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INTRODUCTION



L'étre humain dépend de la biodiversité a beaucoup d’égards, a la foisfpour
satisfaire ses besoins primaires tel que, se nourrir et se soigner et augSi pour
s’enrichir culturellement et spirituellement.

Le recours aux plantes dans les pratiques médicales est sans douté aussi vieux
gue l'humanité et il n'existe pas encore de nos jours, de populationd ou de
communautés qui ne font pas état d’'une pharmacopée populaire, ecrite,ou orale,
basée sur 'usage des plantes de leur environnement [H.JOSEPH, P.BOURGEOIS,
J.PORTECOP ; 2006].

La majeure partie de la population malgache utilisefles,plantes pour se soigner.
Elles sont facilement disponibles et peu colteuses.

Région SOFIA est réputée par ses couvertures forestieres denses.
Malheureusement, avec les feux de brousse incessants, Fexploitation forestiere a
outrance et les cultures sur brdlis, ces foréts sont actuellement dégradées, ne
laissant apparaitre que des lambeaux forestiers: bien localisés. La croissance
démographique n’était pas accompagnée par une croissance économique adéquate,
d’ou le recours a I'exploitation irrationnellesdes ressources naturelles, y compris
celles utilisées pour la nourriture et la santé.

De ce fait, I'Organisation Mondiale detla Santé (OMS) a lancé un programme
pour les pays en développement pour augmenter l'autosuffisance en matiére de
santé telle que “la gestion de lutilisation des plantes médicinale”. Selon cet
organisme, au moins 80% _‘de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales pour les soins degantéprimaire [VANHAELEN et al, 1995].

Madagascar est concerné par ce programme car les malgaches dépendent des
plantes médicinales et de.la ‘meédicine traditionnelle. Les plantes médicinales sont
toutes ou partie des,plantes qui possedent des vertus curatives ou préventives a
'égard des maladies ‘de I'€tre humain ou des animaux prouvées ou reconnues
traditionnellement. Ces plantes constituent certes, une source importante de
molécules a visee thérapeutique mais les substances actives végétales sont le plus
souvent, utilisees sous formes de meélanges complexes dont on ignore dans la
majoriténdes cas les principes actifs et leurs mécanismes d’actions ainsi que leurs
effets secondaires et éventuelles toxicités.

Dans ce contexte, la Faculté des Sciences de I'Université de Mahajanga par
lintermédiaire de I'option “Valorisation de la Biodiversité Végétale (VBV)” effectue

des études axees sur la “ Valorisation des plantes médicinales aquatiques a



Madagascar”. Elles s’inscrivent dans le cadre d’'un projet financé par M.A.D.E.S et
sont réalisées en partenariat avec I'Institut Malgache de Recherches Appliquées
(IMRA) d’Antananarivo.

Ainsi, le présent travail porte sur la “Valorisation de la biodiversité végétale
aquatique de la région SOFIA par des études phytoch imiques et
ethnopharmacologiques de I’ Hydrostachys plumosa A. Juss. Ex Tul.
(HYDROSTACHYACEAE)” . Son objectif principal est d’établir une relation entre les
connaissances traditionnelles et scientifiques afin de mieux appréhender Il'utilisation
de cette plante en médicine traditionnelle malgache.

Aprés enquéte ethnobotanique auprés des différentes catégories sociales et
ethniques de la zone de Mandritsara, Antsohihy et Port-Bergé, des études d’activités
antipaludique, antihistaminique et cytotoxique ont été effectuées afin d’affirmer ou de
confirmer scientifiguement, les vertus thérapeutiques recueillies sur cette plante qui

est couramment utilisée par la population de la région SOFIA.



|- PRESENTATION DES MILIEUX D'’ETUDE

A- SITUATION ADMINISTRATIVE

Notre étude a été effectuée dans la partie Nord Ouest de Madagascar, plus

précisément dans les districts de Mandritsara, d’Antsohihy et de Port-Bergé dans
la province de Mahajanga. Ces trois sites font partis de la Région SOFIA.

La région SOFIA fait partie des quatre Régions qui composent I'ancienne
province de Mahajanga. Elle est géographiqguement la plus grande et la plus

peuplée [http://sofia-sim.org/index.php?id=306].
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Le District de Mandritsara, avec ses 28 communes, est le plus grand de la
Région; le plus petit est celui de Mampikony, avec seulement 10 Communes.
La Région SOFIA est un regroupement de deux zones de planification :
v’ La partie Est, Befandriana, est composée de Bealanana, Befandriana et
Mandritsara.
v’ La partie Ouest, Antsohihy, est composée d’Analalava, Antsohihy, Port-
Bergé et Mampikony [http://fr.wikipedia.org/wiki/Sofia_(r%eC3%A9gion) ]
La région est composée de sept districts et 108 communes :
* Analalava (13 communes)
+ Antsohihy (12 communes)
+ Bealanana (13 communes)

+ Befandriana Avaratra (12 communes)

« Boriziny ou Port Bergé (15 communes)
« Mampikony (communes)
+ Mandritsara (28 communes)

B- SITUATION GEOGRAPHIQUE

1- LOCALISATION GEOGRAPHIQUE

La Région SOFIA se trouve sur la cote Nord-Ouest de Madagascar. Elle fait

partie de la Province de Mahajanga (Figl). S’étendant entre la 14° et 17° latitude
Sud et 47° et 49°longitude Est, elle constitue un vaste territoire d’une superficie de
52.504 kmz?, soit a peu pres 8,5% de la Grande lle et 33,4% de la Province. Le Chef-
lieu de la Région, Antsohihy se situe a 440 km environ de Mahajanga, sur la RN6 qui
rejoint Antsiranana. Elle est délimitée par les Régions de SAVA et DIANA au Nord,
par ANALANJIROFO et ALAOTRA MANGORO a I'Est, par BETSIBOKA au Sud, par
BOENY au Sud-Ouest et par le canal de Mozambique a I'Ouest.

v La capitale est Antsohihy au centre, comme chef-lieu de Région,

v' Analalava a I'Ouest,

v' Port-bergé, Mampikony au Sud

v' et Bealanana, Befandriana, Mandritsara, a I'Est.



lI- MILIEUX PHYSIQUES

1- TOPOGRAPHIE

La Région SOFIA met en évidence trois ensembles bien distincts : les

plateaux, la plaine et le littoral.

a- Les plateaux

Il s’agit de plateaux gréseux et basaltiques, tres disséqués par I'érosion avec
des vallées étroites portant une forét seche sur des sols ferrugineux lessivés ou des

dalles basaltiques peu aptes aux cultures.

b- La plaine
La zone basse, inférieure a 1000 m d’altitude se trouve au pied du massif de

Tsaratanana.

v' A I'Est, s’étend un couloir dépressionnaire, constitué d’'une mosaique
de cuvettes, de lacs et de “baiboho”, fortement alimenté en eau et
alluvionné périodiquement par les deux grands fleuves de la Loza et de
la SOFIA.

v' Au Sud, prédominent les “baiboho” qui s’étendent vers I'Ouest sur le

plateau de Bongolava.

c- Le littoral

Il est formé par des plaines cétieres et de cdtes d’une longueur de 450 Km,
lesquelles se trouvent parsemées de formes volcaniques boisées. Les apports
continentaux des fleuves ainsi que le niveau des marées y ont développé des vases
salées, colonisées par la mangrove favorable au développement de la péche.
[http://fr.wikipedia.org/wiki/Sofia_(r%eC3%A9gion) |

2- GEOLOGIE

La Région SOFIA est formée essentiellement par deux types de terrains: les
terrains cristallins et les terrains sédimentaires.

Les terrains cristallins qui constituent I'essentiel des paysages a l'intérieur de

la Région. Les terrains sédimentaires qui couvrent la zone coétiere et s’avancent



méme a lintérieur pour former des  plateaux a faible

[http://mww.sofia.gov.mg/index2.php?option=com_content&do_pdf=1&id=12]

3- SOL
On observe différents types de sols dans la Région SOFIA, il s’agit
v" d’'un complexe de sols ferrugineux,

v"un complexe de lithosols,

altitude.

v’ sols calcimorphes, sols hydromorphes, une association sols ferralitiques

jaune/rouge + rouge , sols ferralitiques rouge + jaune/rouge, des sols

salés et de mangrove aux embouchures des fleuves, des sols

ferrugineux tropicaux, des sols sableux, des sols ferralitiques rouges.

4 - HYDROLOGIE

BEatendigng Sorarates
e & =
P i =

o1
.-'I-
Lo

Source: B SG0 FT /f MAEFR F SAGE =0 [z} = ]

LEGEMNDE - @) Site de récolte

FRiviere = CThaf ey JE Seus Pratacurs

1 Datimitation Sous Préfocturs

Figure2 : Carte hydrographique de la Région SOFIA
Direction Régionale de Développement rural de SOFIA

Edetion

Mars

Zo0E



5- CLIMAT
Le climat est de type sub-semi humide, caractérisé par deux saisons bien
distinctes :
v une saison séche de mois de Mai a Novembre,

v une saison humide de mois de Décembre a Auvril.
Ce climat varie suivant I'altitude, les plateaux Nord étant moins arrosés et plus
frais que les zones littorales. Il fait plus chaud sur les cotes que sur les plateaux

(Bealanana - Mandritsara).

a. Température

La température varie suivant le climat et I'altitude. Elle est nettement élevée sur
les zones cétieres, ou la température annuelle moyenne atteint 26<C.
En saison séche, elle descend jusqu'a 13,7 € a Be alanana qui se trouve a
1125 m d’altitude et de 12,7 € a Mangindrano, au p ied du massif Tsaratanana.
Dans le District de Bealanana, on observe une partie ou la température
peut descendre en dessous de 20 € (a Mangindrano : 12,7 ).
[http://fr.wikipedia.org/wiki/Sofia_(r%eC3%A9gion) |

b- Pluviométrie

La pluviométrie est caractérisée par une forte irrégularité. La saison humide
commence en général au mois de décembre. Les pluies se concentrent sur 4 mois
de I'année (décembre a avril). On peut assister a des précipitations violentes de
guelques heures pendant la journée. Dans I'ensemble, la variation des pluies est

moins nette et la pluviométrie annuelle varie de 1100 a 1900 mm.
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Figure 3 : Diagramme ombrothermique de la Région SO  FIA
(Année 2004 - 2008)

c- Vent
La Région est soumise aux vents humides et réguliers de l'alizé “varatraza”,
qui souffle en permanence dans la direction Sud-Est a Est et de la mousson “talio”,
vent de direction Ouest-Est. L’alizé trop précoce peut diminuer la production du riz,
en perturbant sa floraison.
La saison séche d'avril en octobre est nettement propice aux vents qui
soufflent a plus de 10 Km/h sur terre, leur vitesse peut dépasser 20 Km/h en mer,

avec un maximum en novembre.



- MILIEUX BIOTIQUES

A- FLORE

La Région SOFIA est réputée par ses couvertures forestieres denses.
Malheureusement, avec les feux de brousse incessants, I'exploitation forestiere a
outrance et les cultures sur brdlis, ces foréts se trouvent actuellement dégradées, ne
laissant apparaitre que des lambeaux forestiers bien localisés.

On peut distinguer :

v des foréts denses ombrophiles de moyenne altitude sur les montagnes,
une forét dense a mousses et lichens sur le massif de Tsaratanana ,
des foréts denses caducifoliées sur les plateaux,
des savanes herbeuses de I'Ouest a Hyparrhenia rufa,

des savanes arbustives ou a palmiers,

DN N N N

des “savoka” (foréts secondaires apres défrichement) presque partout

dans la Région,

<

des savanes et steppes a Aristida,

<

des savanes herbeuses du Moyen-Ouest,
v’ des mangroves aux embouchures des fleuves
[http://fr.wikipedia.org/wiki/Sofia_(r%eC3%A9gion) |
La Région SOFIA compte aussi quelgues rares foréts “classées”. Parmi ces
foréts restantes, on peut citer :
v’ la réserve spéciale d’Ambiniviny Marotandrano (Mandritsara),

v et les foréts de Makiry et de Sahamalaza.

a- Les Mangroves

La superficie des mangroves est estimée a environ 10.000 ha. La mangrove
cétiére de la cote de Maromandia couvre environ 8000 ha, dont 3000 ha pour le delta
de la riviere Andranomalaza. Les mangroves constituent également une bande a

épaisseur variable, qui enveloppe toute la presqu'ile de Sahamalaza.

b- Les foréts littorales

L'inventaire floristique des foréts de la presqu'ile de Sahamalaza a permis de

recenser 220 especes regroupées dans 68 familles, dont 56 sont des Dicotylédones,



10 des Monocotyledones et 2 des Fougeres. Le taux d'endémisme a Madagascar est
de 42,2%.

B- LA FAUNE

a- Les mammiferes

Elles sont concentrées dans la partie Nord-Est de la presquile de
Sahamalaza. Six (6) autres espéeces de Iémuriens sont également rapportées. On y
trouve aussi le Fossa, la plus grande espece de carnivore de Madagascar.

La Réserve Spéciale Tampoketsa Analamaintso se situe dans la partie Nord
de Madagascar, elle a 17 150 Ha a cheval sur les trois districts : Port Berge,
Mandritsara et Mampikony.

La faune de ce Réserve Spéciale recele bien des trésors. On y rencontre des
familles d’arthropodes comme les Gasteracanthinae, qui ont une certaine affinité
africaine, les Scaritidae, avec des genres endémiques de Madagascar et les
Monommidae, typiques des régions tropicales. Elle est assez riche en
herpétofaunes. Vingt-quatre (24) especes ont été répertoriees dont 23 sont
endémiques de Madagascar.

rencontrées : les caméléons

(D~

t

(D~

Deux espéces particulieres de reptiles ont
Brookesia decaryi et Calumna boettgeri.
Ces deux especes sont endémiques de cette Région du Nord.

La faune aviaire est diversifiee Réserve Spéciale Tampoketsa Analamaintso
renferme une faune aviaire diversifiee avec un taux d’endémisme de 49,05%.

Trois (3) especes de micromammiféres ont été répertoriees a Tampoketsa
Analamaintso. La présence de Rattus rattus est trés forte, signe de la dégradation
des formations.

Chez les lémuriens, trois especes ont été recensées dans la forét de

Tampoketsa Analamaintso : le Microcebus rufus , le Cheirogalus sp et I'Eulemur

fulvus fulvus  [http://www.sofia.gov.mg].

b- L’avifaune
L'inventaire des oiseaux de la forét d'Analavory a aboutit & quarante et une
(41) espéces doiseaux, dont 16 sont endémiques a Madagascar, 14 sont

endémiques a la région des Mascareignes et 11 sont non endémiques.
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Parmi les especes endémiques recensées on trouve le Newtonia
brunnericauda, le Coua cristata, le Buteo brachypterus, le Lophotibis cristata, le

Neomixis tenella

c- L’herpetofaune
Un bref inventaire a permis d'identifier 3 especes d'amphibiens dont 2
Ranidae et un Rhacophoridae [http://www.sofia.gov.mg].
Par ailleurs, on y a recensé 20 espéces de reptiles dont :
- Sept (7) Gekkonidae,
- Trois (3) Scincidae,
- Un (1) Iguanidae,
- Un (1) Gerrhosauridae,
- Deux (2) Chamaeleonitidae,
- Un (1) Boidae,
- Cinqg (5) Colubridae.

C- CADRE HUMAIN

Région SOFIA abrite en 2007, plus d’'un million cing cent mille habitants,

répartis dans 7 Districts différents.

Dans la Région SOFIA, presque 80% de la population sont constituées de
Tsimihety sauf dans la sous-préfecture d’Analalava ou la majorité des habitants sont
plutdt des pécheurs Sakalava.

Et classent la Région au 6°™ rang en termes de population. La population
présente une densité moyenne de 15.4 habitants par km?. La plus forte concentration
se trouve a Antsohihy avec 21.2 habitant par km? et la plus faible se trouve a
Analalava 8.4 habitant par km?. La région SOFIA est caractérisée par une population
trés jeune, car plus de 45% de la population ont moins de 15 ans, traduisant une
réelle expansion démographique qui est due essentiellement a la forte fécondité que
connait la zone. La charge familiale est assez pesante : 7.2 personnes par ménage
en moyenne. Enfin un déséquilibre spatial est observé entre I'Est et I'Ouest.

[http://www.sofia.gov.mg]
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D- TYPOLOGIE
Les parametres physiques et agro-écologiques font état de deux sous-

ensembles Régionaux :
v la zone des Hauts Plateaux du Nord,
v" la zone basse du Nord-Ouest.

Quatre des sous-préfectures (Antsohihy, Port-Bergé, Analalava, Mampikony)
appartiennent a la zone agro-écologique du Nord-Ouest, et trois (Mandritsara,
Befandriana- Nord et Bealanana) constituent les Hauts-Plateaux du Nord.

La zone haute, a plus de 1.000 m d’altitude, constitue le Nord-Est et I'Est. Il
s’agit d'une zone fortement dégradée, parcourue fréquemment par des feux de
brousse.

Les hauts plateaux du pays de I'Androna correspondent a une zone de
riziculture irriguée traditionnelle soutenue par I'élevage bovin. Les cultures sur brdlis
et les cultures de rente sont trés développées dans les sols ferralitiques lessivés.

La partie septentrionale (moitié nord d’Analalava) constitue une sous zone de
production de cultures pérennes largement représentées par le café, le poivre et le
cacao. La partie centrale (moitié Sud d’Analalava) et toute la sous préfecture
d’Antsohihy est un secteur quasi-exclusif des cultures vivrieres avec prédominance
de la riziculture traditionnelle.

Le secteur sud, Sous-préfecture de Port-Bergé et de Mampikony, constitue le
domaine des cultures industrielles sur “baiboho” avec association des cultures
vivrieres et maraicheres sur prés de 65 % de la superficie de la zone. La zone basse
ou “baiboho” inclut la partie Ouest et Nord-Ouest ou se trouvent alternés plaines,
collines et lambeaux de plateaux résiduels.

Les zones de production sont concentrées dans les dépressions (Ankaizina),
lacs, “baiboho” et vallées (la Loza, la Sofia et surtout la Bemarivo). Les sols, enrichis
par des apports fluviaux sont favorables aux cultures vivrieres diversifiées (riz,

manioc, mais, bananiers, canne a sucre, oignons...) et industrielles (tabac, coton).

E- LES MENACES

L'espece phare de cet habitat est le lémurien Euleumur macaco flavifrons,

gravement menaceé d'extinction et dont I'existence est connue surtout dans les foréts

de la presqu'ile de Sahamalaza.
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On y trouve parmi eux le Phaner furcifer, Fork marked dwarf lemur qui est
guasi-menacé, Eulemur macaco flavifrons ou Black lemur, gravement menacé
d'extinction, I'Hapalemur griseus occidentalis

Pour les récifs coralliens, actuellement les holothuries sont menacées par une
surexploitation importante. Les plongeurs locaux ont su identifier vingt (20) especes
d'Holothuries a l'aide de livres.

Une espece est menaceée, le ristata , ou 'lbis huppé de
Madagascar .

En effet, dans les formations dégradées, Rattus rattus entre souvent en
compétition avec les espéces endémiques, Tampoketsa Analamaintso.

Les foréts humides dégradées et/ou secondaires de Tampoketsa
Analamaintso résulte de la dégradation des foréts denses humides sempervirentes

de moyenne altitude. La réserve est enfin couverte de savanes, de steppes.
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MATERIELS ET METHODES



-1 MATERIELS

[1-1-1 POSITION SYSTEMATIQUE

a- Classification classigue

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Callitrichales

Famille Hydrostachyaceae Engl. (1894)
Genre Hydrostacys

Espéce Hydrostachys plumosa A.Juss exTul.
Nom Rondra ; Tsilavondriana
vernaculaire

La famille des HYDROSTACHYACEAE est une famille de plantes
dicotylédones.

En classification classique (1981), cette famille est placée parmi l'ordre des
Callitrichales ou parfois parmi celui des Scrophulariales.

La classification phylogénétique situe cette famille dans I'ordre des Cornales
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Planche 1b: Morphologie de [I'espéce
(HYDROSTACHYACEAE) : (a). Une fronde adulte ; (b).
Une plantule (x3).

Hydrostachys plumosa

Une jeune fronde et (c).
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c- Caracteéristigues botaniques d _'Hydrostachys plumosa

La famille des HYDROSTACHYACEAE, comprend un seul genre,
I'Hydrostachys.

Les systématiciens qui ont étudié cette famille [Ad. DE JESSIEU, TULASNE,
ENGLER, REIMERS, HAUMAN, PERRIER DE LA BATHIE et réviser par COLETTE
CUSSET, 1973 ; WARNING ,1891] ont établi les taxons d’aprés la feuille (degré de

ramification, forme et taille des émergences).

Elle comprend une vingtaine d'espéces du genre Hydrostachys dont 18
endémiques de Madagascar ; les autres sont d’Afrique tropicale [H.PERRIER DE LA
BATHIE, 1952].

lI-1-2 DESCRIPTION

Ce sont des plantes herbacées aquatiques, annuelles ou pérennes,
tubéreuses, aux feuilles submergeées, des régions tempérées a tropicales, originaires
d'Afrique du Sud et de Madagascar.

Cette espéce est a peine distincte par les pétioles plus ou moins couverts
d’émergences jusqu’a la base et par les rachis secondaires portant des petites
pinnules Il a 2-5 émergences étroites et filiformes, la feuille paraissant néanmoins
simplement pinnée et les pinnules restant cylindriques dans leur contour. Ces
préfeuilles sont largement ovales (10-12 x 8-10 mm), sessiles, plus ou moins obtuses
ou anguleuses au sommet, nues en dessous avec des nervures rayonnantes et
bifurquées, couvertes sur la face supérieure d’émergences apprimées, linéaires au
milieu, de plus en plus longues et larges en approchant des bords, qui portent des

émergences plus grandes (2 x 1,5 mm). Rare, mais connu de quelque Région.

[1-1-3 COLLECTE ET IDENTIFICATION DES PLANTES MEDI CINALES

Comme le but de I'étude est de valoriser les plantes médicinales aquatiques
de la Région SOFIA, une collecte a été effectuée dans des districts sélectionnés
dans une zone d’étude définie. Les plantes mentionnées comme ayant des activités
thérapeutiques ciblées lors des enquétes ont été particulierement récoltées dans leur

milieu naturel.
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v" Prendre une plante entiére ou seulement le morceau représentatif, pour
chaque espéce au mois 2 individus.

v Placer dans le cahier de récolte avec I'étiquette.

v Utiliser les feuilles de journaux simplement préchés sous un carton et
serrer les tous avec des sangles.

v' Changer tous les journaux aprés 2 ou 3 jours jusqu'au séchage
complet.

v Une fois sécher entrer dans I'herbier.

(\

Les plantes ont été notées par leur nom vernaculaire local.

v L'identification de leur nom scientifique, de leur famille botanique et de
leur espéce a été réalisée au laboratoire de Biologie végétale des
Facultés des Sciences de Mahajanga (CURARE) et au Parc Botanique
te Zoologique de Tsimbazaza.

v' Ces plantes ont été stockées au sein du Laboratoire de Biodiversité

Végétale de la Faculté des Sciences de Mahajanga (CURARE).

[1-1-4 CHOIX DE L’ESPECE A ETUDIER
La sélection des espéces a étudier a été faite par une équipe pluridisciplinaire

(Ecologues, pharmacologues, botanistes, phytochimistes). Le choix a été fixé sur une
liste d’espéces de plantes médicinales établie a partir des enquétes. Ainsi, les
critéres suivants ont été pris en considération :

v’ la fréquence de l'utilisation de chaque espéce afin de connaitre si une
espéce donnée est trés utilisée ou non par la population locale pour
traiter des maladies dans leur foyer ou dans leur village.

v I'endémicité de I'espéce sélectionnée. Ce critére est tres important dans
le cadre de la conservation de plante.

v’ I'habitat de la plante.
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-2 METHODES

préalables de la Région SOFIA ont été effectuées sur internet et sur I'Atlas de
Madagascar (Documentation au laboratoire de Biologie Végétale de la Faculté des
Sciences Mahajanga (CURARE).

II-2-2 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
La documentation sur les plantes médicinales aquatiques de la région SOFIA

a ete effectuée sur internet, sur intranet (Bibliotheque universitaire d’Antananarivo), a
la bibliotheque du Parc Botanique et Zoologique de Tsimbazaza (Antananarivo), et a
I'Institut Malgache de Recherche Appliquées (IMRA, Antananarivo). Ces études ont
été faites pour avoir des informations sur ces plantes et pour savoir si elles n'ont pas

été déja étudiées par d’autres auteurs.

[I-2-3- ETUDES ETHNOBOTANIQUES

A- CHOIX ET LOCALISATION DES LIEUX D’ETUDE
Les criteres de choix des villages a enquéter sont:

v’ La proximité par rapport aux zones d’études,
v’ La densité de la population,
v L’appartenance des villages a une méme commune.

v' Aucune étude éthnopharmacologique n’a été faite dans les villages.

B- ENQUETES ETHNOBOTANIQUES

Les enquétes ont été axées sur les maladies les plus fréquemment

rencontrées dans la Région SOFIA et sur les plantes médicinales utilisées pour
chaque type de maladie. Elles ont été effectuées sous forme de questions fermées,
semi-ouverte ou ouverte (MARTIN, 1995). Les questionnaires ont été préalablement

présentés sous forme de tableau et ont ensuite été adaptés selon les circonstances.
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C- CATEGORIES D'INFORMATEURS

L’enquéte a été réalisée en Mai 2009 et a duré 12 jours :

v 5 jours a Mandritsara,
v 5 jours a Antsohihy,

v’ 2 jours a Port-Bergé

Les critéres des informateurs sont le sexe, le groupe ethnigue et la profession.

Toutes les personnes enquétées appartiennent au groupe ethnique “Tsimihety”

(Tableau ).
Tableau | : Catéqgories et nombres des personnes enq __ uétées
Nombre des Nombre des Nombre des
Critéres de Catégories personnes personnes personnes
catégorisation interviewées a | interviewées a | interviewées a
Mandritsara Antsohihy Port-bergé
8 8 3
Sexe Femme 9 4 3
Homme
Groupe
ethnique Tsimihety
Tradipraticiens
Mpimasy
Profession
Matrones
Herboristes
Paysans
Marchands

Responsables administratifs

Enseignants.

Citoyens
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Pour cela, différentes catégories d’informateurs ont été auditionnées :
v' Tradipraticiens,
v' “Mpimasy”

Matrones,

Herboristes

Paysans,

Marchands des plantes médicinales,

Administrateurs,

Enseignants.

AN N N N N

Citoyens

lI-2-4 ETUDES DES PLANTES MEDICINALES

[1-2-4-1 PREPARATION DES EXTRAITS BRUTS VEGETAUX
Les plantes (feuilles, tiges, écorces, racines) seront identifiees au Parc

Botanique et Zoologique de Tsimbazaza (Antananarivo). Elles ont été codées, séchées,
broyées, conditionnées et répertoriées dans la banque. Des extraits bruts ont ensuite été
préparés a partir de ces plantes et les résidus secs ont été codés, pesés et conservés. lls

ont servi a la réalisation des différents tests phytochimiques et pharmacologiques.

[1-2-4-2 PREPARATION DES EXTRAITS POUR LE CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE
v Placer 50 g de plante séchée, broyée dans un ballon rodé de 500 ml.

v Rajouter 200 ml de méthanol 80%. Adapter au réfrigérant.

v’ Porter le ballon dans un bain-marie bouillant pendant 1heure.

v" Refroidir sous courant d’eau le contenu du ballon et filtrer sur Biichner.

v Laver le ballon avec 50 ml de méthanol 80% et réunir les solutions

alcooliques.

v' Mesurer le volume de la solution et calculer I'équivalent de plante par
ml d’extrait alcoolique cette solution a servi a la réalisation des divers

tests phytochimiques.

[I-2-4-3 PREPARATION DES EXTRAITS POUR LE TEST DE C YTOTOXICITE

v' 10 g de plante séchée et broyée ont été macérée sous agitation dans

de I'hexane (Hex), du dichlorométhane (DCM), de l'acétate d'éthyle
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(AcEt) et du méthanol (MeOH) durant toute la nuit a température
ambiante.

v Aprés filtration, le solvant a été éliminé par évaporation sous vide au
moyen d’un rotavapor relié a un réfrigérant.

v Le résidu végétal est récupéré dans un tube a hémolyse en verre,
séché a 45 T dans un “Speed-vac concentrator” (S AVANT), pesé,
codé et gardé a 4 <C (réfrigérateur).

A- ETUDES CHIMIQUES

1- CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Le criblage phytochimique constitue la premiere étape de I'étude chimique

d'une plante. Il s’agit de faire l'inventaire des diverses grandes classes des
composés contenus dans la plante telles que : les alcaloides, les flavonoides et les
leucoanthocyanes, les tanins et les polyphénols, les quinones, les stéroides et

terpénoides, les saponosides et les polysaccharides.

1.1- PREPARATION DES REACTIEFS

a- Réactif de Dragendorff

v Solution A : 1,7 g de sous-nitrate de bismuth, 20g d’acide tartrique, a
dissoudre dans 30 ml d’eau.

v Solution B : 16 g d’iodure de potassium a dissoudre dans 40 ml d’eau.

v/ Révélateur : Mélanger extemporanément 2,5 ml de la solution A et 2,5
ml de la solution B. Ajouter 10 g d’acide tartrique dissout dans 50 ml

d’'eau.

b. Réactif de Wagner

Dissoudre 2 g d’'iodure de potassium et 1,27 g d'iode_dans 100 ml d’eau.

c. Réactif de Meyer

Dissoudre 1,35 g de chlorure mercurique (ll) dans 94ml d’eau. Rajouter 5g
d’iodure de potassium. Apres dissolution compléete, ramener a 100 ml le volume total

avec de 'eau.
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d. Gélatine

Mettre 1g de gélatine en suspension dans 100 ml d’eau.

e. Chlorure de sodium a 10%

Dissoudre 10 g de chlorure de sodium dans 100 ml d’eau.

f. Gélatine salée

Mélanger un volume de la solution de gélatine a un volume égal de la solution

de chlorure de sodium 10%.

g. Acide chlorhydrigue a 5%

Verser 95 ml d’eau distillée dans une éprouvette et compléter a 100 ml avec

de I'acide chlorhydrique 32%.

h. Réactif de KEDDE

v’ Dissoudre 2g d’acide 3.5-dinitrobenzoique dans 100 ml de méthanol

(solution A).
v’ Dissoudre 5,6 g de potasse dans 100 ml d’eau (solution B).

Au moment de I'emploi, mélanger a volume égal les solutions A et B.

i. Réactif de KELLER-KILLIANI

v" Dissoudre 10g de chlorure ferrique dans 100 ml d'eau

v Au moment de I'emploi, mélanger 0,3 ml de la solution de chlorure
ferrigue dans 50 ml d’acide acétique glacial.

v’ Prélever 3 ml du mélange pour le test KELLER.

j. Chlorure ferrique a 10% dans le méthanol

Dissoudre 1g de chlorure ferrique dans 10ml de méthanol en agitant et en

chauffant au bain-marie jusqu’a dissolution compléte.
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1.2- CRIBLAGE DES ALCALOIDES

Le criblage est effectué en 2 étapes : macération et test préliminaire.

1.2.1- Macération chlorhydrique

v Prendre environ 5 g de poudre de plante. Faire macérer dans HCI 12%
a 2 N pendant 15 mn.
v" Filtrer éventuellement sur coton.
v Repartir le filtrat dans 4 tubes a essais.
v Ajouter un peu de HCI si nécessaire pour avoir une solution lipide et
claire.
*Tube 1 : Témoin
*Tube 2 : Ajouter 5 gouttes de Réactif de Wagner
*Tube 3 : Ajouter 5 gouttes de Réactif de Mayer
*Tube 4 : Ajouter 5 gouttes de Réactif de Dragendorf.
v Observer I'apparition de précipité.

1.2.2- Test préliminaire

A partir de I'extrait hydroalcoolique brut végétal précédemment préparé,

v' Prendre un volume équivalent a 25 g de plante (257.5 ml) et placer
dans un cristallisoir.

v/ Evaporer l'alcool jusqu'a l'obtention d'un résidu de consistance
sirupeuse.

v Ajouter 10 ml de HCI 2N et agiter a I'aide d’'une baguette de verre tout
en chauffant dans un bain-marie bouillant pendant 3 a 5 mn.

v Refroidir le mélange jusqu’a température ambiante, puis rajouter 0,5g
de NacCl.

v’ Agiter, filtrer et laver le précipité avec un volume suffisant de HCI 2N.

v/ Repartir  le filtrat dans 4 tubes et refaire les tests comme

précédemment.

1.3- CRIBLAGE DES FLAVONOIDES ET DES LEUCOANTHOCYA NES

v Evaporer la solution hydroalcoolique d’extrait végétal équivalente a 3 g

de plante (30.9 ml) dans un cristallisoir. Refroidir et éliminer les

pigments par un épuisement a I'éther de pétrole.
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v’ Dissoudre le résidu solide obtenu dans de I'éthanol puis filtrer.
v/ Répartir le filtrat dans 5 tubes a essai ;
* Tubel : Témoin
* Tube2 : Test de WILSTATER.
v Observer la variation de la coloration.
v Ajouter 0,5ml de HCI concentré et quelques tournures de Magnésium.
v' Laisser agir 10 min.
* Tube 3 : Test de WILSTATER modifié
v Rajouter 0,5 ml de HCI concentré et quelques tournures de
Magnésium.
v Aprés dissolution du Mg, rajouter 1ml d’eau et 1ml d’alcool isoamilique.
v’ Laisser agir 10 mn.
v Observer la variation de la coloration de la phase supérieure.
* Tube 4 : Test de BATSMITH
v' Rajouter 0,5 ml de HCI concentré.
v Chauffer pendant 30mn au bain-marie.
v’ Laisser refroidir a température ambiante.
v Observer la coloration.
* Tube 5 : Test de BATSMITH modifié
v Rajouter 0,5 ml de HCI concentré a froid.

v' Observer la coloration.

1.4- CRIBLAGE DES TANINS ET DES POLYPHENOLS

v/ Evaporer la solution équivalente a 5g de plantes (51.5 ml) dans un

cristallisoir.
v" Rajouter 15 ml d’eau distillée.
v Chauffer sous agitation.
v' Ajouter 4 gouttes de solution de NaCl 10%, puis filtrer.
v' Répartir le filtrat dans 4 tubes a essais
* Tube 1: Témoin
*Tube 2:
v/ Rajouter 4 a 5 gouttes de gélatine a 1%.
v Observer I'apparition de précipité.
* Tube 3:
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v/ Rajouter 4 a 5 gouttes de gélatine salée.
v Observer I'apparition de précipité.
*Tube 4:
v Rajouter 4 a 5 gouttes de FeCl; 10% dans MeOH.

v' Observer la variation de la coloration.

1.5- CRIBLAGE DES QUINONES

v/ Evaporer la solution alcoolique équivalente a 5 g de plante 51.5 ml

dans un cristallisoir.

v’ Dissoudre le résidu dans 15 ml d’eau distillée, puis filtrer.

v/ Extraire le filtrat avec un mélange d'éther-chloroforme3/1(V/V), ou
hexane-chloroforme ou du benzéne (petite ampoule a décanter).

v Rajouter 5 ml de NH4,OH 25% puis agiter.

v' Observer le changement de la coloration de la phase alcaline (phase

inférieure).

1.6- CRIBLAGE DES STEROIDES ET DES TERPENOIDES

v’ Les stéroides different des triterpénoides par des tests de coloration et
de fluorescence.
v Evaporer complétement la solution hydroalcoolique équivalente a 5g de
plante (51.5 ml) dans un cristallisoir au bain-marie.
v Laisser refroidir.
v Rajouter 5 ml d’éther de pétrole. Agiter et filtrer.
v/ Répéter 'opération jusqu’a I'élimination des pigments.
v Rajouter 10 ml de chloroforme puis agiter pendant 5a 10mn.
v Décanter et sécher la solution avec Na,SO, anhydre, puis filtrer.
v/ Répartir le filtrat dans 6 tubes a essais propres et secs.
* Tubel : Témoin
* Tube 2 : Rajouter un peu de solution saturée d’antimoine.
v Observer la variation éventuelle de la coloration du milieu.
* Tube 3 : Test de LIEBERMANN BURCHARD
v Rajouter successivement 3 a 4 gouttes d’anhydride acétiqgue puis 3 a
4gouttes de H,SO,4concentré.

v" Observer la variation éventuelle de la coloration.
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* Tube 4 : Test de SALKOWSKI

v" Incliner le tube a 45°

v Ajouter 1 ml de H,SO, concentré.

v Observer la coloration éventuelle de 'anneau de séparation.
* Tube 5 : Test de BADJET KEDDE

v/ Rajouter quelgues grains d’acide picrigue.

v Observer la coloration éventuelle de séparation.
* Tube 6 : Test de KELLER-KILLIANI

v/ Rajouter successivement quelques gouttes de FeClz; 10%, puis

guelques gouttes d’acide acétique glacial.
v Observer la coloration éventuelle de I'anneau de séparation.

1.7- CRIBLAGE DES SAPONINES

v' Mettre 1g de poudre de plante dans un tube a essai.

v" Rajouter 10 ml d’eau distillée et agiter vigoureusement pendant 30 s.

v" Placer le tube verticalement pendant 30 mn a température ambiante.

v' Observer I'apparition éventuelle d’'une mousse sur la partie supérieure.
v Noter I'abaissement de la hauteur de la mousse

1.8- CRIBLAGE DES POLYSACCHARIDES

v Préparer une décoction a partir de 5 g de poudre de plante dans 60 ml

d’eau.

v’ Faire bouillir a 200° C ; laisser refroidir a temp érature ambiante puis
filtrer.

v Rajouter au filtrat 3 volumes d’alcool éthyliqgue a 90°C

v Observer la formation éventuelle de précipité

1.9- TEST D'ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Le test consiste a détecter la formation de radicaux libres en présence d’un

réactif spécifique, le 1,1-Diphényl-2-Picrylhydrazyl (DPPH). Le résultat est positif s'il
le réactif vire de la coloration mauve en jaune.
Cette technique peut étre utilisée soit :

(1) comme systeme de révélation sur des plaques chromatographiques ;
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(2) comme réaction chimique d’identification des radicaux libres dans des
solutions de concentrations bien déterminées.
Dans notre cas, c’est la premiere méthode qui a été adoptée.
Pour cela :
v' Déposer en spot I'extrait sur une plague CCM (Chromatographie sur
Couche Mince).
v' Développer la plaque dans une cuve chromatographique en utilisant un
systeme de solvant adéquat.

v' Préparer le révélateur (concentration 2mg/mL de DPPH dans le MeOH)

<\

Révéler la plaque.
v' Observer immédiatement les changements de coloration des taches de

migration.

B- ETUDES PHARMACOLOGIQUES

1- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIPALUDIQUE

Le paludisme (palus= marais) ou malaria (mauvais air) est un

erythrocytohépathie di & un hématozoaire du genre Plasmodium [Manuila L.,
Manuila A., Lewalle P., Nicoulin M., 2001].

Le paludisme est causé par la rencontre obligatoire de trois étres vivants : le
Plasmodium sp agent pathogéne, I'anophéle femelle, agent vecteur et 'hnomme, héte
réservoir infecté et infectant [ (ReMeD). ,2009].

Les Plasmodium sont des parasites des hématies. Les 4 espéces
plasmodiales parasites de I'homme sont: Plasmodium falciparum, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax. [ Rogier C., Parzy D., Spiegel A. in:
Saissy J.M. 2001 ].

Selon les estimations de 'O.M.S [WHO., 2005], cette maladie parasitaire tue
un enfant toutes les trente secondes en Afrique, et est responsable d’'un a trois
millions de décés par an dans le monde. Le nombre de personnes contaminées est
estimeé entre 300 a 600 millions par an, dont la grande majorité se trouve en Afrique
[Rinaldi A., 2004].

Cette maladie touche surtout les enfants de moins de cing ans et les femmes
enceintes au cours de leurs premiers mois de grossesse [Antonio, Almeida, Atul
Mehta, 2001].
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L'augmentation de la résistance de P. falciparum a la plupart des
antipaludiques actuellement disponibles sur le marché sont d’'une augmentation
dramatique de la mortalité par le paludisme [Trape J.F. in Africa. Am J Trop Med Hyg
2001].

A I'heure actuelle, prés de 100 pays ou territoires sont considérés comme
impaludés, dont prés de la moitié en Afrique, au Sud de Sahara. La plupart étant due
au P. falciparum [Rogier C., Fusait T., Pradines B. in: SAISSY J.M., Arnette 2001]

Deux hotes successifs sont nécessaires a I'accomplissement du cycle :

v un hoéte intermédiaire ('homme) ou il se trouve sous une forme
haploide et se multiplie de maniere asexuée ou schizogonique,

v un héte définitif ('anophéle femelle) ou s’effectue la multiplication
sexuée ou sporogonique. [Mazier D. in : Danis M., Mouchet J. 1991] .

Il est a noter que durant notre recherche, Plasmodium yoelii a été utilisée dans
le laboratoire pour infecter des souris, comme un modele de 'homme contre le
paludisme, en particulier a I'égard de la réponse immunitaire. Cette espéce a été
décrite en 1968 par Landau, Michel et Adam. Elle se rencontre en Afrique. Deux
sous-especes sont reconnues : Plasmodium yoelii nigeriensis et Plasmodium yoelii

yoelii.

Il est avantageux d’avoir un tout-modele animal de la malaria, car il est
souvent difficile de savoir quels sont les facteurs a I'étude in vitro, en particulier dans

un systeme complexe comme le systéeme immunitaire.

1.1- TEST IN VITRO ANTIPALUDIQUE CHEZ LA SOURIS

La phase érythrocytaire du paludisme est provoquée en injectant chez la
souris 107 hématies parasitées. Les souris ainsi infectées sont traitées pendant trois
jours successifs.

La parasitémie des souris infectées a ensuite été évaluée a la 4° journée par

rapport a un groupe de témoins de souris non traitées.

1.2- PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1.2.1- Préparation des souris donneuses

v’ Sortir les hématies parasitées de la cryoconservation (au moins avec

une parasitémie de 30%).
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v Décongeler rapidement a 37°C.

v" Centrifuger a 1500 tours/minute pendant 3 a 4 minutes.

v/ Récupérer le culot (parasites) et diluer de moitié avec de la solution
physiologique (NaCl 0,9 %) a 37°C puis homogénéiser. Il faut 1 ml
pour infecter 4 souris.

v" Injecter au niveau de la veine caudale 0,25 ml de solution contenant les
hématies parasitées.

v Suivre quotidiennement I'évolution de la parasitémie (proportion des
hématies parasitées : 10’ parasite/souris) jusqu’a obtenir des parasites
pour réaliser le test proprement dit (en fonction du nombre des souris a

infester pour le test).

1.2.2- Infestation des souris

v’ Préparer 2 lots de 4 souris au moins dont un lot témoin absolu non
traité et de lot traité avec différentes doses d’extrait végétal a tester.

v' A l'aide de pipettes Pasteur stériles et humectées avec de I'héparine,
prélever le sang des souris donneuses au niveau de la veine du sinus
retro-orbitale (environ 1 ml de sang/souris).

v Collecter le sang des souris dans 1 tube a essai contenant quelques
gouttes d’héparine et maintenu dans 1 bain-marie a 37 C.

v/ Mélanger et évaluer la parasitémie du mélange (hématies parasitées).

v' En fonction du nombre de souris a impaluder et de la parasitémie,
diluer le sang avec du NaCl 0,9 % de facon a ce que chaque souris
recoive 10’ hématies parasitées sachant que le volume & injecter est
de 0,25 ml/souris, et que la formule utilisée est V= (10*x N)/ P ou V, le
volume de sang, N, le nombre de souris a infecter et P, la parasitémie
des souris donneuses [Peters W. et col, 1975].

1.2.3- Traitement des souris infectées.

v’ Les souris ont été de préférences infectées par voie intraveineuse (iv)
et le traitement par I'extrait végétal a été effectué tout de suite.
v" Injecter par gavage 0.5 ml d’'une dose de 500 mg d’extrait par kg de

souris, une fois par jour pendant 3 jours.
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v Au 4% jour, faire un frottis mince sur une lame bien propre & partir du
sang pressé au niveau de la veine caudale de la souris.

v' Colorer le frottis au Diff quick : fixation du frottis au MeOH suivie de
coloration avec de I'éosine puis avec du bleu de méthyléne.

v’ Laver a I'eau de robinet puis sécher a I'étuve a 37°C.

v' Observer au microscope puis évaluer la parasitémie de chaque souris
sur au moins 2000 hématies.

v’ Calculer le pourcentage d’inhibition de la parasitémie provoquée par la
dose d’extrait végétal utilisé et par rapport au lot de souris témoins.

Il est a noter que la mort des souris survient le plus souvent a une parasitémie
de plus de 50% [Peters W. et col, 1975]

2- ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIHISTAMINIQUE

L’histamine ou B-imidazole éthylamine se forme par décarboxylation de
I'histidine, acide aminé normal de l'alimentation (histamine exogene) et des tissus
(histamine endogéne) sous I'action de I'histidine décarboxylase. Présente dans de
nombreux tissus (mastocytes, intestin, estomac, foie, peau, plaquettes sanguines,
leucocytes basophiles), elle est tenue pour responsable de certains phénoménes
pathologiques : choc, anaphylaxie, allergie.

Une surcharge en histamine provoque trois phénomeénes essentiels :
contraction des fibres lisses, dilatation des capillaires avec augmentation de leur
perméabilité et accroissement de la sécrétion gastrique. Normalement, I'histamine
subit la désamination oxydative ou I'acétylation et s’élimine dans I'urine.

Etant donné le r6le de I'histamine en pathologie, on a cherché a neutraliser
par divers moyens cette substance dans I'organisme. Les antihistaminiques sont des
antagonistes compétitifs de I'histamine a I'égard des récepteurs tissulaires ; la plupart
présentent une analogie structurale avec I'histamine et possedent, a des degrés
divers, des actions secondaires : hypnotiques, anesthésiques locaux, inhibiteurs du
recaptage de la noradrénaline. lls s’opposent a la plupart des actions de
I'histamine telles que I'hypotension, I'effet contracturant sur les fibres lisses, les
phénomenes allergiques et anaphylactiques.

L'objectif de notre étude est de mettre en évidence l'activité relaxante de
I'Hydrostachys plumosa sur la trachée isolée de cobaye préalablement stimulée par

I'histamine, un des agents spasmogenes lors de la crise d’asthme.
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2.1- TEST ANTIHISTAMINIQUE IN VITRO CHEZ LE COBAYE

2.1.1- Préparation de milieu de survie de Krebs

Pour 1 L d’eau distillée :

v NaCl :6,90.
v Glucose :2g.

v NaHCO; : 2,2 g.
v KCI 10,49
v CaCl, : 0,28 g.
v MgSO, .0,14 g.
v KH,PO, :0,14 g.

2.1.2- Prélevement, préparation et montage d’organe : Trachée de cobaye

Le cobaye, de sexe male ou femelle, de poids moyen de 300 + 509, est
sacrifié par dislocation cervicale. Aprés ouverture longitudinale au niveau de la gorge
par incision cutanée, la trachée est dégageée. L’exsanguination est faite par coupure
de deux arteres carotidiennes. La trachée est prélevée de I'ouverture buccale jusqu’a
la premiéere bifurcation de la bronche et plongée dans la boite de Pétri contenant de
la solution de Krebs. Débarrassé des tissus conjonctifs et des tissus adipeux,
'organe est découpé en hélice de 2 a 3 cm de long. La trachée est ensuite montée
dans une cuve a organes contenant la solution de survie aérée avec du carbogene
(95% de O, et 5% de CO,) et maintenue a 37C a l'aide du bain thermostaté, et
soumis a une tension isométriqgue de 2 g. Pendant une période d’équilibration de 90
min, la préparation est lavée toutes les 30 min. A la fin de cette période, on procede
a I'étape de sensibilisation par stimulation de la trachée par injection d’histamine. La
durée de cette sensibilisation est de 15 min. Puis les organes sont lavés au moins
trois fois espacés de 5 min.

2.1.3- Précontraction de la trachée par I'’histamine et Test de relaxation

30 min apres le dernier ringage, la trachée est contractée avec de I'histamine
& 10° M puis & 10° M. Au plateau de contraction, la relaxation est étudiée par ajout
de 62.5, 125, 250, 500 et 1000 pg/ml d’extrait végétal a tester dans un volume total
de 20 ml (cuve). Les réponses pharmacologiques ainsi obtenues sont en

pourcentages de relaxation. La valeur de CEsp de relaxation (concentration de
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I'extrait qui relache a 50% la trachée isolée précontractée par I'’histamine) est enfin
déterminée a partir de la courbe effet-concentration utilisant la méthode de

régression linéaire.

C- ETUDE DE L'ACTIVITE CYTOTOXIQUE : TEST DE CYTOTOXIC ITE

1. PREPARATION DES SOLUTIONS D’EXTRAITS VEGETAUX

Les extraits bruts végétaux sont de préférence dissouts dans du

Diméthylsulfoxide (DMSQO) a une concentration de 20 mg/ml et gardés a 4. Il s’agit
de solutions stocks.
Pour réaliser les tests de cytotoxicité, des dilutions a des concentrations

désirées sont extemporanément effectuées dans du RPMI.

1.1- CULTURE CELLULAIRE

1.1.1- LIGNEE CELLULAIRE

La lignée leucémique lymphoblastique P388 sensible a la doxorubicine de

souris a été utilisée comme modeéle d’étude de Il'activité cytotoxique des extraits

végétaux.

1.1.2. CULTURE DES CELLULES

A- Conservation des cellules

Les cellules P388 sont conservées dans de l'azote liquide, dans des gélules
contenant 90% de Sérum de Bovin Fecetal (FBS) et 10% de DMSO.

b- le sérum de bovin feetal : décomplémentation

Le sérum de bovin feetal (SBF) utilisé pour la culture cellulaire doit étre
préalablement décomplété. Pour cela, sortir le sérum de la congélation (-20 C) et le
décongeler bans un bain Marie a 37° C. Aprés décong élation, placer le PBS dans
une étuve a 50° C pendant 60 min. Sortir le SBF ain si décomplémenté et l'aliquoter
dans des flacons stériles sous la hotte.

Le flacon utilisé est a garder a 4°C [réfrigérate ur], les autres sont a conserver

a -20°C jusqu’a leur utilisation.
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C- Le B-mercaptoéthanol

Le B-mercaptoéthanol est un réducteur. Sa densité est de 1.1143.

v

v
v

Préparer une solution stérile molaire avec de I'eau désionisée stérile
[filtration sur membrane 0.22 pum].
Faire une dilution pour avoir une solution a 1 mM.

Garder la solution molaire a -20°C et la solution a utiliser a 4°C.

d- Le milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour les cellules P388 est un milieu RPMI 1640

[Roswell Park Medium Institut].

Pour 1L de milieu de culture apH 7,4 :

v

Dissoudre le contenu d’'une boite de poudre de RPMI (15,89 g) dans
800 ml d’eau désionisée. Rajouter 1g de glucose et 2,1 g de NaHCO3
et laisser dissoudre sous agitation magnétique. Compléter ensuite le

volume d’eau a 1l.

v’ Stériliser par filtration le milieu ainsi préparé a I'aide d'un Kit filtre de

0.22 um. Pour cela, ouvrir le Kit filtre sous la hotte et le placer sur un
flacon stérile de 1000 ml. Verser le milieu dans le réservoir du Kit et

placer le couvercle. Brancher alors la pompe a vide et filtrer.

v A la fin de la filtration, enlever sous la hotte le Kit filtre et fermer

v

(bouchon stérile) le flacon.
Prélever I'équivalent de volume d’antibiotiques a rajouter et garder dans
un tube a fond conique. Dans notre cas, on préléve 10 ml de milieu
RPMI et rajoute 10 ml d’'une solution de pénicilline (10000 Ul/ ml) et de
streptomycine (10000 pg/ml) soit 1% de solution d’antibiotiques.
Mélanger et aliquoter dans des pots stériles en plastique de 200 ml.
Le milieu de culture utilisé pour les cellules P388 est un milieu RPMI
1640. C’est un milieu incomplet. Le milieu de culture RPMI complet est
a préparer en rajoutant extemporanément :

* 10% de SBF,

* 1% de B-mercaptoéthanol a 1 mM (concentration finale 10 uM),

» éventuellement 1% de L-glutamine & 200 mM (concentration finale

2 mM) et de 1% de NAEAA (acides aminés non essentiels).
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E- Mise en culture des cellules P388

Les cellules P388 sont non adhérentes. Elles sont cultivées en suspension
dans des boites T25 (Nunclon-Gibco) contenant 10ml de milieu de culture RPMI
complet et un inoculum de cellule P388.

Les cellules sont maintenues dans un incubateur Heraeus sous une
atmosphere humide, a 37° C et enrichie en 5% de CO, La boite de culture est
placée en position allongée avec bouchon lIégérement dévissé.

Lorsque les cellules poussent, le milieu de culture qui initialement était de
couleur orange, devient plus visqueux et vire au jaune indiquant une variation
(diminution) du pH qui devient acide. En ce moment la, il faudra procéder au
renouvellement du milieu de culture.

Lorsque les cellules arrivent en phase exponentielle de croissance (au bout de
72 H environ, d’'incubation), elles sont récupérées dans des tubes a fond conique
(FALCON) et centrifugées a 1200 tours/minute, & 4° C pendant 5 minutes. Le
surnageant est éliminé et le culot est remis en suspension dans un volume adéquat
de RPMI 1640.

F- Numération cellulaire _: Principe de comptage

Les cellules vivantes sont comptées a l'aide d’'une lame de Thoma en utilisant
du Bleu de Trypan. Dans ces conditions, les cellules vivantes sont brillantes ; celles
qgui sont mortes incorporent du bleu de Trypan et par conséquent, colorées en
bleues.

Pour cela :

v A l'aide d'une pipette Pasteur stérile munie d’'une poire, homogénéiser
comme la suspension cellulaire.

v Prélever et transvaser dans un tube a hémolyse I'équivalent de 100 pl
de cette suspension cellulaire et rajouter 100 pl de Bleu de Trypan.
Vortexer.

v Prendre une Cellule de comptage de Thoma munie d’'une lamelle et
faire couler 10 pl de suspension cellulaire entre la lame et la lamelle.

v Observer les cellules au microscope a grossissement 10X.
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v' Compter les cellules vivantes délimitées par un champ. Compter
également celles qui sont sur les bords du méme champ. Faire la
numération sur deux champs et considérer la moyenne.

Soit N, le nombre de cellules/champ. Le volume d'un champ est de 10 ml.
Compte tenu de la dilution ¥2 (suspension cellulaire/bleu de Trypan), le nombre
rectifié¢ de cellules est par conséquent de 2N/champ, soit 2N/10® ml. D'ou la
concentration cellulaire de 2N.10* cellules/ml. Connaissant le volume total de la

suspension cellulaire, on peut en déduire le nombre total de cellules.

1.2- EVALUATION DE L’ACTIVITE CYTOTOXIQUE : Détermination de Cl s
Le test de cytotoxicité consiste a mettre les cellules P388 en culture en

présence des extraits bruts végétaux et d’évaluer par la suite, le pourcentage de
survie cellulaire ou d’inhibition de la prolifération cellulaire.

Les tests sont effectués dans des microplaques a 96 puits a fond conique.
Chaque concentration d’extrait végétal est testée sur 4 puits et au moins en triplet
(n=3) de maniere indépendante afin d’assurer la reproductibilité de I'expérience.

Le volume final de chaque puit est fixé a 200 pl ; 100 ul réservés pour I'extrait
a tester et 100 pl pour la suspension cellulaire. Pour cela, 2.10* cellules sont
incubées a 37°C en présence de chacune des concent rations d’extrait végétal, sous
une atmosphére composée de 5% de CO, pendant 72 H. Les solutions stocks
d’extraits végétaux a tester sont extemporanément diluées en milieu stérile dans le
milieu de culture utilisé.

Dans les puits “témoins” (contréle), la solution d’extrait végétal est remplacée
par du milieu de culture contenant la méme concentration en DMSO.

Pour cela, les cellules sont incubées dans les mémes conditions en présence
(Essais) ou en absence (contrdle) des différentes concentrations croissantes (de 1 a
100pg/ml) en extraits bruts végétaux.

Pour tous les tests effectués, la concentration finale en DMSO a été fixée a
0,5%. Dans ce cas, des études préliminaires nous ont permis de démontrer que le
DMSO n’avait aucun effet inhibiteur sur la prolifération des cellules P388.

De plus, la camptothécine (CPT, 5 yM) dont l'action empoisonnante de la
topoisomérase | provoque l'induction de I'apoptose [Ning Zhou and Zhou Wang,

1997] a servi de contréle positif.
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1.2.1- Evaluation de la viabilité cellulaire

L’inhibition de la prolifération des cellules P388 a été suivie par le test
classique d’incorporation du Rouge neutre a 540 nm. Dans cette condition, seules les
cellules vivantes incorporent du Rouge Neutre et absorbent a 540 nm. Par
conséquent, la DO mesurée est proportionnelle au nombre de cellules vivantes
contenues dans chaque puits. [Winckler J, 1974. Borenfreund E, Puener JA. ,1985.
Teepe RGC, Koebrugge EJ, Lowik CW, et al.1993, Rabenberg VS et al, 2002].

Pour cela :

v Faire dissoudre 1 mg de poudre de Rouge Neutre dans 100 ul de
MeOH et compléter le volume a 10 ml avec du iRPMI en milieu stérile.

v Vortexer et centrifuger solution de Rouge Neutre au 2000 tours/min, 4
T, 5 min et la placer a 37 € jusqu’a son utilisat ion (avant 24 h).

v/ Préparer une solution de sulfate de Lauryl (sodium dodecyl sulfate,
détergent) a 1% (1g/100 ml d’eau desionisée).

v’ Préparer du tampon “Phosphate Buffered Saline” (PBS) 1X, pH 7.4.

v Aprés 72 heures d'incubation, sortir les microplagues de [I'étuve.
L’atmosphére stérile n’est plus indispensable.

v’ Centrifuger les plaques a 1200 tours/min, a 4 C, 5 min.

v' A l'aide du systeme d’aspiration ECOM-P 4153 (Eppendorf), aspirer
avec précaution le surnageant contenu dans chaque puit.

v' A l'aide de la multipipette, rajouter 100 pl de la solution de Rouge
Neutre dans chaque puit a lire.

v Incuber les microplagues a 37° C pendant 60 min. Surveiller la
coloration rouge du milieu.

v’ Centrifuger de nouveau les plaques a 1200 tours/min, 4°C, 5 min.

v' Aspirer le surnageant et rajouter 100 pl de PBS dans chaque puit a lire
afin d’éliminer le reste de Rouge Neutre.

v’ Centrifuger a 1200 tours/min, 4 C, 5 min puis asp irer le surnageant.

v/ Rajouter 100 pl de sulfate de Lauryl et mettre les microplaques sous
agitation a 600 — 800 tours/min, 10 min.

v  Lire enfin la DO a 540 nm au lecteur de plague couplé a un
spectrophotometre (TITERTEK TWINREADER).
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1.2.2- Expression des résultats : Evaluation de la Clso

L’activité cytotoxique potentielle de chaque extrait végétale est évaluée sur la
base de la valeur de la Clsp correspondante (concentration inhibant 50% la
prolifération cellulaire) déterminée a partir de la représentation graphique du
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction de la concentration testée.

Les résultats sont exprimés en Moyenne + |'écart type.
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RESULTATS



|- ENQUETES ETHNOBOTANIQUES

Nos enquétes ont permis d’obtenir des informations sur les plantes les plus

utilisées, leurs indications thérapeutiques et leurs utilisations traditionnelles.

A- RECENSEMENT DES PLANTES MEDICINALES DANS LES SI TES
D’ETUDES

» 202 plantes ont été recensées et dits comme étant utilisées par la population

locale de la Région. Apres triage des plantes en tenant compte de I'habitat
aquatique, 49 espéces appartenant a 47 genres et 37 familles sont des plantes
aquatiques et semi-aquatiques utilisées dans la médecine traditionnelle. La
famille des Cyperaceae prédomine. Parmi les espéces recensées, 7 sont
endémiques (en astérisque) (Tableau 5 en annexe).

La décoction est I'un des modes de préparations le plus utilisé. Les indications
thérapeutiques constatées sont des maladies courantes telles que le paludisme, la
fievre, les maux de téte, les maux de ventre, les maux d’estomac, I'entorse. Il y a
aussi le probleme d’accouchement et la regle douloureuse.

L’ensemble des informations recueillies sur les plantes les plus utilisées nous
a permis de sélectionner celle qui fera I'objet de notre étude. Il s'agit d'une plante
aquatiqgue et endémique de Madagascar nommée Hydrostachys plumosa
(HYDROSTACHYACEAE) dont les caractéristiques spécifiques sont résumeées dans
le Tableau Il. Ce sont des plantes herbacées, aquatiques et calcifuges qui poussent
dans les torrents de Madagascar.
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Tableau Il : Caractéristiques de I'Hydrostachys plumosa
(HYDROSTACHYACEAE)

Espece, famille, nom | Partie utilisées Maladies traitées | Utilisations
vernaculaire

Fatigue Décoction
Hydrostachys plumosa. | Plante entiere
Manque d’appétit

HYDROSTACHYACEAE
Maux de ventre
“Rondra”
Maladie de
l'utérus
Cosmétique

B- MODE D'UTILISATION TRADITIONNELLE
L’Hydrostachys plumosa est trés utilisée en médecine traditionnelle dans la

Région SOFIA mais son indice d'utilisation est peu élevé a Mandritsara comparé a
celui d’Antsohihy.

La décoction de la plante atténue la fatigue et les maux de ventre. Elle est
egalement utilisée pour traiter différentes pathologies liees a l'utérus et I'anorexie
(manque d’appétit).

Pour toutes ces maladies citées, le malade doit prendre trois tasses de
décocté de la tige, feuille et racine de I'Hydrostachys plumosa. par jour pendant trois
jours.

Le produit de la décoction d’ Hydrostachys plumosa est aussi utilisé pour

tresser et traiter la chute des cheveux.

Il - ETUDES CHIMIQUES

A- CRIBLAGES PHYTOCHIMIQUES

Les différents tests chimiques effectués sur 'Hydrostachys plumosa (Tableau

[1) indiquent que la plante ne contient pas :
v’ d'alcaloides,
v' d’ammoniums quaternaires et des N-oxydes
v de flavonoides et de leucoanthocyanes
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v’ de tanins et de polyphénols
v de quinones,

v de saponines

v' de polysaccharides.

Par contre, I'addition de solution saturée d’antimoine entraine I'apparition
d’'une fluorescence jaune (Tableau Ill) indiquant la présence de stéroides dans la
plante étudiée.

De plus, apres addition de 3 a 4 gouttes d’anhydride acétique et 3 a 4 gouttes
de H,SO, (Test de Liebermann Buchard), le résultat obtenu indique la présence de
triterpenoides dans I'Hydrostachys plumosa (Tableau lIlI).

Enfin, le test de Salkowski a permis de démontrer la présence de stérols
insaturés dans I'Hydrostachys plumosa (Tableau llI).

B- ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Le test de révélation de composés antioxydants réalisé sur I'Hydrostachys
plumosa n’a pas abouti a la formation de coloration jaune indiquant 'absence de ces
molécules dans la plante étudiée.

Cependant, aprés utilisation de la vanilline comme révélateur, des colorations
violettes, bleu-vert et vertes ont été observéees confirmant la présence des stéroides

et de triterpenoides déja mis en évidence lors du criblage phytochimique.
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Tableau lll. Criblage phytochimiques de I’ Hydrostachys plumosa

Criblage Alcaloides

Test Maceération Préliminaire Confirmation N+ IVnai re
Réactifs W M D W M D W M D W M D
Résultats - - - - - - - - - - - -
Criblage Flavonoides et Leucoanthocyanes

Réactifs W W BS1 BS2

Résultats - - - -

Criblage Tanins et Polyphénols

Réactifs g gs Fe am

Résultats - - - -

Criblage Stéroides et Terpénoides

Réactifs as LB S BK KK mo a

Résultats + + + - - - -

W: Wagner, M: Mayer, D: Dragendorff, WM: Wilstater modifié, BS: Batsmith, g: Gelatine, gs: gelatine salée, Fe: FeCl;
10%, as: solution saturée d’antimoine, LB: Liebermann Burchard, S: Salkowski, BK: Badjet Kedde, KK: Keller- Killiani,
Mo: mousse a: alcool.

(-) : Test négatif : sans précipitation ; sans coloration ; 0 < indice de mousse < 2cm.

(+) : Test positif : présence de précipitation ; coloration forte ; 2 < indice de mousse < 4cm



I - ETUDES PHARMACOLOGIQUES

A- ACTIVITE ANTIPALUDIQUE

La parasitémie apres traitement des souris par I'extrait brut méthanolique de
I'Hydrostachys plumosa pendant 3 jours a été évaluée a 46% alors que celle des souris
“témoins” a été de 42%. Ce résultat indique que I'Hydrostachys plumosa n’a aucun
effet sur la viabilité des parasites yoelii et par conséquent, elle ne présente aucun

intérét dans le domaine de la lutte contre le paludisme.

B- TEST ANTIHISTAMINIQUE
L’activité relaxante de I'extrait méthanolique de I'Hydrostachys plumosa vis-a-vis

de la trachée du cobaye préalablement contractée par I'histamine (10° M) est
représentée dans le Tableau IV et illustrée par la Fig. 4. La valeur de CEsg
(Concentration Efficace produisant 50% de relaxation) estimée a partir la Fig. 4 est

approximativement de I'ordre de 1125 pg/ml.

100 -

= Clso = 1125 pg/mil

50 1

25 1

% de Relaxation

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
[Extrait HES] (ng/ml)

Figure 4 . Effet relaxant de I'extrait de I'Hydrostachys plumosa vis-a-vis
de la trachée de cobaye précontractée par I'histami  ne. La trachée est
préalablement contractée avec une solution d’histamine & 10™° M. Au plateau
de contraction, I'effet relaxant est suivi par ajout de concentration croissante
(62.5 a 2000 pg/ml) d’extrait de I'Hydrostachys plumosa dans un volume total
de 20 ml.
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C-TEST DE CYTOTOXICITE

La cytotoxicité de I'Hydrostachys plumosa vis-a-vis des cellules P388 a été
évaluée a partir de quatre extraits bruts différents.

Comme illustré par la Fig. 5 et indiqué dans le Tableau IV, tous les extraits testés
sont actifs. Les valeurs de Clso déterminées a partir de la Fig.5 sont approximativement
de 13,8 = 3,8 ug/ml, 17.5 = 6.5 pg/ml, 22.5 + 2.5 pg/ml et 16.0 + 4.5 pg/ml pour les
extraits hexanique (A), dichlorométhanique (B), acétate d’éthyl (C) et méthanolique (D),

respectivement (Tableau IV).

Tableau |V - Activité cytotoxique de | 'Hydrostachys plumosa vis-a-vis des cellules
P388.

*Extrait **Cl 50 (Moyenne = SD)
(Hg/ml)

Hex 13.8+3.8

DCM 175+£6.5

AcEt 225+25

MeOH 16.0+45

*Hex : extrait héxanique ; DCM : extrait dichlorométhanique ; AcEt: extrait d’acétate
d’éthyle et MeOH : extrait méthanolique.

**|_es valeurs de Clso (concentration inhibant & 50% la prolifération des cellules P388)
ont été extrapolées des graphes représentant le pourcentage de viabilité cellulaire en
fonction de la concentration en extraits testés (Fig. 2). Chaque valeur représente la

moyenne + |'écart type de 3 déterminations indépendantes.
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Figure 5. Effet cytotoxique de différents extraits de I Hydrostachys plumosa

vis-a-vis des cellules P388. Les cellules ont été incubées pendant 72 h a 37°C
sous une atmosphére composée de 5% de CO, en présence (essais) ou en absence
(contréle) de concentrations croissantes (1 a 100 pg/ml) en extraits bruts héxanique
(A), dichlorométhanique (B), acétate d'éthyle (C) et méthanolique (D). Chaque
concentration a été testée sur 4 puits et chaque point représente la moyenne *
'écart type de 3 déterminations indépendantes. Les pourcentages de survie
cellulaire ont été évalués par rapport au contrdle. Pour tous les tests effectués, la

camptothécine (5 uM) a servi de contrle positif.
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DISCUSSION



Concernant I'étude botanique, 'Hydrostachys plumosa est presque identique au
Hydrostachys pinnatifolia mais elle differe par la forme des émergences de la feuille,
la taille des feuilles. La structure des feuilles dans les deux espéeces est identique.
Les bractées des fleurs femelles et méales sont identiques dans les deux espéces.

Le mode d’emploi des plantes aquatiques médicinales est souvent en mélange
avec des plantes terrestres.

D’aprés notre enquéte ethnobotanique réalisée auprés de la population locale
dans la Région SOFIA, on utilise I'Hydrostachys plumosa pour traiter les cheveux et
aussi pour tresser. Par conséquent, elle est non seulement employée pour les
traitements mais aussi comme cosmétique. Le test de confirmation de connaissance
empirique de ce produit n’a pas encore été effectué.

Les différents tests chimiques effectués sur I'Hydrostachys plumosa indiquent
que la plante ne contient pas d’alcaloides, d’ammoniums quaternaires et des N-
oxydes de flavonoides et de leucoanthocyanes de tanins et de polyphénols, de
guinones, de saponines et de polysaccharides. Cependant, durant le test
antihistaminique, on a observé une augmentation de la hauteur de la mousse
indiquant probablement I'existence de saponines dans cette plante. De plus, lors de
la réalisation du test antioxydant et apres utilisation de la vanilline comme révélateur,
on a observé des colorations bleu-vert et verte indiquant la présence de tanins
condensés et d’autres types de composés phénoligues, respectivement.

L’activité relaxante de I'extrait méthanolique de I'Hydrostachys plumosa vis-a-
vis de la trachée du cobaye préalablement contractée par I'histamine correspond a
une valeur de CEsp = 1.125 mg/ml (Fig.4). S'agissant d’'une expérience préliminaire, il
n'est pas possible a partir de cette valeur d'affirmer s'il s'agit d'une activité
antiasthmatique réelle. Par conséquent, il serait intéressant d’effectuer
ultérieurement, des études complémentaires et plus approfondies utilisant
notamment des produits antiasthmatiques de référence afin de confirmer le
phénomeéne observé. Néanmoins, ce résultat obtenu renforce davantage l'intérét de
I'utilisation de I'Hydrostachys plumosa en médecine traditionnelle dans la Région
SOFIA.

Le test de cytotoxicité que nous avons effectués ont démontré que
I'Hydrostachys plumosa était suffisamment cytotoxique (Fig. 5; Tableau 1V) qu’elle

mérite d’étre étudiée de maniére plus approfondie dans le domaine de la
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chimiothérapie anticancéreuse. Dans ce contexte, I'extrait héxanique apparait le plus
actif avec une valeur de Clsp = 13.8 + 3.8 pg/ml. A I'opposé, I'extrait acétate d’éthyl
(C) s’avéere le moins cytotoxique avec une valeur de Clsp = 22.5 £ 2.5 pg/ml. D’autre
part, les extraits dichlorométhanique (B) et méthanolique (D) présentent
approximativement les mémes valeurs de Clso (17.5 £ 6.5 pg/ml vs 16.0 £ 4.5 pug/ml)
indiquant probablement I'existence de deux molécules cytotoxiques de polarités
différentes.

Pour cette plante, il faudrait d’abord, effectuer des études de fractionnements
bioguidés pour isoler et purifier la ou les molécule(s) active(s). Il faudrait ensuite,
évaluer l'activité de ces molécules envers les cellules tumorales humaines, sur un

plus grand nombre de lignées cellulaires issues de différentes tumeurs.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Cinquante especes aquatiques et semi-aquatiques ont été recensées comme
étant médicinales dans la région de Mandritsara, d’Antsohihy et de Port-Bergeé. I
s’agit des plantes rencontrées soit dans les riviéres, les lacs ou dans les zones
temporairement inondées telles que les riziéres, les étangs, les mares et les marais.
Les parties utilisées peuvent étre des feuilles ou des tiges ou des racines ou des
plantes entiéres. La décoction est la préparation la plus fréquente. Ces plantes sont
souvent employées pour des maladies courantes. Elles sont en mélange avec des
plantes terrestre quelquefois.

L’ensemble des résultats des différents tests phytochimiques confirme les
grands intéréts de l'utilisation de I'Hydrostachys plumosa en médecine traditionnelle
dans la Région SOFIA.

Cependant, s’agissant de tests préliminaires, il serait intéressant d’effectuer des
études plus approfondies pour confirmer ces résultats. En ce qui concerne les
différents tests d’évaluation d’activités pharmacologiques, les résultats obtenus ont
démontré que I'Hydrostachys plumosa n’'avait aucun effet inhibiteur sur la viabilité
des parasites yoelii infestés chez la souris indiquant que la plante n’avait
probablement pas de propriété antipaludique. Par contre, elle exercerait d’une part,
un effet relaxant vis-a-vis de la trachée de cobaye préalablement contractée par
I'histamine avec une valeur de CEso de 1125 mg/ml (extrait MeOH) indiquant
probablement une activité antiasthmatique et d’autre part, un effet inhibiteur sur la
prolifération des cellules cancéreuses P388 avec des valeurs appréciables de Clsg
de 13.8 £ 3.8 ug/ml, 17.5 = 6.5 pg/ml, 22.5 + 2.5 pg/ml et 16.0 = 4.5 pg/ml pour les
extraits Hex, DCM, AcEt et MeOH, respectivement, suggérant une activité
cytotoxique exercée par la plante étudiée.

Du point de vue thérapeutique, I'Hydrostachys plumosa pourrait étre
considérée comme une candidate potentielle dans la chimiothérapie. Elle est
suffisamment cytotoxique pour I'étudier dans le domaine de la lutte contre le cancer.
Une telle application nécessiterait alors de nombreuses connaissances
supplémentaires sur cette plante :

- études de fractionnements bioguidés afin d’isoler et de purifier la molécule
active ;

- études in vitro de sa cytotoxicité, sur un plus grand nombre de lignées
cellulaires (cancéreuses ou normales) animales et surtout humaines afin de

confirmer son activité cytotoxique préférentielle envers les cellules tumorales ;
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- évaluation in vitro de sa capacité a induire I'apoptose (processus biologique
d’autodestruction de la cellule) des cellules cancéreuses ;

- études in vivo de sa cytotoxicité sur des tumeurs murines et/ou humaines
implantées chez I'animal ;

- détermination du mécanisme d’action biologigue gouvernant [lactivité
antitumorale confirmée.

Le grand intérét de ces travaux, c’est de nous avoir permis de nous
familiariser aux différentes techniques utilisées dans le domaine d’études des plantes
médicinales. De plus, ils apportent une meilleure connaissance sur la plante
aguatique, I'Hydrostachys plumosa, permettant d’appréhender les problemes liés a
son utilisation en meédecine traditionnelle. Enfin, ces travaux contribuent a la
valorisation de la biodiversité végétale de la Région SOFIA et par conséquent, de

Madagascar.
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ANNEXES

Annexe 1 : TEST D’ACTIVITE ANTIHISTAMINIQUE DE L’'Hydrostachys plumosa

Extrait (ug/ml)  [Relaxation (%)

0 0
62.5 1
125 5

250 10

500 20

1000 46

2000 85




Annexe 2 : TEST DE CYTOTOXICITE DE L’EXTRAIT HEXANIQUE DE I’'Hydrostachys plumosa (HES) SUR DES CELLULES CANCEREUSES P388

[Cellules] =20 000 cellules/puits (200 pl)
Drogues testées Extraits HES Hex (1-2.5-5-10-20-25-50-75 et 100 jng) Filtrés

Incubation : 72H

Test de viabilité cellulaire : Rouge Neutre

% de Survie Cellulaire
[HES Hex] (ug/ml) N n, N3 Ny Ns Ne ny Ng Ng Nig Ni1 Ni> Ni3 Nig Nis nis | Moyenne| + SD
0,0 100,0 100,0| 100,0| 100,0| 100,0{ 100,0, 100,0 | 100,0100,0|100,0(100,0|100,0|{100,0|{100,0|100,0| 100,0| 100,0 0,0
1,0 66,3| 85,2 64,0 71,8 956 67,8 73,1 67,4 71,2,47870,3| 61,2 87,4 82,4 100,05,9 77,4 12,3
2,5 80,9| 80,1 81,6 83y 815 58,6 58,8 50,3 93,7,460855| 73,8/ 928 90,5 744 649 75,8 13,2
5,0 85,9| 75,8 87,5 54,1 657 49,6 46,7 50,8 48,4,844745| 539 76,3 792 703 795 65,2 15,1
10,0 70,00 73,9 73,3 614 60j2 315 48,9 483 851,126 60,2| 51,8 66,8 68,6 687 68,0 60,2 11,4
20,0 31,9 33§ 37,8 23 354 39,1 35,4 39,5 43,896 37,8 24,5 29,0 38,9 49,7 354 37,4 9,6
25,0 28,4| 23,3 25,1 178 27|3 21,3 30,4 26,8 3643%2273| 22,1 18,8 30,4 430 3272 27,3 6,5
50,0 23,4/ 2,8/ 50 50 241 90 6,8 13,2 29,3 b1 8 pb,14,4| 13,5 8,6| 10,9 9,3 11,9 7,6
75,0 80| 40| 45 7,3 298 15/4 14,8 198 1p,0 1213,1| 10,0/ 20,6 15,1 183 8,9 13,2 6,7
100,0 64| 25| 40 09 124 18|1 23,0 28,7 17,7 1142| 10,1 9,0( 183 148 6,7 12,4 7,6
CPT (5 uM) 3,3| 49| 4,1 375 84 55b 13,7 123 94 9127,8 78| 16,77 10,1 5,6 6,0 8,3 4,0
% d'Inhibition
|[HES Hex] n, ‘ n, ‘ N | Ny | Ns | Ne ‘ n; ‘ Ng | Ng ‘ Nio ‘ Ni1 | N1 ‘ Ni3 | Nis | Nis ‘ Nie | Moyenne +SD




N W

=

N

o ~NOoO 0o

(Hg/ml)
0,0 00| 00| 00/ 00 0 00 0P 00 00 00 00 p00| 00| 00| 00 0,0
1,0 33,7| 14,8 360 28R 44 322 263 36 288621R9,7| 388 1284 176 00 40 22,6
2,5 19,1 199 184 16,8 185 414 412 487 63 6B945| 262 7,4 95 256 351 24,2
5,0 141| 242 12% 45p 34/3 504 533 49,2 51,6,25%55| 46,1 237 208 29]7 205 34,8
10,0 30,0 26,1 26,7 38k 398 685 511 51,7 48988398 482 332 314 313 320 39,8
20,0 68,1| 66,4 62,2 763 646 60,9 646 605 5%6,0,18622| 755 710 611 503 64,6 62,6
25,0 716 76,7 749 82 727 787 696 732 6387727 77,9 81,2 695 57[0 678 72,7
50,0 76,6 97,2 950 95D 759 910 932 868 70,099942| 856 865 914 89]1 907 88,1
75,0 920/ 960 95% 927 702 846 852 80,2 §80,7B8889 90,0 794 8409 817 911 86,8
100,0 936/ 975 960 99/1 876 819 770 71,3 8B89| 858/ 899 91,0 817 852 933 87,6

CPT (5 uM) 96,7/ 951 959 96)5 916 945 863 §790,6| 87,1 922 922 838 899 944 940 91,8

o

Effet de I'extrait HES Hex sur la prilération des
cellules P388
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Annexe 3 : TEST DE CYTOTOXICITE DE L'"EXTRAIT DICHLOROMETHANIQUE DE I'Hydrostachys plumosa (HES) SUR DES CELLULES CANCEREUSES P388

[Cellules] =20 000 cellules/puits (200 pl)
Drogues testées Extraits HES DCM (1-2.5-5-10-20-25-50-75 et 100 [rgl) Filtrés

Incubation : 72H

Test de viabilité cellulaire : Rouge Neutre

% de Survie Cellulaire

[HES DCM] (ug/ml) n, n, N3 Ny Ng Ne n; Ng Ng Nio Ni1 Nio Ni3 Nig Nig nis | Moyenne| + SD
0,0 100,70 100,0| 100,0| 100,0{ 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0|{ 100,0{ 100,0 0,0
1,0 80,2| 87,9 79,8 89,3 100,000,0 854 | 73,6/ 68,9 80,1 100/086,4| 75,6| 952 94,0 938 86,9 9,9
2,5 72,2| 87,4 78,77 834 742 98,7 80,6 838 84,6,58490,8| 92,4 794 94,6 84,8 96|0 85,4 7,6
5,0 56,6/ 70,4 66,3 549 727 80,1 689 628 81,3,17464,6| 93,4/ 543 69,1 701 629 68,9 10,3
10,0 38,7/ 57,9 47,3 618 727 80,1 689 6R8 1§59,7,2Yy 750| 815 66,0 67,2 57,7 70,3 65,3 11,6
20,0 54,3| 352 452 449 54{3 59,3 46,6 584 30,,1%558,0| 675 325 342 25/7 48,1 46,4 12,1
25,0 32,7/ 30§ 288 325 36/0 564 526 4f,3 32,383,038 42,0| 32,6/ 46,6 464 34,5 451 39,3 8,7
50,0 84| 7,7 6,9 11,1 27,6 24,9 233 24,1 145 131®,0| 22,5/ 14,14 10, 26 135 15,0 7,4
75,0 38| 242 46| 6,9 2201 32,7 130 16,6 12,4 181B4| 188| 22,3 8,4 225 212 16,7 7,9
100,0 13,3] 5,3] 2,4 0,8 2413 2740 216 93 23,7,91714,7| 0,0 2,3 0,2 0,0 10,9 10,1

CPT (5 uM) 41| 30 121 34 121 51 63 10,1 46,4 2 3,43 1,5 0,0 0,0 0,0 0, 3,8 3,6




% d'Inhibition
[HES DCM] (ug/ml) nqy n, N3 Ny Ng Ng n; Ng Ng Nigo Ni1 Nio Ni3 Nig Nig n,; | Moyenne| +SD
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,( 0,0 0,0 0[0 g,0 0,0 D,M,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 19,8 12,1 20,2 10,y 0,C 00 146 26,4 31,1 1900 | 13,6| 24,4 4,8 6,0 6,2 13,1 9,9
2,5 27,8| 12,6/ 21,3 16,6 25,8 18 194 16,2 15,4 5159,2 76| 20,6 54| 152 4( 14,6 7,6
5,0 43,4| 29,6/ 33,14 451 273 199 31,1 3y,2 18,7,925354| 6,6| 457 30,9 29p 371 31,1 103
10,0 61,3| 42,1 52,7 38y 27)3 199 31,1 3,2 40,282 25,0| 18,5 34,0 32,8 42,3 29,7 34,] 11,6
20,0 45,7| 64,8/ 54,8 55101 457 40,7 534 416 10,89 4 42,0 32,5 678 658 74,3 519 53,4 14,1
25,0 67,3| 69,4 71,2 67b 64/0 436 47,4 5p,7 68d,06 58,0| 67,4 53,4 536 655 549 60,1 87
50,0 91,6| 92,3] 93,1 88 72/4 751 76,7 7p9 855,28 86,0, 77,5 859 895 97,4 86,5 85,( 714
75,0 96,2| 758/ 954 93,. 779 673 870 834 874,3881,6| 81,2 77,4 916 77)5 78,8 83,3 719
100,0 86,7| 94,71 97,6 99,2 100,05,7| 73,0/ 78,4 90,7 76,3 82/1 853 100®%/,7| 99,8/ 100,0 89,8 10,1
CPT (5 uM) 959| 97,0 988 966 879 949 98,7 898,6| 96,8/ 95,7 98,5 100/a00,0|100,0{100,0/ 96,2 3,6
Effet de I'extrait HES DCM sur la prilération des
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Annexe 4 : TEST DE CYTOTOXICITE DE L'EXTRAIT ACETATE D’ETHYL DE I’Hydrostachys plumosa (HES) SUR DES CELLULES
CANCEREUSES P388

[Cellules] =20 000 cellules/puits (200 pl)

Drogues testées Extraits HES AcEt (1-2.5-5-10-20-25-50-75 et 10Qy(ml) Filtrés
Incubation : 72H

Test de viabilité cellulaire : Rouge Neutre

% de Survie Cellulaire

[HES AcEt] (ug/ml) ng n, N3 Ny Ng Ne n; Ng Ng Nio Ni1 n;, | Moyenne| +SD
0,0 100,70 100,0{ 100,0{ 100,0| 100,0| 100,0| 100,0( 100,0| 100,0| 100,0| 100,0{ 100,0f 100,0 0,0
1,0 80,9| 100,0100,0| 87,2 | 100,0 91,1 | 64,8/ 87,6 100,0100,0f 73,0 | 99,6 90,4 12,1
2,5 58,5| 100,0100,0| 68,4 | 100,0 69,9| 79,8/ 86,3 89,6 816 746 737 81,9 13,7
5,0 72,8\ 73,5 81,1 66 93]3 872 546 79,7 71,3,58878,5| 63,8 75,9 11,1
10,0 63,4 54,1 634 700 76j2 634 67,0 6B8 B51,7,75 67,9| 58,0 63,4 7,1
20,0 51,5/ 53,1 53,1 534 705 496 625 588 52,946 445| 44,0 54,5 7,5
25,0 51,7/ 48,0 48,0 44p 60j1 329 37,6 50,6 46,2738 31,5| 37,0 43,4 9,0
50,0 94| 68| 12,4 159 1555 10,2 7|8 6,7 27,0 112r,5| 18,6 14,1 7,2
75,0 26,3 2,9| 10,2 6,0 00 Op 00 00 144 3,8 D,05,4 6,6 8,4
100,0 12| 00| 11,7 20 102 1b 1j1 1,7 20,3 3,5 ,01412,4 6,6 6,7

CPT (5 uM) 0,0/ 0,0/ 0,00 0, 0,0 00 2.1 1}2 83 18965| 7,9 4,6 6,8




% d'Inhibition

[HES AckEt]

(ng/ml) Ny n, N3 ny Ns Ne ny Ng Ng | Nip | N1 | nip | Moyenne | £ SD
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0, 0,0 oo 00 0,0 0,0 |00 0,0 0,0
1,0 19,1 0,0 0,0 12,4 0,d 89 352 124 0,0 [0,00270,4 9,7 12,1
2,5 415| 0,0 0,0| 31,6 0,d 301 20,2 13,7 1084| 25,4 | 26,3 18,1 13,7
5,0 27,2| 26,5 18,9 336 6,7 128 454 20,3 28I5| 21,5 | 36,2 24,1 11,1
10,0 36,6 459 36,6 29,1 23,8 36,6 330 3B,2 48233| 32,1| 42,0 36,6 7,1
20,0 485| 46,9 46,9 46,9 29,5 504 375 41,2 A3K6| 55,5 | 56,0 45,5 7,5
25,0 48,3| 52,00 52,0 558 399 67,1 624 4p,4 B3M3| 68,5 | 63,0 56,6 9,0
50,0 90,6| 93,2/ 8768 84,1 84/5 898 92,2 93,3 [839| 72,5| 81,4 85,9 7,2
75,0 73,7 97,1 89,8 94,0 100,000,0|100,0|100,0|85,6|96,2| 100,0|84,6 93,4 8,4
100,0 98,8| 100,0 88,3 | 98,0/ 89,80 984 98,9 98,3 799%,5| 86,0 | 87,6 93,4 6,7

CPT (5 uM) 100,90 100,0| 100,0| 100,0( 100,0| 100,0| 97,9 | 98,8| 91,781,1| 83,5 | 92,1 95,4 6,8




Effet de I'extrait HES AcEt sur la prilération des
cellules P388
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Annexe5 : TEST DE CYTOTOXICITE DE L'EXTRAIT METHANOLIQUE DE I’'Hydrostachys plumosa (HES) SUR DES CELLULES
CANCEREUSES P388

[Cellules] =20 000 cellules/puits (200 pl)

Drogues testées Extraits HES MeOH (1-2.5-5-10-20-25-50-75 et 10@{ml) Filtrés
Incubation : 72H

Test de viabilité cellulaire : Rouge Neutre

% de Survie Cellulaire




[HES MeOH] (pg/ml) n, n, N3 Ny Ng Ng n; Ng Ng Nigo Ni1 n;, | Moyenne| +SD
0,0 100,0 100,0/ 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0( 100,0| 100,0| 100,0f 100,0 0,0
1,0 66,3| 85,2 64,0 71,8 678 73,7 67,4 10096,9| 91,4| 80,1 78,6 13,0
2,5 80,9| 80,1/ 81,6 83y 815 586 588 51,3 10®BR9| 80,9| 81,2 76,8 13,6
5,0 85,9| 75,8 875 54,1 657 496 46,7 508 68,1,770725| 70,5 66,5 13,7
10,0 70,00 739 733 614 617 315 489 483 67,887 64,1| 60,6 61,7 13,3
20,0 31,9 33§ 37,8 237 438 39,1 438 395 653F,0559,8| 49,8 43,8 12,3
25,0 28,4 23,3 251 178 30j7 21,3 304 268 41,8454 40,7| 41,6 30,7 8,7
50,0 23,4 2,8/ 50 50 2440 9 6,8 132 25 234,53 28,6 16,3 10,3
75,0 80| 40| 45/ 73 29B 154 148 198 27,7 9,31,31 52 13,1 8,7
100,0 64| 25| 40 09 138 18,1 11,5 125 185 21184 | 10,2 11,5 6,9
CPT (5 uM) 33| 49| 41 353 140 5b 13,7 123 10B1,0| 11,2 4,6 8,2 42
% d'Inhibition
[HES MeOH] (ug/ml) n, N, N3 Ny Ng Ne n; Ng Ng Nig Ni1 n;, | Moyenne| +SD
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,( 0,0 0,0 0|0 0,0 0,0 D,0 0,0 0,0
1,0 33,7| 14,8/ 36,0 28,2 100,82,2| 26,3| 32,6/ 0,0 3,1 8,6 19/9 28,0 25
2,5 19,1 19,9| 184 16,8 1855 41,4 41,2 48,7 D,0 11719,1| 18,8 23,2 13,6
5,0 14,1| 24,2 128 459 34,3 50,4 533 492 31,9,329275| 29,5 33,5 13,7
10,0 30,0/ 26,1 26,7 386 383 685 51,1 51,7 32422 359| 394 38,3 13,3
20,0 68,1| 66,4 62,2 76,8 562 609 56,2 605 348,04 40,2| 50,2 56,2 12,3
25,0 716| 76,70 749 82y 693 787 696 73,2 583855 593| 584 69,3 8,7
50,0 76,6 97,2| 950 950 759 910 932 8p8 717,H567 685| 71,4 83,7 10,3
75,0 92,0/ 96,00 955 92,y 702 846 8%2 802 72,879 88,7| 94,8 86,9 8,7
100,0 93,6| 97,5 96,0 99/ 862 819 885 875 81/M,7| 81,6| 89,8 88,5 6,9
CPT (5 um) 96,7| 95,1 959 965 860 945 863 grg9,2| 89,0/ 88,8 95,4 91,8 4,2
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Effet de I'extrait HES MeOH sur la prilération
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Annexe 6 : LISTE DES PLANTES MEDICINALES AQUATIQUES UTILISEES DANS LES DISTRICTS DE MANDRITSARA , D’ANTSOHIHY ET DE PORT-BERGE.

9
N° Nomenclature Habitat (Indications Port Personnes Parties Mode de préparation Prise Mode de Observations
thérapeutiques) cibles prélevées conservation
Adina microcephala Berge Maux de téte Adulte Jeunes feuilles Piler
Hiern. S$15°49.857 | Grippe Jeunes A mettre le jus dans le nez
(Rubiaceae) E048°48.478 | Paludisme Enfant Décoction et A boire

Sohihy
Ficus sakalavarum (*) | Berge Cosmétique Arbuste | Adulte Ecorce Rapure
Adabo $15°49.223 Plaie Jeunes Latex En goutte
(Moraceae) E048°48.143 | Hernie Enfant Racines Décoction Y tasse pt 2 jrs

adventives tous les 2 jours

Hydrostachys plumosa| Cours d’eau Chute de cheveux Herbacé | Adulte Plante entiere Décoction Utiliser en| A utiliser une fois
A.Juss (*) $15°40 (Cosmétique) Jeunes tissant les| etajeter
(Hydrostachyaceae) | EO 46°23’ Enfant cheveux
Rondra Fatigue




Maux de ventre
Manque d’appétit
4 Aframomum Berge Probléme d’accouchement H A Racines Décoction jusqu’al A boire A jeter aprés 4| Avec Fuirena
angustifolium K. Etang et eaux I'obtention d’une couleur jours glomerata
Schum. stagnantes jaune
(Zingiberaceae) 515°40 Fatigue H A-] Feuilles
Longoza EO 46°23° Cardiaque A Tiges + feuilles | A éplucher A boire
Rapure filtrer
5 Fuirena glomerata| Riziéres- Probléme d’accouchement H A Entiere Décoction A boire A jeter aprés 4| Avec racines de
Rottb. Cours d’eau- jours Aframomum
(Cyperaceae) Zone Fatigue ; articulation A-E-] Entiére Décoction A Dboire une
Vendramalomona marécageuse tasse par jour
Lacs pendant
$15°49°82"2 I'accouchemen
EW48°48’500 t
Maux de ventre A boire
Palu
6 Batrotroko Zone humide Maux de ventre Herbacé | A-E-] Tige + Feuilles+| Décoction A boire
ou eau fleurs
stagnante
7 Cyperus volodioides Marais Accouchement | Herbacé A Entiere Décoction
Cherm. (Cyperaceae) Riziéres 10
Volodia (*) §15°50.496
E048°49.050
8 Phragmites mauritianus Lac-Riviére- Yeux Herbacé AE] Feuilles Griller
(Poaceae) cours d’eau-
Bararata riziere
9 Varona Berge  zone| Tension Arbre A Feuilles Décoction A boire deux| Tous les deux jours
humide fois par jour et reprise apres 5
jours
Vavony latex A boire a jeun une fois par jour
Maux de ventre racines Décoction A boire Ecorce de Interdire le sucre
Diarrhée 2 verres au manguier
max
Feuilles Décoction ou Infusion a l'eau| A boire Feuille toxique
froide
10 | Mafaimamy Zone humide | Paludisme Arbuste A-] Feuilles Décoction A boire deux




Fatigue fois par jour
avant de
dormir

11 | Nymphaea lotus Lacs, Marais Sédatifs Herbacé A Feuilles
(Nympheaceae) Antidotes
Agoago (voahirana)
12 | Nymphaea stellata Lacs, Marais Aphrodisiaque | Herbacé A Tubercules Décoction A boire
(Nymphaeaceae)
Tatamo
13 | Pistia stratiotes Eau lac étang | Fatigue Herbacé AJE Rincer la téte A mettre dans
(Araceae) Antidote de l'eau froide
Azafo
14 | Azolla pinnata R.Br. (*) Riziéres Hémorroides Herbacé A Plante entiére | Décoction Bain de siege
(Azollaceae) $15°49.822/
Savamikipy E048°48.500
15 | Lemna paucicostata Lin. Eaux Plaie Herbacé Plante entiere | Décoction A mettre sur la
Ramilamina stagnantes plaie
(Lemnaceae)
16 | Floscopa glomerata| Marais - Lac Fatigue H Décoction A boire
Hassk. (Commelinaceae)
Ahibita
17 Scirpus juncoides Roxb. | Marais Herbacé Antidote Adulte Plante Décoction
(Cyperaceae) Malaise entiere
Ahidrano
18 | Mimosa pudica L. Zone humide,| Herbacé Maux de| Adulte Racines Décoction
(Fabaceae) lac, rizieres, ventre Jeune
Rotra Sambirano bord de cours Enfant
d'eau blennorragi Feuilles | Décoction A
e boire et
Bain de siege
fréquent
19 | Bacopa monnieri Marais Herbacé Améliore la Décoction et
(Scrophulariaceae ) Berge mémoire a boire
20 Polygonum glabrum Zone humide —| Diarrhée chez| Herbacé Enfant Feuilles Décoction A boire
(Polygonaceae ) Lac les enfants
Tamboloana Amibiase
Goutte
21 | Akalana Rizieres Fiévre Maux de| H Enfant Feuilles Décoction A boire
Zone humide ventre




Entorse Décoction Mettre les A mélanger avec Rester immobile
concentre a feuilles sur | de Jeune feuilles pt 1 semaine
prendre en I'entorse de Harungana
bain

22 Raphia farinifera Zone humide Maux de dents A-J Racines Décoction A boire A mélanger avec
(Arecaceae) marécageuse des Feuilles de
Rafia Cajanus pilées +
Sel
Maux de téte A-E-J Ecorce Décoction A boire
(hovaka) pendant deux
jours
Gouttes A Quelques | Decoction A boire
graines
23 Sopubia trifida Buch.| Riziéres Favorisant la E Racines Décoction A boire
Ham. pousse des adventives
(Scrophulariaceae ) dents chez le
Manondry bébé
Maux de téte A-J Ecorce Décoction
Maladie vaginale
24 Ludwigia octovalvis| Lacs, marais Plaie A-E-J Feuilles Piler et filtrer | A mettre sur la A
(Jacq.) Raven. (*) plaie 12
(Onagraceae)
Rajafotsy
25 | Ludwigia diffusa Lacs, marais Accouchement A Plante entiére| Décoction A boire
(Onagraceae)
Rajamena
26 | Crinum  firmifolium| Zone humide Plaie Bulbe Piler et filtrer Sur la plaie
Bak. var.
hygrophylum (*)
(Amaryllidaceae)
Vahana
27 | Masonamboatorana | Berge Toux Enfant Feuilles Décoction A boire | A mélanger avec
du poulet
Maux d’estomac Feuilles Décoction A boire| + Feuilles de




/ Toux pt 4 jrs 2x par jour | papayer
28 | Sirambalavo ZH riziére Toux Adulte Plante entiére| Décoction A boire 1
Jeune Enfant fois par jr
29 | Phyla nodiflora Marais Maux de ventre A Plante entiere| Décoction a boire
(verbenaceae) Sédatifs
Fitampesamboay
30 $15°49.786 Tension Adulte Plante entiére| Décoction Avec des feuilles
Babongampiso E048°48.425 A boire de manguier
(Passifloraceae) Berge - marais - fraiches
mare
31 | Marsilea microphylla| S15°49.822 fatigue Adulte Plante entiére| Décoction
™ E048°48.500 A boire
(Marsileaceae) Mare
32 | Ipomoea aquatica $15°50.496
(Convolvulaceae) E048°49.050
Tsomangarano Marais
33 | Ludwigia diffusa| S15°49.023
subsp. Diffusa E048°47.984
(Onagraceae) Marais
Vilondrano
N° Nom vernaculaire de | Habitat de la Type de maladie Type ou Personnes cibles | Parties Quantité Mode Mode de Autres Observations
la plante plante ou (Indications forme (enfant, jeune, | prélevé prélevée d’emploi conservation utilisations
lieu de thérapeutiques) biologique adulte) es Mode de 13
récolte préparation
34 Farimainty ZH Sindrika (manevika) | A-J-E Tige | Décoction A boire Avec du thé
fréquemment
35 Rhynchospora candida Marais Diurétique A-E-] Jeunes | Décoction A boire Feuilles de
Boeck. Riziéres feuilles fréquemment | Kkelimirefaka (T et
(Cyperaceae) selon I'age ZH)
Ahipisaka
36 Scoparia dulcis L. Contre les fievres A Tiges et | Décoction A boire trois A boire Feuilles de
(Scrophulariaceae) feuilles fois par jour 0-5 ans : % tasse Tsilavondrivotra
Famafantsambo de café vahimaintiny
5-10:1tassesa Etamines de mais
café
10-100 ans : 2
verres + 4 cac
3 fois par jour




37 Ficus sp. Toute ZH Maux d’estomac A-] Feuilles | Piler etadécocter A| Avec feuilles
(Moraceae) boire froid ou écorce de
Mandresy Terminalia

superba

38 Scleria racemosa Poir. T ouZH Probleme Feuille | Décoction A boire 3
(Cyperaceae) d’accouchement fois par jour
Sirosera

39 Arthrochnemum Zone humide Probléme Plante | Décoction a manger
indicum Mog. salée d’accouchement entiére | avec le riz
(Chenopodiaceae)

Sirasira

40 Cyperus articulatus L. Marais Probléme Décoction A boire 3 Racines
(Cyperaceae) Zones d’accouchement fois par jr d’Aframomum
Mito Humides

41 Montomaso Riziéres Contre I'alcool (pour Feuilles | Décoction A boire

une personne
alcoolique)
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N° Nom vernaculaire Habitat de la Type de maladie Type ou Personnes Parties Quantité Mode Mode de Autres Observations
de la plante plante ou lieu de (Indications forme cibles (enfant, | prélevées prélevée d’emploi conservation utilisations
récolte thérapeutiques) biologiqu | jeune, adulte) Mode de
e préparation
42 Imperata cylindrica Tétanos Feuilles | Décoction A boire 2
(Poaceae) A conseiller aussi apreés fois par jour
Maneviky opération
43 Vahazato Albumine Feuilles Décoction A boire
Kisaka Tension Feuilles Décoction A boire
44 Lygodium $15°49.517 / EO | Paludisme Entiere Décoction A boire
lanceolatum 48°48.327 Asthme Plante Décoction
(Schizeaceae) Berge Fatigue entiére + aiguille
Karakaratoloho Entorse Inhalation de la
partie fracturée et
masser avec
A boire une fois par
jour
45 | Tsirangorangobalala Zone humide Malaise Bébé Feuilles + Décoction
tiges A boire
46 Rohiavotra Zone humide Maux de ventre Feuilles Décoction
A boire
47 Colocasia esculenta Marais - Mare Regle douloureuse Décoction
Scott. A boire
(Araceae)
Rasaonjo
48 Equisetum Marais Regle douloureuse Décoction
ramosissimum Desf. Dysenterie A boire
(Equisetaceae) Diurétique
49 Typhonodorum Marais - Lacs Cancer ou plaie grave Faux tronc A briler et le
lindleyanum Schott. sec ou poudre a mettre sur
(Araceae) feuilles la plaie
Viha
50 | Pneumatopteris unita Marais - Lacs Vermifuge Frondes Décoction
Kunze A boire
(Thelypteridaceae)
Ampangandrano
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ANNEXE 7

Annexe 6 : FICHE D’ENQUETE POUR LA MEDECINE TRADITIONNELLE

INFORMATION SUR LA PLANTE

Noms locaux de la plante :

Lieu de récolte

Riziere |:| Cours d’eau |:| Lacs |:|
Etangs |:| Marais |:| Mare |:|
UTILISATIONS DE LA PLANTE
Utilisations de la plante dans la vie quotidienne :
Bois de chauffe |:| Cloture |:|
Construction de maison |:| Alimentation humaine |:|

Autres

Alimentation des animaux

[
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ULTTISATION 6 & oottt e ce s ese e eassenseaane
ULTTISATION 7 & oottt esre s s vesesveeas senseaee

ULITISATION 8 .o steee e svesvestesveeresvesaeese s sae e erssnereans

Est-ce que cette plante est utilisée en médecine traditionnelle (pour traiter une maladie) ?
Oui []
Non |:|

Ne sait pas |:|

Si OUl

Chez qui on utilise le reméde ?

Nourrissons/Enfants [] Adolescents [] Adultes []

Types de maladies traitées ?
Signes cliniques dans la terminologie locale

Paludisme/fiévre

Plaie

Diarrhée

Toux

Lésion cutanée

Maux d’estomac

Maux de téte

Douleur articulaire

O0O0OO0OoOoooOgd

Fracture



Maladie vénérienne

[0

Vermifuge

Autres ?

AULIFE L i et et et e et e e te e et e et ae e e e ae e senate e en

Quelles parties de la plante sont utilisées ?

Ecorce de tige [ ] Feuilles [_] Fleurs [] Racines []
Fruits |:| Gomme |:| Résine |:|
AULIES & e e et e bt et st ea e e b st sb et sheee s

Mode de préparation du reméde
Décoction [] Rapure [ ]
Infusion [_] Broyage [_]

AUTIES e e e e re e et te e et aee s e et e e e e etate e e eaeaeaenaeaas

Recette :

Notes sur la préparation :



Mode d’utilisation du reméde

Quantité administrée et bttt et et st bttt st e nae s
Voie d’administration ettt e et he s et et s ettt b s
Fréquence de I'administration L et e ettt sttt et ate et neabetereaeare et sresenns
Durée du traitement et et e ettt st bttt et st ente s
Durée de conservation du remMEdE : .......ceevevierievenerene s st s esene s

Plantes associées

Aucune

RN

Oui

Si Oui, lesquelles ?

Notes sur la préparation :
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A- Informations concernant I’enquété

Nom de I'enquéteur :

Type d’enquéte : Individuelle ou en groupe

FICHE DE COLLECTE DES DONNEES

ANNEXE 8

Date de Nomdu | N° Nom de Sexe| Age Situation Nombre Autres informations
lenquéte village l'enquété familiale de personne
dans la famille
ENQUETE EN GROUPE
Nom de I'enquéteur :
Type groupe :
Date Nom du village Nombre des| Nombre des femmes| Nombre total
hommes
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B — Utilisation proprement dite des plantes

Nom
vernaculaire

de la plante

Type de
maladie
(Indication

thérapeutique)

Type ou
forme

biologique

Lieu de

collecte

Partie

prélevée

Quantité

prélevée

Mode de

préparation

Mode

d’emploi

Mode de

conservation
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Annexe 9 : ILLUSTRATIONS PHOTOGRAPHIQUES

A- CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Macération méthanolique de poudre de " Criblage des stéroides et des
I’Hydrostachys plumosa terpénoides

B- TEST IN VITRO ANTIPALUDIQUE CHEZ LA SOURIS

FEENISE =
Traitement des souris infectées Faire un frottis mince par sang pressé ai
par gavage niveau de la veine caudale de la souris




TEST ANTIHISTAMINIQUE /N VITRO CHEZ LE COBAYE

Hotte a flux laminaire Travaillé sous hotte a fiux laminaire

b
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SUMMARY

The major part of the Malagasy population uses the plants to be looked
after.They are certainly, easily available and inexpensive but the vegetable active
substances, are generally used in complex forms of mixtures which one is unaware of in the
majority of the cases the active ingredients and their mechanisms of actions like their side
effects and possible toxicities. It is in this context that we proposed to carry out phytochimic
and ethnopharmacologic studies of Hydrostachys plumosa (HYDROSTACHYACEAE), a
watery medicinal plant which is very much used in traditional medicine in the SOFIA Area. It
is a plant whose decoction is used to attenuate tiredness and to treat the evils of belly and
various pathologies related to the uterus as well as the anorexia.

In a first stage, phytochimic siftings carried out on Hydrostachys plumosa made it
possible to show then this plant was primarily consisted of the steroids, the unsaturated
triterpenoides and sterols.

In one second stage, pharmacological studies made it possible to show on the
one hand, that the extract methanolic of Hydrostachys plumosa did not present any
antipaludic activity whereas it would carry on an antihistamine activity with a value of CEs, of
about 1.125 mg/ml probably indicating, a antiasthmatic activity which remains to be studied
thoroughly. In addition, the various extracts tested of Hydrostachys plumosa showed a
sufficient cytotoxic activity (Clso moyenne = 17.5 + 3.7 pg/ml) with respect to the cancerous
cells P388 which it could be regarded as a potential candidate in anti-cancer chemotherapy.
However, such an application would still require many additional knowledge on this plant.

This study brings a better knowledge on the watery plant, Hydrostachys plumosa,
thus making it possible to apprehend the problems involved in its use in traditional medicine.
Moreover, it contributes to the valorization of the vegetable biodiversity of the SOFIA Area
and consequently, of Madagascar. Nevertheless, of the thorough studies are necessary to
confirm these preliminary results.

Key words : Plants médicinales ; Area Sofia; Hydrostachys plumosa; Phytochimie ;
Ethnopharmacologie ; Cytotoxicity.



RESUME

La majeure partie de la population malgache utilise les plantes pour se soigner. Elles
sont certes, facilement disponibles et peu colteuses mais les substances actives végétales
sont le plus souvent, utilisées sous formes de mélanges complexes dont on ignore dans la
majorité des cas les principes actifs et leurs mécanismes d’actions ainsi que leurs effets
secondaires et éventuelles toxicités. C'est dans ce contexte que nous nous sommes
proposés d'effectuer des études phytochimiques et ethnopharmacologiques de
I'Hydrostachys plumosa (HYDROSTACHYACEAE), une plante médicinale aquatique qui est
trés utilisée en médecine traditionnelle dans la Région SOFIA. C’est une plante dont la
décoction est utilisée pour atténuer la fatigue et traiter les maux de ventre et différentes
pathologies liées a l'utérus ainsi que I'anorexie.

Dans une premiére étape, des criblages phytochimiques effectués sur I'Hydrostachys
plumosa ont permis de démontrer que cette plante était essentiellement constituée des
stéroides, les triterpenoides et les stérols insaturés.

Dans une seconde étape, des études pharmacologiques ont permis de démontrer
d'une part, que I'extrait méthanolique de I'Hydrostachys plumosa ne présentait aucune
activité antipaludique alors qu’elle exercerait une activité antihistaminique avec une valeur de
CEso de l'ordre de 1.125 mg/ml indiquant probablement, une activité antiasthmatique qui
reste a étudier de maniére plus approfondie. D’autre part, les différents extraits testés de
I'Hydrostachys plumosa ont démontré une activité cytotoxique suffisante (Clso moyenne =
17.5 + 3.7 ug/ml) vis-a-vis des cellules cancéreuses P388 qu’elle pourrait étre considérée
comme une candidate potentielle dans la chimiothérapie anticancéreuse. Cependant, une
telle application nécessiterait encore de nombreuses connaissances supplémentaires sur
cette plante.

Cette étude apporte une meilleure connaissance sur la plante aquatique,
I'Hydrostachys plumosa, permettant ainsi d’appréhender les problemes liés a son utilisation
en médecine traditionnelle. De plus, elle contribue a la valorisation de la biodiversité végétale
de la Région SOFIA et par conséquent, de Madagascar. Néanmoins, des études plus
approfondies sont nécessaires pour confirmer ces résultats préliminaires.

Mots clés: Plantes médicinales ; Région SOFIA ; Hydrostachys plumosa; Phytochimie ;

Ethnopharmacologie ;
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