIII. Structures de quelques molécules évoquées dans le travail

Structure chimique

Structure chimique

Structure chimique
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Structure chimique

Structure chimique

Structure chimique
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Structure chimique

Structure chimique Structure chimique
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Structure chimique

Structure chimique

Structure chimique

OH
HO ot ‘
99
2
OH
OH

[59] Pélargonidine (Noda et al.,

2002)

OH
o s
99 o
¢ O
OH HO! OH
HO

[60] Pélargolidine 3-0-
glucoside (Amini et al.,
2018 ; Diretto et al., 2019)

[61] Malvidine (Sun et al., 2018 ;

Saulite et al., 2019)

OH

HO. 0.

HO - N

OH
LT

OH O

Hy,C 70—

HO.
HO

OH

Hypéroside [62]

B-sitostérol |63]

N
H
M
o]

6-(3-méthylbut-2-ényl-1)
dihydroindol-2-one [65]

5,7-diméthoxy-8-(30-hydroxy-30-
méthyl-10-buténe) - coumarine

[67]

OH O OH

3 il .I il OH
O

émodine [68]

lapachol [69]

OGIc'

vernionoside A4 [70]

/\Lg ﬂ\f\;/‘
S

ergostérol-5,8-endoperoxide [71]

3
o

ekeberine [73]

(=]

°\
o

(R)-4’-méthoxydalbergione [74]

dalparvone [75]

Ascaridole [76]

0 oH oH
CHy CHy CHy
)\ /\)\/\/l\
o 0 o Z & CHs
CHs

acétylvismione D [77]




Annexes Page | 219

Annexe IX. Production scientifique réalisée pendant la formation doctorale

A. Publications alignées pour la these

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J. , Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Ethnobotanical study of plants used as antimalarial in traditional medicine in Bagira in Eastern DR
Congo. JPP 9 (4): 01-14.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Phytochemical screening and antioxydant activity of methanolic extracts of 53 antimalarial plants. GSC
Biological and Pharmaceutical Sciences 12 (2): 099-118.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Antiplasmodial, inhibitor of hemozoin synthesis and antioxidant activities of some plants used as
antimalarial drugs in Bagira (DR Congo). International Journal of Pharmacongosy and Clinical Research 2(1):
01-08.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Antiplasmodial, antioxydant and toxicological study of leaves’s extracts of Dalbergia katangensis
Lecheneaud (Fabaceae) from Eastern DR Congo. GSCARR 2(1): 01-08.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Antimicrobial, antioxidant activities and toxicity on Cavia porcellus of Dialium angolense Welw. Ex
Oliv, a traditional medicinal plant from Bagira in Eastern of DR Congo. GSC Biological and Pharmaceutical
Sciences 04(02):032-042.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P, Manya Mboni H, Kahumba Byanga J, Duez Pierre,
Lumbu Simbi JB (2020). In vivo Antiplasmodial and toxicological studies of Dialium angolense Welw. ex
Oliv., (Fabaceae) leaves extracts, a medicinal plant from Eastern DR Congo. WJBPHS 04(02): 032-042.

B. Articles scientifiques comme premier auteur et en lien directe avec les thématiques de la thése

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Potential nutrition of leaves and fruits of Dialium angolense Welw. Ex Oliv (Fabaceae) an antimalarial
plant from Eastern of DR Congo. Int. J. Adv. Re. 8 (06): 336-345.

Bashige-chiribagula V, Bakari-Amuri S, Mbuyi-Kalonji S, Kahumba-Byanga J, Duez P, Lumbu-Simbi JB. (2017).
Etude ethnobotanique, phytochimique et évaluation de D’activité antiplasmodiale de 13 plantes réputées
antipaludéennes dans la commune de la Kenya — RD Congo. Phytothérapie DOI 10.1007/s10298-015-1004-5.
Disponible sur https://link.springer.com/article/10.1007/s10298-017-1152-x

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Self medication with antimalarials drugs in Lubumbashi City DR Congo. GSC Biological and
Pharmaceutical Sciences 12 (2): 007-020.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Okusa Ndjolo P., Kahumba Byanga J, Duez Pierre, Lumbu Simbi JB
(2020). Self medication in the management of malarial in Bukavu City DR Congo. WIJBPHS 12 (2): 007-020.

C. Articles réalisés en pharmacognosie

Bashige Chiribagula Valentin, Alombong Alonie Gracia, Kamwimba Mahungala Arlette, Bakari Amuri Salvius,
Okusa Ndjolo Philippe (2020) Ethnobotanical study of medicinal plants used in the treatment of sexual
dysfunctions in traditional medicine in Kampemba- Lubumbashi, DR Congo. World journal of Advanced
Research and Reviews 07(03) : 016-032.

Valentin Chiribagula Bashige, Amuri Salvius Bakari, Philippe Ndjolo Okusa, Emery Mutombo Kalonda et Jean
Baptiste Simbi Lumbu. (2020) Criblage phytochimique et activité antimicrobienne de six rhizomes comestibles
utilisés en médecine traditionnelle a Lubumbashi (RDC). Int. J. Biol. Chem. Sci. 14(4) : 1367-1380.

Bashige Chiribagula V, Bakari Amuri S, Numbi wa llunga E, Kalonda Mutombo E , Okusa Ndjolo P, Kahumba
Byanga J, Lumbu Simbi JB (2018). Criblage Phytochimique et activité antimicrobienne de sept fleurs
comestibles utilisées en médecine traditionnelle a Lubumbashi (RDC). Journal of Applied Biosciences 124:
12455-1246.

Bashige-Chiribagula V, Manya-Mboni H, Ntabaza-Ndage V, Numbi llunga E, Bakari-Amuri S, Kalonda Mutombo
E, Kahumba-Byanga J, Okusa-Ndjolo P, Duez P, Lumbu-Simbi JB. (2016). Ethnobotany, biological and
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chemical study of plants used as anti-cariogenicin Lubumbashi — RD Congo. Phytothérapie DOI
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Bashige CV, Manya MH, Bakari AS, Sangwa KG, Kahumba BJ, Duez P, Lumbu SJB. (2015). Prévalence et
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