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INTRODUCTION

Chague année, les maladies respiratoirdsad@rigine de la mortalité des millions de
personnes dans le monde. L’asthme est 'une dmakxlies ; on recense 225000 cas de déces par
an dans le monde (1). Ces deux derniéres déceetie&it partie des maladies a expansion
rapide a cause de la pollution chimique de I'ales modes de vie des humains. Elle touche les
personnes de différents &ges surtout les enfaritssaussi les adultes (2, 3).

L’asthme est un trouble inflammatoire des voiespirasoires. Elle est caractérisée par une
inflammation et une hypersensibilité des voies iragures accompagnée d’'une hypersécrétion et
épaississement du mucus d’ou le rétrécissemetdbstriuction des voies respiratoires (4, 5). Les

principaux symptémes de la maladie sont la respiraifflante, la toux, la difficulté a respirer)(2

Le traitement de cette maladie ne peut pas étreatdisé (1). La conception courante de la
thérapie d’asthme est basée sur I'approche pae éépendant de la sévérité de la maladie. Les
buts sont de réduire les symptdmes qui résultent'dlestruction et inflammation des voies

respiratoires, éviter les exacerbations et maintame fonction normale de la voie respiratoire (5).

Le traitement établi de 'asthme comprend deuxselasie médicaments. Dans la premiére classe,
on trouve les bronchodilatateurs qui sont utiliségraitement d’'urgence pour soulager la difficulté
de respirer. Les agonistes des récepteursaadiénergiques sont les plus utilisés comme le
Salbutamol mais il y a aussi la Théophylline, intnibe de la Phosphodiestérase et a la limite les
anticholinergiques en cas des asthmes nerveuses.

La seconde classe regroupe les médicaments pdraitement de fond représentés par les anti-
inflammatoires ou immunosuppresseurs. Les antidii¢nes sont en vogue actuellement comme
Montelukast® sans oublier les autres anti-inflartminas comme les glucocorticoides (4).

En tant que maladie allergique, les anti-histamiegjtrouvent aussi leurs intéréts thérapeutiques
dans le traitement d’urgence de la crise d’astl{fer).

En plus du traitement médicamenteux, des mesulggjiéne et de santé pour exclure les facteurs
favorisant ou aggravant I'asthme sont strictemeitiessaires pour les asthmatiques ou les gens

prédisposeés.



En outre, l'utilisation des plantes a toujours éiéne grande importance pour lutter contre les
maladies car depuis les temps anciens, 'hommisaitiles plantes non seulement pour se nourrir
mais aussi pour se soigner (2, 8).

A Madagascar, on recense plusieurs plantes a aptiasthmatique que les populations locales ont
I'habitude d’utiliser en cas de probleme de regina Parmi ces plantes, on peut cit&uphorbia
hirta (EUPHORBIACEES) connu sous le nom de«Jean Robeftidinono»; Vetiveria zizanoides
(GRAMINEES) appelé «Vétiver» (9Phymatodes scolopendria (POLYPODIACEES) appelé
«Tsiampangampanga» (10).

D’aprés nos études bibliographiques et enquétembttaniques, la tisane préparée par décoction
des feuilles ou de I'écorce de tige Thracera madagascariensis (DILLENIACEES) connu sous

le nom vernaculaire «Vahimarangest utilisée par la population du Nord, de 'EsBatl Est de

Madagascar a cette fin (11, 12).

Comme travail de recherche, I'étude de l'activitdiasthmatique ddetracera madagascariensis
nous a été proposée par 'Institut Malgache de Beties Appliqguées (IMRA).

Nos objectifs sont de :
* mettre en évidence I'activité pharmacologiqueTdeacera madagascariensis sur trachée
isolée de cobaye,
* émettre une hypothese expliquant le mécanisme @taiogique de cette activie

» déterminer la fraction active de la plante.

Notre ouvrage présente trois parties : les magéeeméthodes sont décrits dans la premiére partie.
La deuxiéme partie rapporte les résultats expétimenobtenus. Ces résultats sont interprétés et

discutés dans la troisieme partie. Une conclugamine le travail.



MATERIELS ET METHODES

|. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

|.1- Description botanique

Tetracera madagascariensis est une plante appartenant a la famille de DILLENEES.
C'est une grande liane connue sous le nom verneeutaalgache Vahimaranga. Elle peut
atteindre 8 a 15 cm de diamétre a la base.
Leurs feuilles sont alternées, dentées, de forhiptiglie et de dimension variable de 4 a 20 cm de
long avec 7 a 15 paires de nervures latéralevisédes sur les deux faces. Les jeunes tiges et la
face inférieure de feuilles sont couvertes de poils
Les fleurs sont petites, de couleur blanche ebrggges en cymes, donnant des carpelles avec des
arilles enveloppant les graines (figure 1).
C’est une plante endémique de Madagascar qu’oromérgcle long de la cote orientale et la partie
Nord Ouest de I'lle.

Le genreTetracera comprend 50 espéeces dont 3 sont endémiques deyilauia.



Figure 1: Dessin des différentes parties aériennebattacera madagascariensis
(Source : Flore de Madagascar gt@mmores [11])
1 : rameau florifére
: fleur
: rameau fructifere
. carpelle
. graine avec son arille
: graine mature

: face inférieure du limbe

o N o 0o A WODN

: feuille de rejet



|.2- Matériel végétal

Deux récoltes ont été effectuées, l'une ervigarR006 dans la région de Manakara pour
I'écorce de tige et la deuxieme en Février 200®fBBna (Moramanga) pour la tige feuillée.
Les matériels végétaux ont été séchés a 'ombaeténipérature ambiante. Aprés une semaine de

séchage, ils ont été broyés puis pesés.

|.3- Extraction et fractionnement de I'extrait brut

a)Ecorce de tige
Trois cent vingt grammes de poudre de I'éeade tige ont été maceérés a la température

ambiante dans un mélange hydroalcoolique (métharalu : 80 / 20) et agités en continu pendant
24 heures. Cette macération a été répétée 3 fois gmir le maximum de rendement et suivie
d’une filtration a chaque fois. Le filtrat obteniété regroupé puis évaporé sous vide a I'aide d’'un
ROTAVAPOR afin d’enlever le solvant et d’avoir urélange concentré qui est I'extrait brut codé
EET.

Pour déterminer la fraction active de I'extrait EEEE dernier a été soumis a une séparation par
partage liquide-liquide: eau - dichlorométhane. Dephases ont été obtenues: phase
dichlorométhane qui a donné l'extrait ED aprés évajon et la phase aqueuse qui aprés
évaporation a donné I'extrait EA.

La figure 2 récapitule ces étapes de I'extractioduefractionnement de I'extrait EET.



320 g de poudre

Macération dans du méthanol 80% (3 fois) + filoati
Evaporation

y

Extrait brut

Partage eau / dichlorométhane

\4

Phase dichlorométhane

Evaporation

Extrait dichlorométhane

A 4

Phase aqueuse

Evaporation

Extrait aqueux

Figure 2:Extraction et fractionnement de I'extrait brut |decorce de tige



b) Tige feuillée

Les mémes opérations ont été effectuées pextrdction de I'extrait brut a partir de
1200g de poudre de tige feuillée (ETF).
Pour déterminer la fraction active de I'extrait ieiTF, ce dernier a été soumis a des
séparations par partage liquide-liqguide avec ddgsasts de polarité croissante: hexane,
dichlorométhane et acétate d’'éthyle.
L’extrait brut a été dilué dans de I'eau et aprésamtation, la partie insoluble (PIsl) a été
reprise dans du méthanol qui a donné la fractiooénée FM aprés évaporation. La partie
soluble (PS1) a été partagée avec de I'hexane rwla volume) dans une ampoule a
décanter. Le mélange a été agité manuellementlgigisé se décanter pendant une heure.
Ainsi, trois phases se sont distinguées : une paggeuse (Ph Al), une phase intermédiaire
sous forme d’émulsion (Em1) et une phase organiR®2). Elles ont été collectées
séparément.
La phase aqueuse (Ph Al) a été reprise avec duomintéthane. Aprés agitation et
décantation, le mélange a présenté trois phasemegomnécédemment : une phase aqueuse
(Ph A2), une émulsion (Em2) et une phase organ(igge).
La chromatographie est une méthode d’analyse imatedit de séparation de différents
constituants d’un mélange par entrainement au moyeme phase mobile le long d’'une
phase stationnaire (13-16).
L’analyse sur CCM (Chromatographie sur Couche Mirdes deux phases intermédiaires
Em1l et Em2 nous a permis de les regrouper en Eids Bnt présentées beaucoup de
similarité en termes de nombre et migration deBgdichromatographiques. Ce mélange est
dénommé FI aprées évaporation. Pour cette CCM d&Bye de solvants utilisé est un mélange
acétate d’éthyle - acétone (6 / 4) et le révélade@te une solution a vanilline. Cette solution a
vanilline a été obtenue apres dissolution de lgooedre de vanilline dans 100 ml de
méthanol et 5 ml d’acide sulfurique.
Apres analyse sur CCM, le méme constat a été obsamc les phases organiques issues du
partage eau — hexane (PS2) et eau - dichloromé(R8®). PS2 et PS3 présentent le méme
profil chromatographique sur CCM reéalisée sousntésnes conditions que précédemment.
Ainsi, elles ont été regroupées pour donner laifsad-1l aprés évaporation.
La phase aqueuse Ph A2 a été partagée avec deéatéackéthyle. Deux phases ont été
obtenues, une phase aqueuse Ph A3 donnant leofrdefl aprés évaporation et une phase

aceétate éthyligue Ph AE qui aprés évaporation aéltafraction FAE.



Cette derniere a été ensuite dépolyphénoliséeilpation sur gel de polyamide pour donner
la fraction FAE.

Ces différentes étapes d’extraction et de fraceoment sont récapitulées dans la figure 3.
Les CCM comparatives de I'extrait brut et de séfémr@ntes fractions ont été réalisées.

Le systeme de solvants formé par Hexane — dichlétioame — acétate d'éthyle (6/ 3/ 1) a
été utilisé pour cette analyse comparative. Lalafiod a été effectuée avec la ninhydrine

sulfurique.

|.4- Fractionnement bioquidé de la fraction FAE

Dans le but de déterminer les molécules resgdaas de I'activité biologique de la plante,
des séries de fractionnement de FAR été effectuées.
La fraction FAE a été partagée entre I'eau et I'acétate d'éthifmeés décantation, on a
obtenu deux phases. Apres séparation et évaparatex fractions ont été obtenues: la
fraction Fae qui est la fraction obtenue apres énajon de la phase organique et la fraction
Fu20 Obtenue aprés évaporation de la phase aqueuse.
Ces deux fractions et la fraction FA&Nt été analysées a l'aide d'une CCM. Le systéme d
solvants utilisé a été : acétate d’éthyle — métharmexane - ammoniaque (7 /1/ 1,98 / 0,02).
La réveélation a été faite avec la vanilline.
La fraction 20 a été fractionnée a son tour par chromatographiedonne (15) sur gel de
silice RP-18 (SORBSII™ C60) 40-60 um de diamétre.
Une colonne de verre dont la hauteur est de 80tdmdiametre est de 2,5cm a été utilisée.
Les solvants d’élution utilisés ont été le dicblmethane - acétone (4@ 6/4) suivant un
mode d’élution par gradient.
A la fin de la chromatographie, les différentecfians collectées ont été analysées par CCM,
les fractions qui renfermaient les mémes produitsété regroupées. Le systeme de solvants
utilisés a éte : acétate d’éthyle — méthanol — hex& /1 /1). La révélation a été faite avec la
vanilline. Aprés regroupement et évaporation, a@tfons ont été récupérées &hy).
Une analyse comparative par CCM de la fractigsblet de la fraction activegka été réalisée
avec un systéme de solvants composé de acétatgld’étméthanol — hexane (8 /1 /1) et une

révélation faite avec la vanilline.



1200g de poudre

Macération dans du méthanol 80% (3 fois) + filtration

v

Partage eau / dichlorométhane

Ph A2

v Evaporation
Extrait brut
Dissolution dans I’ eau + Décantation
v v
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Regroupemeéent
= Em2 PS3
A A 4
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Figure 3:Extraction et fractionnement de I'extrait brut diges feuillées

Y

»Ph A3 > FA
Evaporation
»Ph AE » FAE

Dépolyphénolisation sur
gel de polyamide

FAE’




La fraction kg a ensuite été fractionnée par chromatographiedonne sur gel de silice 60
de 40 a 60 um de diametre. Le mélange de solvatitgidn utilisés a été : I'acétate d’éthyle,
méthanol, hexane et ammoniaque dont les propartiespectives sont: 80/ 10/ 8,8 / 1,2.
L’élution a suivi le mode isocratique. La colonre\terre utilisée a une hauteur de 45 cm et
un diametre de 1,5 cm. Six fractions ont été ctdles a la fin (1 a Fge).

Aprés analyse sur CCM, les fractiong Et Fg; ont été regroupées a cause de leur similarité
chimique

L’isolement des molécules responsables de I'aétiviblogique est actuellement en cours.

Les différentes étapes du fractionnement biogugléadraction FAEsont récapitulées dans

la figure ci-dessous.
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Figure 4:Fractionnement bioguidé de FAE’



|.5- Criblage phytochimigue

Le criblage phytochimique a pour objectif daractériser les différentes familles
chimiques présentes dans une plante.
Dans notre cas, différents tests basés sur latitia des réactifs spécifiques ont été utilisés
selon les méthodes décrites par FONG et ses cadtows en1977 (17).
La présence de chaque famille est caractériséel’'qggparition d’'un précipité ou d’'un

changement de couleur



Tableau 1 Résume des différents tests utilisés pour déatéedadifférentes familles chimiques

présentes dans I'extrait ETF (17)

FAMILLES CHIMIQUES | TESTS SOLVANTS REACTIFS REACTION POSITIVE
A DETERMINER
-maceération Réactif de :
ALCALOIDES chlorhydrique | HCI 12% -Wagner Apparition de précipité
-test HCI 2N -Mayer
préliminaire -Dragendorff
-Coloration rouge (Flavones)
Wil stater Ethanol HCI concentré + -Coloration rouge a pourpre
tournures de (Flavonols)
magnésium -Coloration rouge violacée
FLAVONOIDES (Flavanones et Flavanols)
ET HCI concentré :
LEUCOANTHOCYANES | Bath Smith Ethanol -A chaud Coloration rouge violacée
(Leucoanthocyanes)
-A froid Coloration rouge
(Anthocyanes)
-Gélatine a 1% Apparition de précipité
(Polyphénols)
-Gélatine salée Apparition de précipité
TANINS (Tanins)
ET Eau distillée -FeCk 10% dans | -Coloration bleu vert (tanins
POLYPHENOLS du méthanol condensés)
-Coloration noire bleuétre
(tanins hydrolysables)
-Incolore (absence de tanins)
Benzene NEOH Coloration de la phase alcalir
QUINONES rouge violacée (quinones)
Liebermann Chloroforme Anhydre acétique r-Coloration rouge pourpre
Burchard H,SO,concentré | (triterpénoides)
- Coloration violette ou bleu
vert (Stéroides)
Salkowski Chloroforme 80O, concentré Anneau de séparation rouge
(Stérols insaturés)
STEROIDES
ET

TERPENOIDES

Badjet-Kedde

Chloroforme

Acide picrique

Coloration rouge (Stéroides
lactoniques)

Keller-Killiani | Chloroforme | FeCk 10% + acide | Anneau de séparation rouge
acétique glacial pourpre (Désoxy-2-sucre)
Test de Eau distillée Mousse persistante
SAPONINES mousse (Saponines)
POLYSACCHARIDES Méthanol Apparition de précipité
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II-ETUDES PHARMACOLOGIQUES

I1.1- Animaux d’expérience

Deux genres d’animaux ont été utilisés :
- Des cobayes albinos ou tricolores pesant entreeBOD0g ont été utilisés pour la
caractérisation et la détermination de I'activitérizho-dilatatrice.

- Des souris de race SWISS de 25 a 30g ont étéagtitisur les tests de toxicité

[1.2- Prélevement, préparation et montage de lhémadsolée de cobaye

L’animal a été assommeé par un coup sec sundae. Apres ouverture de la gorge, 1,5a 2
cm de la trachée a été prélevée, puis placée damdbaite de contention contenant de la
solution de Krebs-Henseleit préchauffée a 37°Coat th composition en mM est la suivante
(18):

- NacCl 120
- NaHCQ :25

- KCI 14,72
- CaCb 02,5
- MgSQO, 10,5
- KH,PO, :1,2
- D-glucose : 11

L’organe a été ensuite nettoyé en enlevant leagissnjonctifs puis découpés en hélice. Le
strip a été suspendu dans une cuve a organe ded20calpacité contenant de la solution de
survie et soumis a une tension de base isotonigugdLa température de la solution dans la
cuve est maintenue a 37°C et aérée avec du carbagemnposé de 95% de €t 5% de CQ
pour maintenir son pH a 7,4.

Ensuite, I'organe a subi une équilibration de lirbeintercalée d’'un ringcage toutes les 15
minutes qui correspond a une période d’adaptatizrcanditions de I'expérience.

Aprés équilibration, I'organe a été sensibiliséakaistamine & concentration de1iM dans

le bain. Puis aprés 3 ringages successifs, 'orgag& laissé au repos pendant 15 minutes

pour retrouver sa tension de base.
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I1.3- Protocoles expérimentaux

A- Effet des extraits bruts et des différentes frastisur la trachée preé-

contractée a I'’histamine

L’extrait brut de I'écorce de tige (EET) et tiige feuillée (ETF), I'extrait EA et ED ainsi
gue les différentes fractions (FI, Fll, FAE, FAEA, FM) ont été dissous dans du DMSO
puis dilués avec de I'eau distillée pour que leetermaximale en DMSO dans la cuve ne
dépasse pas 1%.

Apreés la sensibilisation, 'organe a été pré-canéa I'histamine a raison de 5x3@ dans le
bain. Au plateau de contraction, I'extrait EET a #tjecté dans le bain de fagcon cumulative
pour avoir dans le bain une concentration allari@éa 800ug/ml. L'effet relaxant de I'extrait
a été exprimé en pourcentage de relaxation etiéauvede Cky a été calculée.

En adoptant le méme protocole, les valeurs dg GEETF et des différentes fractions ont été
calculées mais avec des concentrations croissantesnulatives différentes :

50 a 1000 pg/ml pour EA, ETF et FlI

50 a 800 pg/mL pour ED et FM

50 a 400 pg/ml pour FA, Fll et FAE

20 a 400 pg/ml pour FAE

B- Effet de la fraction FAEsur la trachée pré-contractée aux différents

agents contractuants

a- Acétylcholine

Aprés équilibration, I'organe a été sensibilisec 10 M d’acétylcholine, puis rincé 3 fois
suivi d'un repos de 15 minutes. Aprés ce tempsgéne a été pré-contracté avec 5x\0
du méme agoniste. Au plateau de contraction, desetdrations croissantes et cumulatives
allant de 20 a 400 pg/ml de FAGNt été testées.
La valeur de Cka été calculée.

b- KCI

Aprés sensibilisation a I'histamine (1), I'organe a été rincé trois fois avec de la
solution de Krebs - Henseleit dépourvue de KCIl.e8pun repos de 15 minutes, I'organe a été
pré-contracté avec 40mM de KCI. Au plateau de eamtibn, des concentrations croissantes
et cumulatives allant de 50 a 1200 pg/ml de Féi été testées.

La valeur de CEya été calculée.
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C- Effet de la fraction FAEvis-a-vis de I'activité contractile de I’histamine

sur la trachée isolée de cobaye

Afin d’étudier I'éventuelle activité inhibitte de la fraction FAEvis-a-vis de I'histamine,
la relation effet-concentration de I'histamine e@agence et en absence de la fraction 'FAE
été étudiee.
Apres sensibilisation, I'histamine a été inject@éslie bain de facon cumulative jusqu’a
I'obtention de I'effet maximal en testant des cantcations croissantes ded@
3x 10*M.
L’amplitude de contraction provoquée par chaquecentration a été enregistrée et la courbe
effet-concentration a été construite.
L’'organe a été ensuite rincé 3 fois puis touteslesminutes jusqu’ a ce qu'il retrouve sa
tension initiale. Puis, ces mémes opérations anré&tétées mais en présence de la fraction
FAE'. Elle a été incubée 10 minutes dans le bain avVamection de I'histamine a
concentrations croissantes et cumulatives.

Les concentrations de FAEestées ont été de 100 et 200 g/ml.

D- Effet de la fraction FAEvis a vis de l'activité contractile de CaGur

trachée isolée de cobaye

Afin d’étudier I'activité anticalcique de laakction FAE, la relation effet-concentration du
CaCl en présence et en absence de la fraction’ BASEE étudiée.
La solution de Krebs - Henseleit sans GaCété utilisée apres la sensibilisation.
De la solution de Cagh été injectée petit a petit dans le bain de fagonulative pour avoir
des concentrations de 0,25 a 32mM. Les amplitudeodtraction aprés chaque injection ont
éte enregistrées et la courbe effet-concentratété aonstruite.
L’'organe a été ensuite rincé 3 fois puis toute 1Bsminutes jusqu’a ce qu'’il retrouve sa
tension initiale. La fraction FAEa été incubée 10 minutes dans le bain et les mémes
opérations que les précédentes ont été effectuées.

Les concentrations de la fraction FAEstées ont été de 100 et 200ug/ml.

16



E- Effet du propranolol sur I'activité broncho-nedmte de la fraction FAE

Le propranolol est un antagoniste des réceptBuadrénergiques (18). Son effet sur
I'activité broncho-relaxante de FAR été étudié.
Apres la sensibilisation a I'histamine, I'organéta pré-contracté a I'histamine a la
concentration de 5x1UM. Au plateau de contraction,la fraction FAEété injecté
cumulativement dans le bain pour avoir des conagatrs allant de 20 a 400 pg/ml.
L’amplitude de relaxation provoquée par chaque eptration a été enregistrée et la courbe
effet-concentration a été construite.
L’organe a été ensuite rincé 3 fois puis touted Eeminutes durant 30 minutes pour retrouver
sa tension initiale. Ensuite, les mémes opératon£té répétées en présence de propranolol.
Ce dernier a été incubé dans le bain 10 minutesitagtanjecter la fraction FAE a
concentrations croissantes et cumulatives.
Les concentrations du propranolol utilisées ondété0°M et 10 M.
L’effet relaxant de I'extrait a été exprimé par ledeurs de Ck en présence et en absence du

propranolol.

F- Effet du propranolol et du bleu de métheglsur I'activité broncho-

relaxante de EET

Le bleu de méthylene est un inhibiteur dedanylate cyclase.
Apres la sensibilisation, I'organe a été pré-cari&a I’histamine a la concentration de
5x10°M. Au plateau de contraction, EET a été injectéadien cumulative pour avoir dans le
bain des concentrations variant de 50 a 1000ug/ml.
L’amplitude de relaxation provoquée par chaque eptration a été enregistrée et la courbe
effet-concentration a été construite.
L’'organe a été ensuite rincé 3 fois puis touted Eeminutes durant 30 minutes pour retrouver
sa tension initiale. Ensuite, les mémes opéraboneté répétées en présence de propranolol
a4 10°M ou de bleu de méthyléne a%M1. Ce dernier a été incubé dans le bain 10 minutes
avant d'injecter EET de fagon cumulative pour awdains le bain des concentrations variant
de 50 & 1000ug/ml.
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G- Effet de la combinaison fraction FAEhéophylline sur la trachée pré-

contractée a I’histamine

L’effet de la combinaison fraction FAEhéophylline a été comparé a la somme des effets
relaxants de la fraction FAEt de la théophylline étudiés séparément.
Aprés pré-contraction & I'histamine 530, 15pg/ml de théophylline a été testé au plateau
de contraction. Le pourcentage de relaxation cpomdant a été calculé. Apres lavage,
'organe a été de nouveau pré-contracté a la mé@meeatration de I'histamine puis I'effet
broncho-relaxant de la fraction FA& été évalué avec une concentration de 75ug/nsl ldan
bain. Le pourcentage de relaxation correspondété aalculé.
Concernant I'étude de I'effet de la combinaisonalthéophylline et de la fraction, apres pré-
contraction de 'organe, les 2 produits ont étédtgs simultanément dans le bain au plateau
de contraction pour avoir dans le bain 15ug/mhé®phylline et de 75ug/ml de FAE

La relaxation correspondante a été calculée.

I1.4- Analyse statistique et expression des réwuilta

Les résultats sont exprimés sous forme de moyeasevaleurs obtenues * écart-type (X.x
e.s.m)

Le test «t» de Student a été utilisé pour competranalyser les résultats (19).

La différence a été considérée comme statistiquesigmificative pour p<0,05.

La CEsoexprime la concentration de I'agoniste, de I'extmi de la fraction testée relachant
ou contractant I'organe de 50% de I'effet maxinidle a été calculée par régression lin€aire.

L’Emax exprime I'effet maximal correspondant a 28@e contraction ou de relaxation.

[1.5- Produits et substances utilisés

- Différents sels (Na Cl, NaHGQOKCI, Ca C}, MgSQ,, KH,PQy), ainsi que du D-glucose de
marque Prolabo ont été utilisés pour la préparatienla solution de Krebs-Henseleit

Iégérement modifiée.

- Les agonistes de références (Histamine, ThédphyllAcétylcholine,) et antagonistes
(Propranolol, Bleu de méthyléne) utilisés sont deque Sigma.

- Le dimethylsulfoxide (DMSO-ACE ou Associated Cheah Entreprises) a été utilisé pour
la dissolution des divers extraits et fractions.
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IlI- ETUDE DE TOXICITE AIGUE

Des souris de race SWISS a jeun depuis 12 heuédses ou femelles pesant entre 22 et 25g

ont été utilisées.

I11.1- Voie orale

Les animaux ont été repartis en 5 lots de Bisou
Les souris du premier lot ou lot témoin ont recul’dau distillée tandis que les souris des
autres lots ont été traitées avec de I'extrait buxt doses respectives de 0,5; 1 ; 1,5 et 2g/kg.
L’eau distillée du premier lot et I'extrait ETF poles autres lots ont été administrés par
gavage. La quantité administrée a été de 0,5 ml.
Les changements de comportements des animaux tdesalibés par rapport au lot témoin et
I'éventuelle mortalité ont été observés aprés athtnation des produits, apres 30 minutes,

toutes les heures durant les 6 premiéres heutesedbis par jour durant 3 jours (20).

[11.2- Injection intra péritonéale

Les souris ont été réparties en 7 lots de @isdear injection intra péritonéale, les animaux
du lot témoin ont recu de I'eau distillée et lesirsd des autres lots ont été traitées avec
I'extrait ETF aux concentrations de 0,125 ; 0,255;; 1 ; 1,5 et 2g/kg.

Le volume d’administration a été de 0,25 ml.
Les changements de comportements et I'éventuellgahité ont aussi été observés comme

précédemment.
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RESULTATS

|. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

|.1- Rendements des extractions et des fractioen&sn

Les poids et rendements des extraits et dé&rafites fractions sont présentés dans le

tableau II.
Tableau Il: Rendements des extractions et des fractionnements

Extrait et fractions Poids obtenu (g) Rendements (%
ECORCE DE TIGE
EET 20,52 6,41
EA 10,4 3,25
ED 3,86 1,21
TIGE FEUILLEE
ETF 144,96 12,08
Fi 2,5 0,2
Fll 10,48 0,87
FM 26,98 2,25
FA 72,53 6,04
FAE 12,98 1,07
EA : Extrait aqueux de I'écorce de tiges
ED . Extrait dichlorométhane de I'écodmetige
EET . Extrait brut de I'écorce de tige
ETF . Extrait brut de tige feuillée
FA . Fraction agueuse
FAE : Fraction acétate d’éthyle
Fl : Regroupement des émulsions danghases hexanique et dichlorométhane
Fll : Regroupement des phases organiqueslés phases hexanique et

dichlorométhane
F M : Fraction méthanolique
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|.2- Criblage phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique de Bt montrés dans le tableau Ill.
On note :

= L'absence des Alcaloides, Terpénoides et Stésdattoniques

* Une faible concentration de Saponines, Tanins lgsRccharides

= Une présence moyenne de Quinones et Flavonols

= Une forte concentration de Polyphénols, Stéroil8&spls insaturés et Désoxy-2-sucres

Tableau Ill :Résultats du criblage phytochimique effectué auige feuillée de la plante

FAMILLES CHIMIQUES | PRESENCE RELATIVE
Alcaloides -
Terpénoides -
Stéroides lactoniques -
Saponines +
Tanins +
Polysaccharides +
Flavonols ++
Quinones ++
Polyphénols +++
Stéroides +++
Steérols insaturés +++
Désoxy-2-sucres +++
Légende
- absence
+: présence a faible concentration

++: présence a moyenne concentration

+++: présence a forte concentration
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|.3- Analyses par CCM comparatives de I'extraiittTF et des différentes

fractions issues apres fractionnement bioguidé

Les profils chromatographiques sur CCM de EditFdes fractions issues de son
fractionnement bioguidé sont montrés sur la figure
L’extrait brut ETF présente plusieurs taches. Adractionnement de ETF, la fraction FAE
possede des taches que les autres fractions (FENFI FA) ne possédent pas.
Suite au partage dans eau — acétate d’éthyle dE’, bAe partie des produits de FAde
rencontrent seulement dang&:
Apres fractionnement desfo, une tache révélée a la vanilline est observatiguement
avec k.
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AcEt / MeOH / Hex / Amm
(7/1/1.98/0.02) AcEt/ MeOH / Hex / Amm
(7711/1.98/0.02)

P'—"

AcEt / MeOH / Hex

AcEt / MeOH / Hex
8/1/1) S
~ Analyse par CCM des fractions de TM-001

Figure 5: Analyses par CCM comparatives des |'extrait bruFET des différentes fractions
A : fractions FAE, Fae et k.o (Révélation : vanilline)
B : fractions FAE Fae et ko (Vue sous UV a 365 nm)
C : Roet ses différentes fractions (Révélation a la Viaei)
D ko et R (Vue sous UV a 365 nm)
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II. ETUDES PHARMACOLOGIQUES

[1.1- Effet relaxant de I'extrait brut et des difédtes fractions sur trachée pré-

contractée a I’histamine

a) Ecorce de tige
L’extrait EET ainsi que les deux fractions issule son partage ont provoqué un effet

broncho-relaxant concentration-dépendant.

Pour I'extrait EET, la valeur de Ggest de 372,21+53,0 pg/ml (n=10). Avec I'extrait aagx
(EA), la CE a fortement augmenté (> 1000 pg/ml). L'extraithdbcométhane (ED) a
présenté une Ggégale a 247,21+26,1pug/ml (n=4).

La quantité de I'extrait issu de I'écorce de tig&t@insuffisante pour pouvoir continuer le
fractionnement bioguidé. C’est pour cette raiso@ gous avons continué notre étude sur la

tige feuillée.

b) Tige feuillée
Le tableau IV montre les valeurs de{te I'extrait ETF et des différentes fractions &ssu

de cet extrait ETF.

Sur la trachée isolée de cobaye pré-contractéeisiadinine, ETF et ses différentes fractions
ont provoqué un effet relaxant concentration-dépand

Parmi les différentes fractions testées, c’estrd@tion FAE qui est la plus active (GE
136,92+12,2ug/ml).

La valeur de Ckpyde FAE et de la fraction sans polyphénols (FAE'$omt pas
significativement différentes (p>0.05). C’est paette raison que la suite de nos études a été
conduites sur FAE'".

Tableau 1V: Valeurs deCEsp de I'extrait ETF et ses différentes fractions sachée isolée de

cobaye pré-contractée a I'histamine (Xt e.s.m)

Extrait et fractions testés Valeurs de Ck (ug /ml)
ETF 562,85+38,0 (n=6)
Fl 690,90+33,7 (n=2) (R5)
FM 344,60+38,7 (n=2) (&2)
FA 186,81£9,2  (n=2)<(p01)
Fll 170,25+6,8  (n=2p<Q,001)
FAE 136,92+12,2 (n=4) (pR01)
FAE 128,88+27,9 (n=10) (p<0,001)
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[1.2- Effet relaxant de la fraction FAEsur trachée pré-contractée a

I'acétylcholine et au KCI

En utilisant différents agents contractugASh et KCI), I'effet de la fraction FAEa été
étudié. Cet effet est concentration-dépendantvhaésurs de Ck ont été calculées et sont
regroupées au tableau V.

Quand l'organe a été pré-contracté a I'ACh, lawatie Ckp a été de 164,28 ug/ml. En
utilisant le KCI, cette valeur a augmenté a 51 6#nl. FAE est moins active sur un
broncho-constriction provoquée au KCI qu’'a I'Acta différence est hautement

significative (p<0,001).

Tableau V: Valeurs de Ckde FAE sur trachée isolée de cobgy@-contractée a 'ACh et
au KCI (X+ e.s.m ; n=3)

Agents contractuants Cko (ng/ml)
ACh 164,28+3,7
KCI 515,67+20,6 (p<0,001)

[1.3- Effet inhibiteur de la fraction FAEsur la réponse contractile de

I'histamine

Les courbes effet-concentrations de I'histeemén absence et en présence de 100 et 200
pg/ml de FAEsont présentées dans la figure 6.
L’histamine agit avec une GEde 1,53+0,36 x18 M sur la trachée de cobaye préparée en
hélice.
La fraction FAE déplace la courbe effet-concentration de I'histeamiers la droite. En
présence de 100 pg/ml ou 200 pg/ml de FAECEde I'histamine a augmenté mais la
différence n’est pas statistiquement significativeis on a noté une réduction de 'lEmax
(p<0.02). (Tableau VI)
Tableau VI: Effet de FAE sur la réponse contractile de I'histamine (Xtra.sn=3 ; NS:Non

Significatif)
FAE' CEsp de I'histamine (M) Réduction de 'Emax (%)
Histamine seule 1,53+0,4 x10' M
Avec 100 pg/ml de FAE 2,14+0,1 x1I& M  (NS) 22,82+2,5 (p<0,02)
Avec 200pg/ml de FAE 2,2640,2 x10 M  (NS) 34,56+3,5 (p<0,02)
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I.4-_Effet inhibiteur de la fraction FAESur la réponse contractile de CaCl

Les courbes effet-concentrations de Cadbl absence et en présence de 100 et 200pg/ml
de FAE sont présentées dans la figure 7.
CaCl agit avec une Cig égale a 1,82 + 0,3 mM sur la trachée isolée daeymhliécoupée en
hélice.
En présence de FAH une part, la valeur de G de Ca C} a augmenté et d’autre part, la
valeur de son Emax a diminué. Un déplacement deuebe effet - concentration de Ca,Cl
vers la droite a aussi été constaté. Ces modiicatsont proportionnelles a la concentration
de FAE.

Tableau VII: Effet de FAE sur la réponse contractile de Ca({+ e.s.m ; n=3)

Produits testés GE de Ca Gi(ug/ml) Réduction de 'Emax (%)
Ca Chseul 1,82+0,3
En présence de 100 ug/mlde 3,52 +0,3 (p<0,02) 26,91+ 2,6 (p<0,02)
FAE’
En présence de 200pg/mlde 5,93 £ 0,6 (p<0,01) 43,37+ 2,8 (p<0,01)
FAE'
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Figure 6: Courbe effet-concentration de I'histamine egeditte et en présence de FAE

sur trachée isolée de cobaye ( X + e.s.m ; n=3)
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Figure 7: Courbe effet-concentration de Ca@nh absence et en présence de Fal

trachée isolée de cobaye (X + e.s.m ; n=3)
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[1.5- Effet du propranolol sur 'activité bronchelaxante de FAE

Le tableau VIII montre les valeurs dedgle FAE en présence et en absence d&viet
10° M de propranolol.
La figure 8 présente les courbes effet-concenimatde FAE en présence et en absence de
propranolol.
La fraction FAE agit avec une Cfgde 128,88 pg/ml.
La CEyp de FAE a augmenté en présence de® M (p< 0,05).ou 16 M (p< 0.02) de

propranolol.

Tableau VIlI: Valeurs de Ck de FAE en absence et en présence de propranolol (Xm e.s.

n=3)
FAE' Absence de En présence def® | En présence de T
propranolol de propranolol de propranolol
CEso (ng/ml) 128,88+27,9 166,22+2,2 183,40 7,9
(p< 0,05) (p< 0.02)

Il .6- Effet du propranolol et du bleu de méthyléne I'activité broncho-

relaxante de EET

La figure 9 présente les courbes effet-comaéinhs de EET en présence et en absence du
propranolol ou du bleu de méthyléne.
En présence de PM de propranolol, la Cf est de 594+15,62 pg/ml et elle est de
616,13+39,58ug/ml avec M de bleu de méthyléne.

Tableau IX: Valeurs de Ck de EET en absence et en présence de propranaii@ bleu de

méthylene (X £ e.s.m ; n=3)

EET Absence d’inhibiteur En présence d€ M | En présence defavi de
de propranolol bleu de méthyléne
CEso (ng/ml) 372,21+53 594+15,62 616,13 +7,9
(p< 0,05) (p< 0,02)
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Figure 9: Courbe effet-concentration de EET en absencea pté&sence de propranolol ou de
bleu de méthylene sur trachée isolée de cobayeqgmi#actée a I'histamine (X +

e.s.m; n=3)
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[l .7-Effet de la combinaison de FAEthéophylline sur la trachée pré-

contractée a I’histamine

La figure 10 montre les effets relaxants de wg/ml de FAE de 15 pg/ml de
théophylline, de la somme de ces deux effets &wtecombinaison.
75ug/ml de FAE a provoqué 26,06 + 1,3 % (n=3) de relaxationl@irachée pré-contractée
a I'histamine, tandis que 15ug/ml de théophylliqga@duit 34,22 +4,0 % (n=3).
La somme de ces deux effets relaxants a été caletig donné 60,04 +2,6 %.
Quand les deux produits ont été simultanément tiége¢l5pg /ml de théophylline et 75
pg/ml de FAB), la relaxation mesurée a été de 77,71+2,1% (n= 3)
Comparée a l'activité des deux produits combin&s7(I®%), la somme des effets des deux
produits (60,04) est inférieure (p<0,01). La conalson de ces deux produits produit un effet

synergique.
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Figure 10: Effet broncho-relaxant de 75 pg/ml de FAde 15 pg/ml de théophylline et de
leur combinaison sur trachédéisale cobaye pré-contractée a I'histamine (X +

e.s.m; n=3)
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[1.8- Effet relaxant des différentes fractions isswulu fractionnement bioguidé

de FAE sur trachée isolée de cobaye pré-contractéesadihine

L’effet broncho-relaxant des fractions issdagartage eau — acétate d’éthyle de F&dE
présenté dans le tableau X. La fractigndest plus active que Fae avec un Emax obtenu a
320ug/ml alors qu'avec la fraction Fae, 'TEmax @ dtenu a 1000pg/ml.

Tableau X Valeurs de Ck de R0 et Faesur trachée isolée de cobaye pré-contractée a

I'histamine (X £ e.s.m ; n=3 ; p<0,01)

Fractions testées G&Epg/ml)
Fae 473,62 £ 6,9
Frzo 101,86 * 4,3 (p<0,01)

Apres fractionnement par chromatographie sur caahn oo, différentes fractions ont été
testées sur la trachée pré-contractée a I'histamine
D’aprés les résultats regroupés dans le tablealaXtaction kg est la plus active avec une
valeur de CEkyégale a 88,13 + 3,4 ug/ml.(p<.0,001)

Tableau Xl :Valeurs de CE des différentes fractions issues ggdsur trachée isolée de

cobaye pré-contractée a I'histamipet e.s.m ; n=3)

Fractions testées G&Epg/ml) Concentrations pour avo
Emax (ug/ml)
F> 498,53 + 7,3 1000
Fs 256,1 + 5,3 (p<0,02) 600
Fe 88,13 + 3,4 (p<0,001) 240

La fraction g a été fractionnée a son tour. Différentes fractissses de ce fractionnement

ont été testées sur trachée isolée de cobaye pté&actge a I'histamine. Les résultats sont

montrés dans le tableau ci-dessous
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Tableau XllI : Effet relaxant des différentes fractions issuesfrdgtionnement de gH(X+
e.s.m ; n=3 ;NS :Non Significatif)

Fractions testées GE(pug/ml) Concentrations pour avoir Emax
(Lg/ml)
Fe1 64,68 + 3,7 120
Fs2 66,63+1.1 (NS) 120
Fas 132,58 + 8,2 (p<0,05 240
Fse 310+5,4 (p<0,01) 800

Ce sont les deux fractions de téteeffF Fso qui sont les plus actives. Elles ont ensuite été
regroupées car elles sots chimiquement identiques.
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. TOXICITE AIGUE

[11.1- Voie orale

Des signes de toxicité caractérisés par landition de I'activité motrice et la somnolence
commencent a apparaitre a partir de la dose dékg,5g
A la dose de 0,5g/kg, ces signes apparaissenttia gada 20e minute de I'administration et
disparaissent apres 6 heures.
A partir de 1,5g/kg, les signes apparaissent dd@®daminute et persistent pendant 20heures.
Les animaux qui ont survécu retrouvent leur phyggji@d normale tandis que d’autres sont
décedes.
50 % des animaux traités avec la dose de 2g/kgténdécédés (Bk=2g/kg). La mortalité
apparait entre la°@t la 22 h.

[1I-2. Injection intrapéritonéale

Des signes toxiques apparaissent cing minupegsal’administration de I'extrait. Ces
signes sont caractérisés par une diminution ddidige motrice, somnolence et ataxie.
L’apparition de ces signes a duré 26 heures.

La mortalité apparait dés la dose de 0,5g/kg.

100 % des animaux traités avec la dose de 1g/kgtéerdécédés (Db=1g/kg). La mortalité
apparait entre la®2t la 26 h aprés administration du produit.

La mortalité en fonction de la dose et de la voalohinistration est montrée dans le tableau

Xl suivant.

Tableau XIllI :Mortalité en fonction des doses et des voies diaibtnation

Doses MORTALITE (%)
(9/Kg) Voie orale Voie intrapéritonéale
0,125 Non déterminée 0
0,25 0 0
0,5 0 33,3
1 0 100
1,5 33,3 100
2 50 100
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DISCUSSION

Tetracera madagascariensis (DILLENIACEES) est une liane de la région Est etréiide
Madagascar. Plusieurs utilisateurs affirment Ief6ité de cette plante pour traiter I'asthme.
L’asthme est un trouble inflammatoire de la voigpieatoire a I'origine du rétrécissement des
voies respiratoires. De ce fait, tous les médicameapables d’agir contre cette obstruction
sont utilisés pour traiter 'asthme.

Testés sur trachée isolée de cobaye pré-contradiéistamine, les deux extraits bruts de la
plante EET et ETF provoquent un effet broncho-ratdxconcentration dépendant. L'extrait
EET est plus actif que ETF. Cette différence esbablement due a une teneur en principe(s)
actif(s) broncho-dilatateur(s) beaucoup plus imgaie au niveau de I'écorce de tige que dans
les feuilles. L'écorce est généralement considéoéeme organe de stockage des métabolites
secondaires alors que la feuille est plutdét unmegie synthése. D’autre part leur profil
chromatographique sur CCM n’est pas identique. istexce d’autres composés qui
pourraient avoir un effet myo-relaxant est une higpse a ne pas écarter totalement. La
vérification de cette premiére hypothese constitue des nos prochaines étapes sur I'étude
de cette plante.

Le probleme d’'approvisionnement en matiére premiéngs a obligé d’abandonner I'écorce
de tige malgré son activité beaucoup plus intérgeset de continuer nos études sur la tige
feuillée.

L’extrait brut renferme tous les composés apolairgmlaires contenus dans la plante. Les
différentes techniques de séparation par partageidi-liquide utilisées lors du
fractionnement de cet extrait ETF ont permis deasg&iples différents composés en fonction
de leur polarité relative dans les solvants uslidgéhexane et le dichlorométhane ont permis
d’extraire les pigments et les composés apolalragphase aqueuse (Ph A2) contenant les
molécules moyennement polaires et polaires, obtanaesuite de ces deux premiers partages
a eté partagé de nouveau avec l'acétate d’éthgldeS les substances moyennement polaires
sont présentes dans la fraction acétate d’éthyME)Fandis que les molécules polaires vont
dans la phase aqueuse (FA). Parmi les différerdetidns, FAE est la plus active.

Le passage a travers un gel de polyamide permptester les polyphénols qui sont retenus
par le gel. FAE a subi cette filtration a travergel de polyamide et a donné la fraction FAE

Cette derniere contiendrait donc des composés meyeent polaires sans polyphénols.
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Apres fractionnement de I'extrait ETF, la fractiaoétate éthylique sans polyphénols FAE
qui est la plus active agit avec unesgguatre fois moins grande que celle de I'extraitt bru
ETF (Tableau IV). Elle a fait I'objet d’'une analyde mécanisme pharmacodynamique de son
activité broncho-dilatatrice.
L’histamine est un médiateur capable de provoqaecdntraction des fibres musculaires
lisses au niveau des bronches par stimulationateEpteurs spécifiques de I'histamine type 1
(21).
L’'acétylcholine est aussi un médiateur qui provotpueontraction des cellules musculaires
lisses bronchiques en stimulant les récepteursifgpéxs de I'acétylcholine muscariniques
type 3 (22, 23).
Effectivement, I'histamine et I'acétylcholine sdes médiateurs les plus impliqués dans les
broncho-constrictions a I'origine de la crise drese (24, 25).
Dans les deux cas, la contraction est due a lattin de la phospholipase C par
lintermédiaire des protéines Gg. Cette activattonduit a la production de l'inositol-1,4,5-
triphosphate (I qui a son tour va stimuler ses récepteurs auanivde réticulum
sarcoplasmiques (RS) (26, 27) qui sont des siestatkage du calcium. L'{Fprovoque la
libération du calcium dans ces réservoirs par duveides canaux calciques (28, 29).
Cette libération du calcium stimule un mécanisneatiée du calcium extracellulaire induit
par le calcium : Cd-induced-Ca+ release pathway (30). Il y a donc augmentatiorade
concentration en calcium dans le milieu intraceihgl.
Le calcium dans le milieu intracellulaire va se ptemer avec la calmoduline pour donner le
complexe C&-calmoduline. Ce dernier va activer la MLCK qui ese kinase de la chaine
légere de myosine. Cette enzyme va phosphoryléH' Ase de la chaine légere de myosine
d’ou les interactions des fibres actine — myositiest-a-dire la contraction du muscle lisse
bronchique. (31)
En utilisant KCI pour la pré-contraction, la fractiFAE’ est devenue moins active comparée
a son activité avec les 2 précédents agonistegffefy KCl provoque une hyperpolarisation
de cellules musculaires lisses trachéales. Cettéification du potentiel membranaire active
les canaux calciques type voltage-dépendant (VOG) Hentrée de C& & l'origine de
'augmentation de la concentration cytosolique &lisiom suivie de la contraction musculaire
(32, 33).
Si une augmentation de la concentration intracahelen calcium entraine la contraction du
muscle lisse bronchique (34, 35), une diminutioncde concentration conduira alors a la
relaxation du muscle, soit par le restockage duiwal dans les RS, soit par la sortie du
calcium dans le milieu extracellulaire.
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La fraction FAE' est plus active lorsque les iore*Qibérés par le RS sont impliqués. On
peut en déduire que la fraction FAE' pourrait stenle restockage des ionsCadans les RS

et provoque ainsi une broncho-relaxation.

L’extrait brut ETF et la fraction FAE' possédeneuactivité broncho-dilatatrice d’ou l'intérét

de déterminer leur probable mécanisme d’action.

Un déplacement des courbes effet-concentratiotibidEamine (figure 6) et de Cagffigure

7) vers la droite ainsi que la dépression de lenasont caractéristiques d’'un antagonisme
non compétitif.

Alors la broncho-dilatation produite par FAE' nesgani par blocage des récepteurs

spécifiques de I'histamine type 1 ni par blocage clnaux calciques.

Testée sur trachée isolée de cobaye, le proprainbible de fagcon concentration dépendante
et compétitive I'effet relaxant de FAE'. Le propo#ol est un antagoniste des récepteurs 3
(18, 36) or au niveau de cellules musculairesdisgenchiques, ce sont les réceptedigu
existent (34).

Ces résultats indiquent que la fraction FARBirait par stimulation des récepteussl®s
résultats obtenus avec I'extrait brut de I'écoredide confirment cette hypothese.
Effectivement, la stimulation des récepteursdhduit a la relaxation musculaire par
l'intermédiaire des protéines Ggli a leur tour activent 'adénylate cyclase. €etttivation
provoque la dégradation de 'ATP en AMP cyclique.

La formation de I’AMP cyclique provoque l'activatiales PKA qui sont des protéines
kinases (4, 37).

Des auteurs affirment que ces protéines kinasessaativer les pompes calciques
membranaires d’oll le recaptage des iorf$ Gans les RS et aussi la sortie de ces ions dans le
milieu extra cellulaire (33).

D’autres auteurs ont rapporté (4) qu’en stimulastrecepteurs,f3il y a augmentation de la
concentration intracellulaire en AMP cyclique averture des canaux potassiques a
I'origine de la relaxation musculaire.

Certains auteurs notent que les proteines kinasasvBnt agir sur la MLCK pour inhiber
I'interaction actines myosines (37).

En effet, tous ces auteurs affirment que la stittarlades récepteurs Brovoque une

relaxation musculaire au niveau des bronches.
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La théophylline est un inhibiteur non spécifique s dghosphodiesterases. La
phosphodiesterase est une enzyme capable de défjpddBc en métabolites inactifs (36,
38). Quand la fraction FAER été combinée avec la théophylline, leur assonia provoqué
un effet synergique (Fig.11).

Cet effet synergique confirme la probable actibiténcho-relaxante de la fraction FAgar

stimulation des récepteursdtirénergiques.

Si on se réfere aux résultats du criblage phytoichie) I'extrait ETF a montré une forte
concentration en polyphénols, désoxy-2-sucresistes et en stérols insaturés (tableau Il1).
Malgré les propriétés antioxydantes et le potentitlasthmatique des polyphénols (39), la
fraction FAE sans polyphénols possede encore l'activité bromelaxante, cette activité
n’est donc pas due aux polyphénols.

Les désoxy-2-sucres sont des composés tres poldéres fait la fraction FAH’en

possedent pas. Donc I'activité biologique de lanf@gourrait étre attribuée a des composés

de nature stéroidienne dont les stérols insaturés.

La comparaison des résultats aprés administraiodgux voies différentes (voie orale et
injection intrapéritonéale) montre que la plantenpait subir des transformations le long du
tube digestif ou que I'absorption intestinale egdble.

L’étude de la toxicité aigué indique que I'utilisat de cette plante a des doses élevées est
toxique voire mortelle chez les souris (tableau)XII
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CONCLUSION

L'extrait hydroalcoolique de I'écorce de diget de la tige feuillée d&etracera
madagascariens possedent une activité broncho-relaxante suréeddolée de cobaye.
Apres fractionnement et analyse du mécanisme diacti a été mis en évidence que cette
activité pourrait étre est due a la stimulation désepteurs f3au niveau des cellules
musculaires lisses des bronches.
Les molécules responsables de cette activité boerelaxante sont probablement de nature
stéroidienne.
Les résultats obtenus au cours de ce travail coafit l'utilisation traditionnelle de la

décoction de I'écorce de tige et de la tige feaillié la plante pour lutter contre I'asthme.
L’isolement du principe actif est actuellement enrs et les travaux ultérieurs consisteront a

déterminer sa structure chimique et son mécanisasti@h moléculaire qui entreront dans le

cadre de notre prochaine étude académique.

39



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

1. MASOLI M., FABIAN D., HOLTS S., BEASLEY R., FONAINE C.H., GORARD
PH.(2004)
Le poids global de 'asthme
La lettre du pneumologue, Ed. EDIMAK, Pute&uance : 227-234

2. JEAN-MICHEL HURTEL (2007)
L’asthme et son traitement par les médicamensydthese, les plantes médicinales et les
huiles essentielles
www.phytomania.con22 Jan 2010)

3. PENARD-MORGAN C., RAHERISON C., CHARPIN D., KOBERSCHMITT L.,
LAVAUD F., CAILLAUD D., ANNESI-MAESANO 1. (2010)
Long term exposure to proximity air pollutiondeasthma and allergies in urban children
Eur. Resp. J., 21(40): 36-45

4. RABE K.F., SCHMIDT D.T. (2001)
Pharmacological treatment of asthma today
Eur. Resp. J., 18(34): 34s-39s.

5. SAETTA M., TURATO G. (2001)
Airway pathology in asthma
Eur. Resp. J., 18(34): 18s-23s

6. HOLGATE S.T., DAVIES D.E. (2009)
Rethinking the pathogenesis of asthma
Immunity. 18; 31(3):362-367

7. JUTEL M., AKDIS M., AKDIS C.A. (2009)
Histamine, histamine receptors and their rolenmune pathology
Clin. Exp. Allergy., 39(12): 1786-1800

8. CLARCK A.M. (1996)
Natural product ass a resource for new drugs
Pharmacy. Resp., 13:1113-1141.

9. RAKOTO-RATSIMAMANGA A., BOITEAU P., MOUTON M. (969)
Eléments de pharmacopée malagasy
Tome |, p.52-56,72-78

10. RAMANITRAHASIMBOLA D., RAKOTONDRAMANANA D.A., RASOANAIVO P.,
RANDRIANTSOA A., RATSIMAMANGA S., PALAZZINO G., GALEFFI C.,
NICOLETTI M. (2005)

Bronchohodilatator activity dPhymatodes scolopendria (Burm.) Ching and its bioactive
constituent
J. Ethnopharmacol., 102: 400-40

40



11. PERRIER DE LA BATHIE H. (1950)
Flore de Madagascar et des Comores

Typographie Didot et compagnie, p.15-16

12. HECKEL E. (1910)
Plantes utiles de Madagascar
Ed. Simson, p.129

13. KAMOUN P. (1997)
Appareils et méthodes en biochimie
Médecine-Sciences,Ed.Flammarion, 3e éditm25-36

14. AUDIGIE C., DUPONT G., ZONSZAIN F. (1989)
Principes des méthodes d’analyse biochimique
Ed.Doin, Paris, tomel, p.190

15. DETERMANN H. (1968)
Gel chromatography
Ed.Verlay NY, p.1-195

16. MARINI G.S., BETTOLO (1964)
Thin-layer chromatography
Ed. MASSON, Paris, 2¢ edition, p12-14

17. FONG H., TINMAN, FARNSWORTH N.R. (1977)
Phytochemical screening
Rev. University of lllinois (Chicago)

18. BOSKABADY M.H., TEYMOORY S. (2003)
The influence of epithelium on the responsivendggimea-pig trachea to [3-adrenergic
agonist and its antagonist
Med. Sci. Monit., 9(9): 336-342

19. SCHWARTZ D. (1969)
Méthodes statistiques a 'usage des médecins diidiegjistes
Médecine-Sciences,Ed.Flammarion, 3& édidar;6

20. MALONE M.R., ROBICHAUD R.V. (1962)
A hyppocratic screening for pure or crude drug mailte
Loydia, 25: 320-332

21. BOUSQUET J., GODARD P., MICHEL F.B.(1992)
Antihistamine in the treatment of asthma
Eur. Resp. J., 5: 1137-1142

22. EGLEN R.M, REDDY H., WATSON N., CHALLIS R.A.J1999)

Muscarinic acetylcholine receptor subtypes in stnaotiscle
Trend Pharmacol. Sci., 15:114-119

41



23. KITAZAWA T., HIRAMA R., MASUNAGA K., NAKAMURA T ., ASAKAWA K.,
CAO J., TERAOKA H., UNNO T., KOMORI S., YAMADA M.WESS J., TANEIKE T.
(2008)

Muscarinic receptors subtypes involved in carbaddliced contraction of mouse
uterine smooth muscle.
Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol.; 377(3-6)02ZD50

24. AKDIS C.A., BLASER K. (2003)
Histamine in the regulation of allergic inflanation
J. Aller. and clin. Immunol., 112:15-22

25. HABRE W., ADAMICZA A., LELE A., NOVAK T., SLY PD., PETAK F. (2008)
The involvement of histaminic and muscarimcaptors in the bronchoconstriction
induced by myorelaxant administration in st&eresd rabbits
Anesth. Analg.; 107(6): 1899-1906

26. MICHEL M.H. (1975)
Inositols phospholipids and cell surface proefunction
Biochim. Biophys. Acta., 41:81-147

27. CLAPHAM D.E. (1995)
Calcium signal cell
Cell calcium, 80:259-268

28. TAYLOR C.W., PROLE D.L., RAHMAN T. (2009)
Ca(2+) channels on the move
Biochemistry. 29; 48(51):12062-12080

29. OLSON M.L., CHALMRES S., Mc CARRON J.G. (2010)
Mitochondrial C&" uptake increases €aelease from inositol-1,4,5-triphosphate
receptor clusters in smooth muscle cells
Eur. Resp. J., 20(39): 14-30

30. BERRIDGE M.J. (1991)
Cytoplasmic calcium oscillation: a two poobdel
Cell calcium, 12: 63-72

31. EXTON J.H. (1994)
Phosphoinositide phospholipases and G pmtaihormone actions
Ann. Rev. Physiol., 56: 349-369
32. NASA Y., ICHIARA K., YOSHIDA R., ABIKO Y. (1992
Positif inotropic and negative chronotropifeet of Cis-Diltiazem in rat isolated atria.
Brit. J. Pharmacol., 105: 696-702

33. ALLAIN P. (2008)
Les medicaments (3¢é edition)
Rev. Pharmacorama, cdM Ed., p.39-45

42



34. VAALI K. (1999)
Relaxation mechanisms of nitric oxide donorsaddenoceptor agonist and their
synergistic effect in vitro in airway smooth musdRole of potassium channels
Academic dissertation; Institute of Biomedecinejuénrsity of Helsinki , p.17-19

35. BAIRD J.G., CHILVERS E.R., KENNEDY E.D., NAHOK$S.R. (1989)
Changes in extracellular calcium within the physgital range influence receptor-
mediated inositol phosphate responses in brairracbeal smooth muscles slices
Arch. Pharmacol., 339: 247-251

36. SANTINI R. (1979)
Dictionnaire pharmaco-toxicologique pour I'expérmtegion animale
Ed.du Couloir du Gaube,France, p.1-109

37. BARNES P.J. (1995)
Beta-adrenergic receptor and their regulation
Am. J. Respir. Critic. Care. Med., 152: 838-860

38. PIAZ D.V., GIOVANNONI M.P. (2010)
Phosphodiesterase-4-inhibitors, structurally uneeldo rolipram as promising agents for
treatment of asthma and other pathologies
Eur. J. Medical Chemistry; 35:463-480

39. CHAABI, MEHDI (2008)

Etude phytochimique et biologique d’espéeces veégstalricaines
Thése de doctorat, Université Louis PASTEUR

43






Title: Invitro STUDY ON ISOLATED GUINEA PIG TRACHEA OF ANTHIASTHMTIC

ACTIVITY OF Tetracera madagascariensis (DILLENIACEES)

ABSTRACT:

Tetracera madagascariensis is empirically used in the Eastern coast and Naoth
Madagascar to treat asthma.

The crude extract of its aerial part induced a eatration dependant relaxation of the
histamine pre-contracted isolated guinea pig trache

Fractionnations using chromatographic method hyididiquid partition of this crude extract
allowed us to show that the acetate ethylic fractibAE is the most active (EE
=136,92+12,2ug/ml). When the polyphenols were takénby polyamide gel filtration
(FAE"), the activity has not been significantly chan@e@s, =128,88+27,9ug/ml) .

This fraction FAE produced relaxing activity on isolated guinea pagrhea pre-contracted
by histamine, acetylcholine or KCI.

It inhibited in a non competitive manner the histagnand CaGlspasm effect on the trachea.
Nevertheless, the propranolol blocked in a competinanner its broncho-relaxing activity.
When combined with theophylline, FARrovoked a synergistic relaxing effect on histaanin
pre-contracted trachea. These results would inglittegt implication off, adrenoceptors in the
broncho-dilatator effect of FAE

The bioassay-guided fractionnation of FA&d to the isolation of the active fraction.

All these results confirmed the traditional usinf) Tetracera madagascariensis to treat

asthma.

Key words Tetracera madagascariensis, asthmap,-adrenergic



Titre : ETUDEIn vitro SUR TRACHEE ISOLEE DE COBAYE DE L'ACTIVITE
ANTIASTHMATIQUE DE Tetracera madagascariensis (DILLENIACEES)

RESUME :

Tetracera madagascariensis (DILLENIACEES) est une plante utilisée dans la partie Est et
Nord de Madagascar contre les crises d’asthmetd3es effectués sur trachée isolée de
cobaye pré-contractée a I’histamine ont démonteél'gutrait brut de I'écorce de tige (GE
=372,21+53,0 pg/ml) et de tige feuillée (§E562,85+38,0 ug/ml) exercent une activité
broncho-relaxante.

Apres fractionnement de I'extrait brut de tige fi&@ par la méthode chromatographique de
partage liquide-liquide, la fraction acétate éttpyé (FAE) a présenté la meilleure activité
avec une Ckégale a 136,92+12,2ug/ml. L'absence de polyphédaits cet extrait (FARE
par filtration sur gel de polyamide ne modifie pagte activité (Ckp=128,88+27,9 pug/ml).
Cette fraction FAEprovoque un effet relaxant concentration dépendantrachée isolée de
cobaye pré-contractée aux divers agents contrattuhéstamine, acétylcholine, KCI.

De plus FAE inhibe de fagcon non compétitive la réponse cotiteade I'histamine et de
CaCb au niveau du muscle lisse trachéal, tandis quertgranolol inhibe de fagon
compétitive I'activité relaxante de FAEEn combinaison avec la théophylline, PARoduit
un effet synergique. Ces résultats indiqueraientpllication de récepteurf$, adrénergiques
dans cette activité broncho-dilatatrice.

Dans le but d'isoler la ou les molécule(s) respbie(s) de l'activité, le fractionnement
bioguidé de FAEa été effectué.

Tous ces résultats confirment le bien fondé detilibation traditionnelle deTetracera

madagascariensis pour traiter I'asthme.
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