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I. INTRODUCTION

Le probléeme de mémoire constitue un signe du début du déclin des facultés cognitives
(MARRA D., 2012). Avec I’4ge, la production de neurotransmetteurs diminue, ce qui
affecte la capacité a mémoriser et peut méme débuter a partir de I’age de 20 ans
(BRAVERMAN E., 2012).

Les probléemes de mémoire peuvent étre d’origine médicamenteuse soit par altération
temporaire de la capacité de mémorisation ou de carences nutritionnelles en vitamines, ou
une dégénérescence des tissus cérébraux causée par I’alcool, le tabac. Des facteurs
psychologiques comme le stress, le surmenage, I’asthénie psychique; les maladies
neurodégéneratives (Alzheimer, Parkinson) ou vasculaires (diabéte, accident vasculaire
cerébral); traumatique et toxique (intoxication en monoxyde d’azote) peuvent provoquer
des troubles de mémoire (HORDE P., 2014).

Les psychostimulants regroupent une classe des substances qui augmentent I’activité du
systeme nerveux central en diminuant la fatigue, et en augmentant les performances
intellectuelles (LORIOL M., 2004 ; FRANZEN D.J et coll., 2012).

Trois mécanismes correspondent au processus par lequel les informations sont
mémorisees. L’encodage (acquisition ou apprentissage) est la premiere étape permettant a
la perception des informations par la mémoire sensorielle et leurs transformations en
représentation mentale (ou trace mnésique), traitée en mémoire a court terme (ou mémoire
du travail) par le systeme central. Le stockage (rétention) qui fait appel a la consolidation
de cette trace mnésique en mémoire & long terme (sémantique, épisodique, procédurale).
Enfin la récupération (remémoration) correspond au rappel de I’information emmagasinée
en mémoire a long terme, et réactivée par la mémoire a court terme au moment voulu
(LECHNER H. A. et coll., 1999 ; LUCIE M., 2010).

L’ apprentissage et la mémoire dépendent essentiellement de I’hippocampe qui est une
structure hétérogene (JONES D.G et coll., 1980; MORRIS R.G.M. et coll., 1982). Cette

région mémorise les informations avant d’étre consolidées (SQUIRE L.R., 1992).

Dans la médecine traditionnelle, de nombreuses plantes sont utilisées pour ameliorer
I’apprentissage et la mémoire : exemple le Camélia sinensis appartenant a la famille des
THEACEAE (PAOLI M., 2013; BERNAUD C., 2014), le Centella asiatica, famille des
APIACEAE (CORBISIER AM et coll., 2007; EL JAZIRI M., 2010), le Coffea arabica de
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la famille des RUBIACEAE, et la plus utilisée dans le monde pour son effet stimulant a
forte potentialité (FREDHOLM B.B et coll., 1999), Theobroma cacao de la famille des
STERCULIACEAE (DAVERIO S., 2005; MICHELI F., 2010), et Panax Ginseng de la
familles des ARIALACEAE (SCHOLEY A et coll.,, 2012).

D’apres les informations recueillies auprés des utilisateurs de la plante codée HAC, elle
possede une vertu stimulante en améliorant la mémoire. Cette plante est utilisée sous forme
de décocte.

Cela nous a incite a emettre I’hypothése que cette plante pourrait avoir une proprieté
psychostimulante impliquée a I’amélioration de I’apprentissage et/ou en stimulant la
mémoire.

Dans cette étude, un modéle in vivo chez la souris sera utilisé pour évaluer I’effet de

I’extrait de la plante codée HAC sur I’apprentissage et la mémoire.

Rapport- gratuii.com @



Il. METHODOLOGIE

A. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

1. Matériel végétal et extraction

Le matériel végétal a été récolté dans la périphérie d’Antananarivo le mois de juillet 2014.

Selon les informations recueillies,

les différentes parties de la plante.

les feuilles ont été choisies pour faire I’extraction parmi

Les feuilles ont été séchees 20 jours a I’abri du soleil dans un endroit bien aeré afin de

conserver les éléments actifs. Elles ont été broyées avec un broyeur a marteau
(BROOK CROMPTON série 2000), puis 200 g de poudre ont été obtenues, et macérées

dans un mélange éthanol-eau (60 - 40) pendant sept jours. Le macérat a été ensuite filtré

avec un papier Wattman et le filtrat, évaporé a sec avec un évaporateur rotatif

« EVAPOTEC » a la température de 80°C pour obtenir I’extrait Hydro alcoolique de

HAC.

Feuilles de la plante HAC

Séchage et Broyage

200g de poudre végétale

Macération a froid durant 7 jours dans un
mélanae Ethanol-eau (60-40)

Macérat

Filtration a I’aide du papier Wattman

Filtrat

Marc

Evaporation sous vide & 80°C

Extrait Hydro alcoolique de HAC

Figure 1. Etapes de I'extraction de la plante HAC



Le rendement d’extraction a été calculé par la formule suivante :

masse de l'extrait
r= . x
masse de la poudre végetale

2. Criblage phytochimique

Les différentes familles chimiques contenues dans I’extrait de la plante HAC ont été
déterminées a I’aide des réactifs spécifiques qui se traduit par I’apparition de précipité ou
virage de couleur, indiquant la présence ou I’absence des différentes familles chimiques
(FONG H.H.S. et coll., 1977) (Tableau I).

Les teneurs des familles chimiques présentes dans I’extrait ont été notées par les signes
suivants :

- . Absence

* : Présence en état de trace

+ : Présence en faible teneur

++ : Présence en moyenne teneur

+++ : Présence en forte teneur



Tableau I. Tests utilisés pour détecter la présence des familles chimiques dans
L’extrait de la plante HAC (FONG H.H.S. et coll., 1977)

FAMILLES TESTS REACTIFS OBSERVATION
CHIMIQUES
SAPONINES Test de HCI+ agitation Mousse persistante
mousse (3 cm d’épaisseur) : Saponines
-Gélatine a 1% Apparition de précipité
POLYPHENOLS Polyphénols
-Gélatine salée
o - Coloration violette ou bleue
STEROIDES Liebermann | Anhydre acétique verte: Stéroides
Biirchard + H,SO, concentré
Salkowski H,SO, concentré Anneau de séparation rouge:
Sterols insaturés
Badjet- Acide picrique Coloration rouge:
Kedde Stéroides lactoniques
ALCALOIDES -macérat Réactif de :
chlorhydrique L Wagner Apparition de précipité
-Mayer
- Dragendorff
- Coloration rouge pourpre :
B Liebermann | Anhydre acétique Triterpénoides
TERPENOIDES Biirchard + H,S0, concentré
] Keller- Liqueur de Fehling | Bain-marie : précipitation rouge
SUCRES REDUCTEURS | Killiani brique
Ruban de Mg+ Coloration rouge: Flavones
WILSTATER | +Hcl concentré Coloration violacée :
FLAVONOIDES Flavanones, Flavanols
Coloration rouge a pourpre :
Flavonols
HCI concentré : Coloration rouge violacée :
Bath Smith Leucoanthocyanes
LEUCOANTHOCYANES Coloration rouge :
Anthocyanes
TANINS FeCl; 10% dans du | Apparition de précipité : Tanins

méthanol - Coloration bleu vert :
Tanins condensés
- Coloration noire bleuatre :
Tanins hydrolysables
POLYSACCHARIDES + 3V d’EtOH Apparition de précipité
COUMARINES NaOH 10 % Fluorescence a la lampe UV




B. TESTS BIOLOGIQUES

1. Animaux d’expérimentation

Des souris males de souche « Swiss », agées de 10 semaines et pesant entre 25 a 35 g, ont

été utilisées pour les tests pharmacologiques.

Elles ont été élevées dans I’animalerie du Laboratoire de Pharmacologie Générale, de
Pharmacocinétique et de Cosmétologie, sous un cycle 12/12 h, a la température ambiante.

Elles ont été nourries avec de la Provende LFL 1420 et ont eu acces libre a I’eau.

2. Préparation de I’extrait et administration des produits

Des tests préliminaires ont permis de déterminer I’intervalle de doses utilisées durant
toutes les expériences: 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg, diluées avec de I’eau distillée,
administrée dans une concentration de 10 ml/kg (HENRICH M., et coll., 2011).

Les souris ont été réparties en cing lots de quatre comprenant un lot témoin, un lot traité
avec un produit de référence et trois lots traités avec I’extrait a différentes doses. Le lot
témoin a recu de I’eau distillée, le lot de référence du Gamalate B6° (30 ml/kg), et les
trois autres lots, respectivement ont recu I’extrait a raison de 200 mg/kg, 400 mg/kg ou
600 mg/kg.

Ces différents produits ont été administrés par voie per os, 1h avant le debut des
expériences (TWAIJ H. A. et coll., 1983).

3. Protocoles expérimentaux

Le test utilisé dans cette étude a été effectué pour évaluer I’effet de I’extrait HAC sur

I’apprentissage et la mémoire chez la souris.

» Etude de I’activité de HAC sur la mémoire spatiale de la souris

Cette étude a été effectuée a partir du test du labyrinthe de Barnes, qui permet de mesurer
la capacité d’apprentissage et de mémorisation spatiale de la souris (BARNES C., 1979 et
GUIGNARD J., 2009).

Il consiste aux souris de trouver I’emplacement d’un trou relié a un refuge, en se basant
sur des indices spatiaux (chaise, table, boite,...) disposés a quelques distances du
labyrinthe servant de repére et sur leur tendance naturelle a éviter les environnements

découverts.



Le labyrinthe de Barnes est une plateforme circulaire de 50 cm de diametre, percée de 12

trous périphériques de 4cm de diamétre (Figure 2).

Trou cible

Figure 2. Labyrinthe de Barnes percé de douze trous

Le test a été effectué en deux phases pendant deux jours.

Le premier jour a été la phase d’apprentissage des souris au dispositif a raison de quatre
essais successifs de 5 minutes par essais. Le deuxiéme jour, phase de rétention, consiste a
faire quatre essais de 15 minutes par essais. Cette deuxiéeme phase a été effectuée pour

évaluer la capacité de mémorisation des souris.

Le temps de latence (secondes) mis par les souris avant d’entrer dans le trou cible, le
nombre total de trous visités ont été enregistrés, et I’indice d’exploration a été calculé

suivant la formule ci-dessous pour évaluer la performance de mémorisation.

nombre de visites au trou cible
nombre de visites totales

Indice d'exploration =

La diminution du temps de latence, I’augmentation du nombre total de trous visités, ainsi
que celle de Iindice d’exploration ont été considérées comme amélioration de

I’apprentissage et la mémoire de la souris.



C. ANALYSE DES DONNEES

Les résultats ont été exprimeés en moyenne * erreur standard de la moyenne (X £ e.s.m).

Les moyennes ont e€té comparées avec le test *’t’’de Student. Les valeurs de P inférieures
a 0,05 ont été considérées comme significatives.

Rapport- gratuit.com i}
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I1l. RESULTATS

A. PARTIE CHIMIQUE

Dix sept grammes d’extrait hydro alcoolique sec de HAC sont obtenus apres extraction de
200 g de poudre de plante. Soit un rendement de 8,5 %.

Le criblage phytochimique effectué sur I’extrait HAC réveéle la présence de saponines,
polyphenols, alcaloides en forte teneur. Une teneur moyenne en terpenoides et sucres
réducteurs et une faible teneur en flavonoides et en leucoanthocyanes. Les tanins et

polysaccharides sont présents a I’état de trace (Tableau II).

TABLEAU 1. Familles chimiques présentes dans I’extrait de la plante HAC

FAMILLES TENEUR
SAPONINE +++
POLYPHENOLS T+t
STEROIDES +++
ALCALOIDES ++
TERPENOIDES ++
SUCRES REDUCTEURS ++
FLAVONOIDES +
LEUCOANTHOCYANES +
TANINS +
POLYSACCHARIDES +
COUMARINES -




B. PARTIE BIOLOGIQUE
1. Activité de I’extrait HAC sur I’apprentissage

a. Temps de latence avant I’entrée dans le trou cible

Aprés administration de I’extrait HCA, le temps de latence avant I’entrée dans le trou
cible diminue avec les doses de HCA administrees.

Ce temps chez les souris du lot témoin est égal a 38,37 * 2,69 secondes, contre

25,37 + 0,96 secondes chez les souris traitées avec la dose de 200 mg/kg et 14,62 + 2,02
secondes a la dose de 600 mg/kg (p < 0,05). (Figure 3).
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Figure 3. Temps de latence avant I’entrée dans le trou cible du labyrinthe de Barnes au
cours de I’apprentissage chez les souris témoins (M) et celles ayant recu HAC par voie orale
aux doses de 200 mg/kg (1), 400 mg/kg (M), 600 mg/kg (M) (Xt e.s. m.,, n=4, p <0,05).

b. Nombre total de trous visités

Le nombre de trous visités par les souris traitées avec I’extrait HAC augmente au cours de
I’apprentissage par rapport a celui des souris du lot témoin.
Le nombre de trous visités par les souris du lot témoin est de 14,75 + 2,17 contre
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29,5 + 3,09 et 53,25 + 2,78 pour les souris traitées avec I’extrait HAC aux doses

respectives de 200 mg/kg et 600 mg/kg (p < 0,05) (Figure 4).

60

50
40 T
30 |
20
10
0 : : :
200 400 600

Nombre de trous visités

Témoin GAM-B6

Figure 4. Nombre de trous visités par les souris témoins (M) et celles ayant recu HAC
par voie orale aux doses de 200 mg/kg ([771), 400 mg/kg (), 600 mg/kg ( ) au cours

de I’apprentissage dans le labyrinthe de Barnes (X £ e. s. m., n =4, p <0,05).

c. Indice d’exploration
L’indice d’exploration augmente chez les souris traitées avec I’extrait HAC par rapport a

celui des souris du lot témoin.

L’indice d’exploration des animaux du lot témoin est égal & 0,35 + 0,02, et celui des
souris traitées avec I’extrait HAC aux doses de 200 mg/kg ou 600 mg/kg augmentent
respectivement a 0,57 £ 0,03 et 0,96 + 0,01 (p < 0,05) (Figure 5).
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Figure 5. Indice d’exploration des souris témoins () et traitées avec I’extrait
HAC administré par voie orale aux doses de 200 kg/mg ([71), 400 mg/kg (M ) ,600 mg/kg

(=) au cours de I’apprentissage dans le labyrinthe de Barnes (Xt e.s. m.,n=4, p <0, 05).
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2. Activité de I’extrait HAC sur la mémorisation spatiale

a. Temps de latence avant d’entrer dans le trou cible

Lors du test de la rétention, le temps de latence avant d’entrer dans le trou cible diminue.
Les souris témoins mettent 29,5 + 1,32 secondes pour entrer dans ce trou. Par contre, les
souris traitées aux doses respectives de I’extrait : 200 mg/kg ou 600 mg/kg, mettent

respectivement 22 + 1,13 secondes et 16,37 + 0,7 secondes (p < 0,05) (Figure 6).
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Figure 6. Temps de latence avant d’entrer dans le trou cible au cours de la rétention chez les
souris témoins () et celles traitées avec I’extrait HAC par voie orale aux doses de

200 mg/kg (= ), 400 mg/kg (), 600 mg/kg (M) dans le labyrinthe de Barnes

(xxe.s.m, n=4,p<0,05).

b. Nombre total de trous visités

Le nombre de trous visités par les souris traitées avec I’extrait HAC augmente par
rapport a ceux des souris du lot témoin, lors de la phase de rétention. Les souris du lot
témoin visitent 53,37+ 2,72 trous, et celles traitées avec HAC 200 mg/kg, 400 mg/kg ou
600 mg/kg visitent respectivement 82,87+1,59, 91,75+ 3,25 et 102,12 +1,76 trous
(p < 0,05) (Figure 7).
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Figure 7. Nombre de trous visités par les souris témoins () et celles ayant recu HAC
par voie orale aux doses de 200 mg/kg (7 ), 400 mg/kg (M ) ,600 mg/kg (M) au cours de

la rétention dans le labyrinthe de Barnes (X +e.s. m.,n=4, p <0, 05).

c. Indice d’exploration

L’indice d’exploration des souris du lot traité avec I’extrait HAC augmente par rapport a
celui des souris du lot témoin, il est égal a 0,49 + 0,05, et celui des souris traitées avec
I’extrait HAC aux doses de 200 mg/kg ou 600 mg/kg augmente respectivement a

0,75+ 0,02 et 0,99 + 0,039 (p < 0,05) (Figure 8).
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Figure 8. Indice d’exploration des souris témoins ( mm) et traitées avec I’extrait HAC
administré par voie orale aux doses de 200 mg/kg ( [21) 400 mg/kg () 600 mg/kg () au

cours de la phase de rétention dans le labyrinthe de Barnes (X £ e. s. m., n =4, p<0, 05).
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IV. DISCUSSION

Cette étude avait comme objectif d’apporter des preuves scientifiques sur I’activité de
I’extrait HAC sur [I’apprentissage et la mémoire chez la souris en étudiant ses
comportements avec le test dans le labyrinthe de Barnes.
Les résultats obtenus sur le temps de latence et I’indice d’exploration montrent que
I’extrait HAC ameéliore la capacité d’apprentissage et de mémorisation de la souris.
L’augmentation du nombre total de trous visités montre une amélioration de la
performance exploratrice des souris, tandis que la diminution du temps de latence au cours
de I’apprentissage serait due a I’accélération de la réaction des souris a repérer les
informations spatiales. L’augmentation de I’indice d’exploration refléte la capacité de la
souris traitée avec I’extrait a repérer les informations dans son environnement
(KNOWLTON B.J. et FANSELOW M.S., 1998).
Des études faites sur le Coffea sp. montrent qu’il accélére le temps de réaction et améliore
la capacité d’encodage (MEDJKANE F et coll., 1993 ; JULIANO L.M et coll., 2004) et
ils ont conclu que cette plante est une psychostimulante (FREDHOLM B.B et coll., 1999).
Elle désinhibe I’activité de I’adénosine cérébrale, ce qui active la libération des
neuromédiateurs excitateurs et augmente le taux de calcium dans les neurones
(MEDJKANE F et coll., 2004 ; JUSTINOVA Z et coll., 2009 ; PAOLI M., 2013). Or le
principe actif de Coffea sp. est la caféine, comme notre extrait HAC contient des
alcaloides, on peut avancer que par analogie, son activité sur I’amélioration du
comportement des souris seraient dues a I’action de ces molécules présentes dans I’extrait.
Dans la phase de rétention, la diminution du temps de latence des souris & trouver le trou
cible est due a I’'amélioration de leur capacité de retenir et manipuler les informations
acquises lors de la phase d’apprentissage (GOLDMAN-RAKIC.P.S., 1987). En outre,
I’augmentation de I’indice d’exploration refléte la performance de rétention de la souris.
Elle est due a I’amélioration de la consolidation des informations acquises lors de la phase
d’apprentissage, les souris traitées avec I’extrait HAC mémorisent mieux I’emplacement
spatial du trou cible et le visite en majeure partie par rapport aux autres trous.
SCHOLEY A. et ses collaborateurs (2012), ont démontré que Panax ginseng, possede une
activité psychostimulante, et que cette activité est due aux saponosides qu’il contient.
PAOLI M., en 2013 a montré que ces molécules agissent au niveau de I’hippocampe en
stimulant le systeme cholinergique. La consolidation des informations (stockage) fait
intervenir I’acétylcholine (BEAR et coll., 1997). Comme I’extrait HAC contient de
16



saponines, il se pourrait que I’amélioration de la capacité de mémorisation de la souris
traitée avec I’extrait HAC serait attribuée a I’action de ces molécules.

En comparant le temps de latence, le nombre total de trous visités ainsi que I’indice
d’exploration dans les deux phases: phase d’apprentissage et de rétention. Ces trois
parametres ne présentent aucune différence significative entre les deux phases. On peut en
déduire que I’extrait améliorerait et I’apprentissage et la mémorisation.

Par ailleurs, la plante Ginkgo biloba est aussi connue par son effet psychostimulant, grace
aux terpenoides et flavonoides qu’elles contiennent. Les terpenoides améliorent les
connexions inter neuronales au niveau de I’hippocampe (PAOLI M., 2013). Par contre les
flavonoides améliorent les fonctions nerveuses cérébrales en augmentant le transport
I’apport d’oxygéne au niveau du cerveau. En se basant sur ces données, nous pouvons
avancer que I’augmentation de la capacité d’apprentissage et de mémorisation des souris
traitées avec I’extrait HAC serait due a I’amélioration de connexion inter neuronale par les

terpenoides et a I’action oxygenatrice tissulaire des flavonoides qu’il contient.
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V. CONCLUSION

Les observations montrent que I’extrait HAC améliore I’apprentissage et la mémorisation
chez la souris: il diminue le temps de latence d’entrer dans le trou cible, augmente
I’indice d’exploration de la souris, aussi bien dans la phase d’apprentissage que dans la
phase de rétention.

Son activité psychostimulante serait due a la présence des alcaloides, des terpenoides, ou
des flavonoides et saponines qu’il contient.

En effet, il sera indispensable de suivre I’activité de cet extrait par fractionnements
bioguidés afin de purifier et d’isoler la ou les molécules responsables de son activité

psychostimulante.
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