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Résumé

Au Niger, les maladies parasitaires constituent un réel probleme de santé tant au niveau humain
qu’animal. Cette situation est aggravée par I’apparition des phénomeénes de résistances vis-a-vis des
anthelminthiques de synthéses disponibles. Fort heureusement, les plantes médicinales constituent une
source inépuisable de composés antiparasitaires. C’est pourquoi, I’objectif de cette étude était de
contribuer & I’amélioration de la santé animale et humaine en utilisant les produits naturels issus des
plantes médicinales dans la lutte contre les vers intestinaux. Nos travaux de recherche ont porté sur
I’étude chimique et pharmacologique de Boscia senegalensis (Capparaceae), Chrozophora brocchiana

(Euphorbiaceae) et Amanita amerivirosa (Amanitaceae).

Les substances extraites ont été séparées et identifiées par différentes techniques chromatographiques
(CLUHP, CLHP, CCM) et spectroscopiques (UV-visible, HRMS, RMN 1D et 2D). Le dosage des
composés phénoliques a été effectué en utilisant les méthodes classiques de colorimétrie. Les propriétés
anthelminthiques de Boscia senegalensis et Chrozophora brocchiana ont été évaluées in vitro a

différentes concentrations grace aux tests d’efficacité anthelminthiques.

Le criblage phytochimique des extraits a hexane, au dichlorométhane, a 1’acétate d’éthyle et éthanol-
eau (70 :30) de B. senegalensis a montré la présence des alcaloides, tanins, flavonoides, quinones,
saponosides, stéroides et terpenoides. Quant aux extraits de C. brocchiana, on a révélé I’absence des
alcaloides et saponosides. En ce qui concerne la teneur en composés phenoliques totaux, B. senegalensis
a donné 3,21+0,03 mg EAG/g a 5,67+0,01 mg EAG/g. La teneur en tanins condensés variait de 2,18
+0,02 mg EAT/g a 5,48+0,02 mg EAT/qg et la teneur en flavonoides de 4,18+0,08mg EQ/g a 6,57+0,07
mg EQ/g . Pour C. brocchiana, la teneur en composés phenoliques totaux a été de 1,13+0,1 mg EAG/g
a 3,04+0,03 mg EAG/g et celle des tanins condensés variait de 1,66 +0,03 mg EAT/g a 3,16+0,02 mg
EAT/qg. La teneur en flavonoides etait de 4,86+0,08mg EQ/g a 5,97+0,02 mg EQ/g.

L’analyse LC-MS/MS avec des approches en réseaux moléculaires a permis d’identifier cinq (5)
composés dont trois (3) d’entre eux sont des toxines cyclo peptidiques nouvellement décrites. Ils ont été
identifiés d’A. amerivirosa. Il s’agit de : ameriphalloidine (1), ameriviroidine (2) et ameriviroisine (3).
Les deux (2) autres composés sont des alcaloides polyamines. Ils ont été isolés a partir de B.
senegalensis. Ces composés sont la 18-AcO-chaenorpine (4), dont la structure est nouvelle et la
chaenorpine (5) (décrite pour la premiére fois dans B. senegalensis & notre connaissance). L’évaluation
des propriétés vermicides a permis de montrer le potentiel anthelminthique de ces différents extraits.
Tous les extraits ont montré une activité inhibitrice de la motilité d’Ascaridia galli. Les extraits
dichlorométhane et acétate d’éthyle de B. senegalensis se sont montrés plus actifs (Clso= 1,54 et 1,87

o/L respectivement).

Mots-clés : Amanita amerivirosa, Boscia senegalensis, Chrozophora brocchiana, anthelminthiques,

réseaux moléculaires.
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Abstract

In Niger, parasitic diseases are a real health problem for both humans and animals. This situation is
aggravated by the appearance of resistance phenomena. Fortunately, medicinal plants are an
inexhaustible source of antiparasitic compounds. This study aimed to contribute to ameliorate
animal and human health by using natural products derived from medicinal plants against intestinal
worms. Our research work focused on the chemical and pharmacological study of Boscia
senegalensis (Capparaceae), Chrozophora brocchiana (Euphorbiaceae) and Amanita amerivirosa

(Amanitaceae).

The extracted substances were separated and identified by different chromatographic (UHPLC,
HPLC, TLC) and spectroscopic (UV-visible, HRMS, 1D and 2D NMR) techniques. The dosage of
phenolic compounds was carried out using standard colorimetric methods. The anthelmintic
properties of B. senegalensis and C. brocchiana were evaluated at different concentrations using in

Vitro tests.

Phytochemical screening of hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol-water (70 :30)
extracts of B. senegalensis showed the presence of of alkaloids, tannins, flavonoids, quinones,
saponosides, steroids and terpenoids. In C. brocchiana extracts, we notified absence of alkaloids
and saponins. Total polyphenol contents of B. senegalensis extracts ranged from 3,21+0,03 mg
EAG/g to 5,67+0,01 mg EAG/g. The contents of total condensed tannins ranged from 2,18 +0,02
mg EAT/g to 5,48+0,02 mg EAT/g and total flavonoids ranged from 4,18+0,08mg EQ/g to
6,57+£0,07 mg EQ/g. Concerning C. brocchiana total polyphenols contents ranged from 1,13+0,1
mg EAG/g a 3,04+0,03 mg EAG/g. The contents of total condensed tannins ranged from 1,66 +0,03
mg EAT/g a 3,16+0,02 mg EAT/g and flavonoids contents ranged from 4,86+0,08mg EQ/g to
5,97+0,02 mg EQ/g.

An LC-MS/MS analysis with molecular network approaches lead to five (5) compounds, three (3)
of them are new cyclopeptide toxins. They were isolated from A. amerivirosa. They are:
ameriphalloidin (1), ameriviroidin (2) and ameriviroisin (3). The other two (2) compounds are
polyamine alkaloids. They were isolated from B. senegalensis. These compounds are 18-AcO-
chaenorpine (4), whose structure is new and chaenorpine (5) (described for the first time in B.

senegalensis to our knowledge).

The evaluation of the vermicidal properties shows the anthelmintic potential of these different
extracts. All extracts showed inhibitory activity on the motility of Ascaridia galli. The
dichloromethane and ethyl acetate extracts of B. senegalensis were the most active (ICso (g/L) =
1.54285 and 1.8748 respectively).

Key words: Amanita amerivirosa, Boscia senegalensis, Chrozophora brocchiana, anthelminthics,
molecular networking.
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Introduction générale

La découverte de nouvelles molécules d’origine naturelle demeure un processus laborieux par
son caractére long et coliteux au vu des efforts a fournir lors de 1’isolement, la purification et la
détermination structurale (Azizah, 2020). L’étude de la chimie des plantes est toujours
d’actualité, malgré son ancienneté, grace au développement exponentiel des domaines tels que
la biotechnologie et la chimie computationnelle. Cela tient principalement au fait que le régne
végétal est une source inépuisable d’une immense variét¢ de médicaments potentiels,
accessibles au plus grand nombre de population (Séverine, 2008). De plus, cette étude évolue
et s’affine sans cesse avec 1’amélioration des instruments d’investigation telles que les

méthodes préparatives et analytiques et de 1’accés a I’information scientifique (Bahorun, 1997).

L’apparition de la technique des réseaux moléculaires (Molecular networking) (Mohimani et
al., 2016) basée sur la similitude des fragmentations en spectrométrie de masse tandem
(MS/MS) a permis le ciblage de nouvelles molécules naturelles au sein d’échantillons naturels
parfois trés étudiées au préalable (Beniddir et al., 2019). Elle permet également d’orienter le
processus d’isolement vers des molécules nouvelles et certaines strates d’annotations
permettent parfois d’inscrire cette démarche dans une recherche de molécules présentant une
certaine bioactivité (Olivon et al., 2017) constituant un moyen dans la lutte contre certaines

pathologies telles que les parasitoses.

Les maladies parasitaires (parasitoses) constituent un grand probléme de santé a 1’échelle
mondiale. En effet, pres de la moitié de la population mondiale est sous leur menace (Kamel,
2017). Parmi les parasitoses incriminées figurent les helminthiases. Les infections
helminthiques de 'Homme et de ’animal sont parmi les maladies les plus citées. A 1'échelle
mondiale, on estime que deux (2) milliards de personnes sont infectées par des nématodes
gastro-intestinaux ( Kumar, 2014). L'helminthiase humaine cause de graves problémes de santé
publique et touche la plupart des populations dans les zones endémiques avec des conséquences
économiques et sociales majeures. Dans le secteur de I'élevage, ces helminthiases entrainent
des pertes economiques élevées en raison de la baisse de fertilité, de la réduction de I'apport
alimentaire, de la production laitiére et la mortalité des animaux fortement parasités (Zeryehun,
2012).
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Pour lutter contre ces maladies, on fait habituellement recours aux molécules anthelminthiques
de synthése. Malheureusement, 1’environnement économique actuel fait que les prix des
produits vétérinaires modernes associés aux colts élevés des actes de traitements sont hors de
portée des éleveurs moyens (Kabore et al.,2009). En plus, 1’utilisation des anthelminthiques de
synthése pour la maitrise des vers intestinaux rencontre plusieurs limites, liées notamment a la
présence de résidus dans 1’environnement ou dans les produits de consommation (Séverine,
2008). Le développement de résistances aux anthelminthiques de synthese dans les populations
de nématodes gastro-intestinaux constitue un phénomene mondial de plus en plus préoccupant
(Séverine, 2008).

Pour faire face a ce probléme, la pharmacopée traditionnelle devient des lors, indispensable
pour la recherche et la mise au point des nouvelles substances efficaces et accessibles. Les
plantes médicinales constituant une source de découverte de nouveaux principes actifs,
occupent désormais une position primordiale dans le domaine de la recherche de nouveaux
médicaments. Actuellement, plus de 50% de ces derniers sont d’origine naturelle (Hamada,
2008). En plus, I'utilisation des molécules d’origine végétale est une alternative aux molécules
anthelminthiques de synthese, qui entrainent des dégats environnementaux par des rejets
chimiques dans la nature (Ariste-zelize, 2020). Cette alternative de lutte semble aujourd’hui
nécessaire car elle allie efficacité, facilité¢ d’application et de mise en place (Waller et al., 2004).
Elle permet aussi la préservation de I’environnement en limitant 1’écotoxicité des résidus des

molécules de syntheses.

L’objectif général de cette étude était de contribuer a 1’amélioration de la santé animale et
humaine en utilisant les produits naturels issus des plantes médicinales dans la lutte contre les

vers intestinaux. Il s’agissait plus spécifiquement de :

» évaluer I’activité anthelminthique des extraits de deux (2) plantes de la flore du Niger;

» caractériser les composés chimiques majoritaires des extraits réalises.

Pour atteindre ces objectifs, les hypotheéses de recherche suivantes, ont été émises :

» hypothé¢se 1: il existe dans la flore du Niger, des especes qui possedent un potentiel
vermicide pouvant conduire a un medicament plus efficace contre les vers intestinaux
en santé humaine et animale ;

» hypothése 2 : les principaux composés chimiques majoritaires peuvent étre a I’origine

de cette activité.
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En dehors de I’introduction, la conclusion et les perspectives, ce mémoire est constitué de trois

(3) chapitres :

» le premier chapitre est consacré a une revue bibliographique sur les helminthes et sur
les espéces étudiees ;

> le deuxiéme chapitre traite des méthodologies et approches utilisées. Les techniques
spectrométriques, chromatographiques, les tests colorimétriques y sont décrites ;

» le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus lors de nos différents essais

suivis de la discussion.
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Chapitre | : Généralités

I.1. Généralités sur les helminthes et les helminthiases

Les helminthes ou vers intestinaux, parasites de la sphere gastro-intestinale peuvent étre divisés
en plathelminthes et némathelminthes. Ces vers sont a 1’origine de nombreuses affections
connues sous le nom d’helminthiase. Ces helminthiases se rencontrent aussi bien chez 1’humain
que chez I’animal et sont liées a des maladies telles que la diarrhée, la malnutrition et la
diminution du développement intellectuel (Yera & Poirier, 2015). Elles sont transmises par
diverses voies telles que I’inhalation de poussiére renfermant des ceufs d’helminthes et la
consommation d’aliments (eau, crudités, etc.) souillés, par des déjections humaines ou animales
contenant des ceufs de parasites (Ikram & Nadjet, 2014). Dans ce chapitre ; nous étudions les
différents types d’helminthes et les pathologies les plus fréquentes liées a ces vers puis, les

moyens de lutte ou prévention contre ces helminthiases.

I.1.1. Les différents types d’helminthes et les helminthiases associées

Les helminthes sont des invertébrés et des organismes multicellulaires (métazoaire) avec un
cycle de vie complexe impliquant la maturation dans un organisme héte. Les helminthes sont
divisés en trois (3) groupes les trématodes, les nématodes et les cestodes appartenant a deux (2)

sous-embranchements.

1.1.1.1. Sous-embranchements des plathelminthes
Les plathelminthes sont des vers ayant un corps aplati (Bastien & Bastien, 2011). On distingue

les cestodes et les trématodes (Bastien & Bastien, 2011).

» Cestodes
Les cestodes sont des plathelminthes endoparasites, dont I’hote définitif est un vertébré. On y
trouve des parasites a corps aplati, segmenté en anneaux. Leurs représentants les plus connus
sont les tenias. Leur corps est composé de deux régions : le scolex (la téte) qui porte les éléments
qui permettent d’adhérer a leur hote par les ventouses et crochet, le strobile (le corps) qui est
une succession d’éléments appelés proglottis (segments) dont la structure anatomique est
toujours similaire (Thillement, 2015). La croissance est assurée par une zone située sous le
scolex. Les cestodes sont hermaphrodites. Les adultes sont dépourvus d’appareil digestif, vivant
généralement au niveau du systeme digestif de leur héte, ils se nourrissent de matiere prédigérée
par ce dernier. Leurs cycles de développement sont indirects et hétéroxenes, car ils ont plusieurs
hotes intermédiaires. Les principaux parasites appartenant a ce groupe rencontrés le plus

souvent chez I’Homme sont Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana,
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Diphyllobothrium latum (Thillement, 2015) respectivement responsables des cestodoses
suivantes : les téniasis, I’hyménolépiose et la bothriocéphalose. Ces infections se manifestent
généralement par une perte d’appétit, des douleurs abdominales, des nausées, de la diarrhée ou

de la constipation (OMS, 2002).

» Trématodes
Les trématodes sont des plathelminthes, qui possédent des cycles complexes a plusieurs hotes
intermédiaires (cycle hétéroxene). Vers plats a I’aspect foliacé et non segmenté, ils possedent
deux (2) ventouses, I'une buccale perforée par la bouche et I’autre ventrale (acétabulum).
L’appareil digestif est composé d’un intestin avec de nombreux diverticules. Il n’y a pas
d’autofécondation, la fécondation est souvent interne (Thillement, 2015). On rencontre deux
(2) grands groupes chez les trématodes que sont les douves et les schistosomes. Les douves sont
des vers hermaphrodites, parasites des épithéliums. Les espéces Fasciola hepatica, Fasciola
gigantica sont des exemples. Les schistosomes sont des vers a sexes séparés, parasites des
endothéliums. Les espéces Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni en sont des
exemples (Thillement, 2015). Les trématodoses les plus rencontrées sont les schistosomiases
(ou bilharzioses) et les distomatoses causées respectivement par les vers du genre Schistosoma
et les douves (Hervé, 2016). Les signes cliniques associés a ces helminthiases sont les douleurs
abdominales d’intensité variable, la diarrhée sanglante, les hémorroides et les

hépatosplénomégalie (Hervé, 2016).

1.1.1.2. Sous-embranchements des némathelminthes

Cet embranchement est dominé par les nématodes. Les nématodes sont des vers ronds a corps
allongé non segmenté. Ils sont dépourvus d’organes locomoteurs. Leur tube digestif est
complet. Leur corps est revétu d’un tégument élastique (Hervé, 2016). lls ne possédent ni
appareil respiratoire et circulatoire et sont également dépourvus de tunique musculaire (Bastien
& Bastien, 2011). La respiration se fait par diffusion au travers de la cuticule imperméable,
percée de pores. Leur systeme nerveux est formé d'un anneau céphalique, qui se prolonge par
un cordon nerveux ventral et un cordon nerveux dorsal (Bastien & Bastien, 2011). Les
nématodes appartiennent au groupe dioique avec des systéemes génitaux simples (Thillement,
2015). Chez I’homme, on rencontre des espéces comme Ascaris lombricoides, Enterobius
vermicularis, Strongyloides stercoralis, Ancylostoma duodenale, Dracunculus medinensis,
Trichuris trichiura. Haemoncus contortus et Ascaridia galli sont les espéces dominantes
respectivement chez le bétail et la volaille. Les nématodoses les plus rencontrées sont les

ascaridioses et les oxyuroses causées respectivement par Ascaris lumbricoides et Enterobius
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vermicularis dont les manifestations cliniques peuvent étre regroupées par la toux, le prurit
anal, des épisodes de diarrhée, les douleurs abdominales, les manifestations nerveuses (Ikram

& Nadjet, 2014). Une classification des helminthes est résumée dans le tableau I.

Tableau | ; classification des helminthes et helminthiases.

Sous- Pathologies
Classes Espéces
embranchements
T.saginata, .
i Téniasis
Cestodes T. solium
(corps segmenté) | H.nana Hyménolépiose
Plathelminthes
D.latum Bothriocephalose
(vers plats)
F. hepatica Distomatoses

Trématodes

] ] Schistosomiases
(non segmente) S. mansoni ) ]
(bilharzioses)

Helminthes (métazoaire)

A. lombricoides, | Ascaridioses

Némathelminthes ) - -
Nématodes E. vermicularis | Oxyuroses
(vers ronds)

H.contortus Haemonchoses

1.1.2. Les méthodes de lutte et prévention des helminthiases

Face aux conséquences multiples dues aux helminthiases, plusieurs méthodes de lutte et de
prévention sont envisagées. Les méthodes de lutte sont basées sur 1’utilisation des
anthelminthiques et des plantes médicinales tandis que les méthodes de prévention se résument

a des prophylaxies.

1.1.2.1. Les anthelminthiques couramment utilisés

A ce jour, il existe quatre (4) grandes familles de molécules anthelminthiques d’usage courant.
Ce sont les benzimidazoles et les probenzimidazoles, les imidazothiazoles et les
tetrahydropyrimidines, les salicylanilides puis les lactones macrocycliques. Chaque famille est
caractérisée par un mode d’action spécifique et composée de différentes molécules présentant
le méme effet. D’une maniére générale, ces anthelminthiques sont classés en deux (2) grands
groupes, a savoir les anthelminthiques a large spectre d’action (benzimidazoles,
imidazothiazoles et lactones macrocycliques) et les anthelminthiques a spectre réduit
(salicylanilides) (Kabore et al., 2009).
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» Les benzimidazoles et probenzimidazoles

Cette famille regroupe de nombreuses molécules comme 1’Albendazole, le Flubendazole,
leTriclabendazole, le Mébendazole et le Thiabendazole (figure 1) qui présentent une structure
chimique commune. Ces molécules sont administrées par voie orale uniquement. Les
représentants de cette famille ont un mode d’action commun. lIs se fixent spécifiquement aux
molécules de B-tubuline des vers. Par cette fixation, ils empéchent la synthese et la
polymérisation des microtubules dans les cellules tégumentaires et intestinales des nématodes,
sans altérer le réseau de microtubules de 1’hote. Ils perturbent ainsi des fonctions essentielles
telles le maintien de la morphologie cellulaire, le mouvement des organites et la mitose, ce qui
conduit & la mort du vers. Ces médicaments sont actifs sur les adultes et sur les larves des
nématodes (Séverine, 2008). Les Benzimidazoles ont une activité sur tous les nématodes
digestifs et respiratoires. Certaines molécules de la famille ont en plus des propriétés
particuliéres. Le thiabendazole a une activité anti-fongique et antibactérienne. L'Albendazole
est un douvicide, I'Oxfendazole, le Fubendazole, le Fenbendazole et le Mébendazole sont
cestodicides (Idris et al., 2019).

H Q 7 i H 9 7
O O

Albendazole Flubendazole

Figure 1 : structure de 1’ Albendazole et du Flubendazole
» Les imidazothiazoles et tetrahydropyrimidines

Bien que les représentants des imidazothiazoles (Lévamisole) et des tétrahydropyrimidines
(Pyrantel, Morantel) aient des structures chimiques différentes, ils ont le méme mode d’action.
Pour cette raison, ils sont classés dans une méme famille (figure 2). Ces molécules se fixent sur
les récepteurs nicotiniques a acétylcholine des nématodes. Ils miment 1’action de
I’acétylcholine. Cette fixation induit un changement de la perméabilit¢é membranaire post-
synaptique provoguant une contraction musculaire, une paralysie spastique et finalement, la

mort des vers (Séverine, 2008).
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Lévamisole Dyrantel

Figure 2 : structurre du Lévamisole et du Pyrantel
» Les lactones macrocycliques.

Les lactones macrocycliques représentent la classe d’anthelminthiques la plus récente (figure
3). Cette famille regroupe les avermectines (lvermectine, Doramectine, Eprinomectine) et les
mylbémycines (Moxidectine). Ces molécules ont une structure chimique complexe comprenant
de nombreux hétérocycles lactones. Bien que leur mode d’action reste mal €lucidé, il semble
que les lactones macrocycliques se fixent aux canaux ioniques glutamate-dépendant de la
membrane des cellules neuromusculaires des nématodes. Cette fixation provoquerait
I’ouverture de ces canaux et une augmentation de la perméabilité aux ions chlorures. Ceci
entrainerait une inhibition du contrdle nerveux des muscles du pharynx, de 1’utérus et des

muscles du corps du vers, conduisant a la mort du vers par paralysie (Séverine, 2008).

Doramectine

Figure 3 : struture du Doramectine
» Lessalicylanilides.

Enfin, certaines molécules anthelminthiques présentent un spectre plus réduit vis-a-vis des
strongles, telle que le Closantel (figure 4) ou le Rafoxanide dont I’activité vise en priorité les
especes hématophages comme H. contortus. Toutefois, ces molécules montrent aussi une
efficacité sur les douves. Ces molécules agissent par découplage spécifique de la

phosphorylation oxydative mitochondriale des cellules digestives du parasite sans affecter
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celles de I’hote (Séverine, 2008). L’action est immédiate ou prolongée et peut aller jusqu’a 35
jours contre H. contortus, car ces molécules sont fortement liées aux alboumines plasmatiques
(Hafsi & Ghalmi, 2012).

CHy
H
O._ N Cl
o L I L
| ICI Ch
Clozantel

Figure 4 : structure du Closantel

En dépit de leurs efficacités, 1’utilisation des anthelminthiques de synthése pour traiter ou
prévenir les helminthiases se heurte désormais a plusieurs limites liées notamment a la présence
de résidus dans I’environnement ou dans les produits de consommation (Séverine, 2008). Le
développement de la résistance aux anthelminthiques de synthese dans les populations de
strongles gastro intestinaux est devenu un phénomeéne mondial, de plus en plus préoccupant, en
particulier chez les petits ruminants (Embeya, 2011). 1l devient donc essentiel de faire recours
a d’autres méthodes de traitement. Parmi ces méthodes, 1’utilisation des plantes médicinales

représente une alternative permettant de faire face a la prolifération des helminthiases.

1.1.2.2. Les solutions alternatives : les plantes médicinales a propriétés anthelminthiques
L’utilisation des plantes pour guérir ou prévenir les helminthiases est une pratique tres répandue
sur la plupart des continents, notamment dans les pays en voie de développement (Hounzangbe-
Adote et al., 2001). Ces plantes renferment une ou plusieurs substances appelées métabolites
secondaires qui leur confeérent des propriétés anthelminthiques. L’usage de ces plantes
représente un moyen de lutte efficace contre les parasites gastro-intestinaux en général et les
vers résistants aux anthelminthiques conventionnels en particulier (Hounzangbe-Adote et al.,
2001). Une liste de plantes renfermant des substances a propriétés vermicides est dressée dans

le tableau II.
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Tableau Il : espéces végétales utilisées comme anthelminthique

Especes végétales Organes utilisés Noms locaux Composés responsables Références
Tribulis terrestris Plante entiére Tsaydo (H) Tribulosine et B-sitostérol-D-glucoside ( Deepak,
(Zygophyllaceae) Agaerof (T) 2002)
Allium sativum Bulbe Tafarnua (H) Allicine (Combasséreé,
(Liliaceae) 2020)
Mangifera indica Ecorce du tronc Mangoro (H) Mangiferine (Garcia et al.,
(Anacardiaceae) 2003)
Carica papaya Graines Gwanda (H) Benzyl isothiocyanate (Adeniyi et
(caricaceae) al., 2007)
Balanites aegyptiaca Fruits Adoua (H) Balanitine-7 (Chothani &
(Zygophyllaceae) Aboragh (T) ;/gmflh)asiya,
Garbey (2)

Zinziber officinale Rhizomes Tchita (H) Gingero | (El-sayed &
(Zingiberaceae) Shogaol El-saka, 2015)
Azadirachta indica (Meliaceae) Graines Dogo ‘n yaro (H) Azadirachtine (Sunita et al.,

2017)
Calotropis procera Latex Tumfafia (H) Acetate de calotropenyle et (Cavalcante et
(Asclepidasceae) Tirza (T) calotropenyle al., 2016)

H = Haoussa ; T = Tamasheq ; Z = Zarma
11
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Tout comme les anthelminthiques de synthese, 1’usage des plantes présente des insuffisances.
Tout d’abord ; le manque de données scientifiques sur leurs principes actifs, leur mode d’action,
leur toxicité éventuelle et les facteurs influencant leur efficacité (Manolaraki, 2011). A cela, il
faut ajouter la question environnementale. Une exploitation abusive des plantes pour leurs
propriétés médicinales pourrait causer la disparition des especes végétales (Hounzangbe-Adote
etal., 2001).

Il faut noter que la recherche de nouvelles molécules anthelminthiques a partir des plantes passe
d’abord par le test d’efficacité sur les animaux avant d’étre modifiés plus tard pour faire face
aux infections helminthiques des humains (Mukherjee et al., 2016). On utilise les vers au stage
adulte parce que ce stage est la cible de la chimiothérapie chez les étres chroniquement infectés ;

c’est le stage pathologique (Hu et al., 2013).

Ainsi, a ces méthodes de lutte, il faut joindre les methodes de préventions qui permettent de

réduire 1’expansion des helminthiases et /ou des helminthes.

1.1.2.3. Les moyens de prévention ou prophylaxie
Pour renforcer la lutte contre les infections helminthiques, plusieurs methodes simples et

efficaces sont utilisées.

» La prophylaxie individuelle

La prophylaxie individuelle repose sur des mesures d’hygiéne (corporelles et alimentaires).
L’hygiéne corporelle consiste a se laver les mains avant les repas et aprés le passage aux
toilettes et se couper les ongles régulierement. Pour une bonne hygiéne alimentaire, il faut bien

laver les fruits et crudités avant leur consommation et bien cuire les aliments (Benzalim, 2010).
» La prophylaxie collective

Elle vise d’abord la lutte contre le péril fécal. Celle-ci consiste a protéger les sources d’eau
(puits, citernes...), construire et installer des latrines réguliérement décontaminées. Cette
prophylaxie vise ensuite la prévention de la propagation dans 1’entourage grace au nettoyage et
désinfection des objets utilisés par la personne infestée et a ’amélioration du niveau de vie et

des conditions sanitaires (Benzalim, 2010).
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1.2. Généralités sur les especes végétales étudiées

1.2.1. Amanita amerivirosa var. levipes (Amanitaceae)

Figure 5 : Amanita amerivirosa (Amanitaceae) (Photo : Raphaél Herve)

1.2.1.1. Morphologie et répartition

Le chapeau pouvant atteindre jusqu’a 125 mm est le plus souvent en boule, avec un revétement
lisse, luisant, d’un blanc lumineux qui finit par tourner au brun pale. Les lames allant jusqu’a
12 mm, libres, parfois amincies avant d’arriver vers le pied, assez serrées et blanches. Le stipe
pouvant aller jusqu’a (190 x 18 mm) est droit ou légérement arqué, évasé sous les lames et
blanc. L’anneau est blanc, fragile, souvent en lambeaux avec une base bulbeuse recouverte par
une volve en sac, ample, et un peu teinté de rosatre. Les spores sont amyloides, hyalines, lisses,
globuleuses, rarement subglobuleuses. La chaire, peu molle est blanche, a odeur un peu
écceurante (vireuse) du groupe et saveur douce. A. amerivirosa (communément appélé “’ange
de la mort””) pousse en forét de 1'été a la fin de 'automne plutdt sous coniferes, mais parfois
aussi sous feuillus. Ce champignon est rencontre en Amérique du Nord et en Europe (Tulloss
et al., 2021; Walton, 2018).
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1.2.1.2. Caractéristiques chimiques

Les especes mortelles du genre Amanita ont une chimie dominée par trois groupes de toxines :
les amatoxines (octapeptides bicycliques), les phallotoxines (heptapeptides bicycliques) et les
virotoxines (heptapeptides monocycliques), ces derniéres étant propres a un cortége d’espéces
proches de ’amanite vireuse A. amerivirosa (Walton, 2018). Tandis que les amatoxines
exercent leur cytotoxicité par une inhibition de I’ARN polymérase de type 11, les phallotoxines
et les virotoxines sont connues pour accélérer la polymérisation de 1’actine et la protection de
la F-actine contre les agents dénaturants. Elles entrainent également une nécrose hémorragique
du foie (Pulman et al., 2016). Seules les amatoxines sont mortelles par voie orale car seul ce

groupe de toxines est biodisponible.
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Figure 6 : quelgues toxines isolées d’A. amerivirosa (Amanitaceae) (Walton, 2018).
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1.2.2. Boscia senegalensis Lam (Capparaceae)

le 4Ty s

Figure 7 : Boscia senegalensis (Capparaceae) ( Photo : African plants)

Noms locaux :
Haoussa : hanza
Zarma : heinza

Tamasheq : taedaent

1.2.2.1. Morphologie et répartition

Boscia senegalensis Lam. est un micro-phanérophyte de la famille des Capparaceae atteignant
3 a4 m de hauteur (Belem et al., 2017). C’est un arbuste polycaule, avec une cime arrondie et
dense. Son écorce est lisse et plus ou moins grumeleuse, gris-noiratre, a tranche jaunatre avec
rhytidome vert (Arbonnier, 2000). Les rameaux sont gris-brun et plus ou moins rubescents
(Arbonnier, 2000). Les feuilles coriaces sont alternes avec un limbe ovale, elliptique, long de 7
a 10 cm, large de 3 a 6 cm et avec une base arrondie ; le sommet de la feuille est arrondi ou
Iégerement échancré et mucroné, parfois en coin large mucroné (Belem et al., 2017). On note
7 a 10 nervures latérales blanchatres, saillantes sur le limbe, se réunissant par les sommets a 2
ou 3 mm de la marge. A I'état frais, toutes ces nervures sont translucides (Belem et al., 2017).
La face supérieure du limbe est glabre et la face inférieure souvent finement pubescente
veloutée avec un pétiole, court, atteint 3a 5 mm de longueur (Arbonnier, 2000). L’inflorescence
de B. senegalensis est une panicule terminale corymbiforme large de 5 a 8 cm (Ibrahim, 2020).
Les fleurs sont verdatres, larges de 8 a 9 mm, sans pétales mais avec 4 sépales pubescents
(Ibrahim, 2020). Les organes reproducteurs présentent 12 a 13 étamines longues de 6 mm et un
ovaire stipité au centre et les pédicelles, longs de 8 a 10 mm, sont pubescents (Ibrahim, 2020).
Une bractée filiforme, longue de 4 a 5 mm, se trouve a la base des ramifications du corymbe
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(Ibrahim, 2020). Les fruits sont des baies sphériques de 1 a 2 cm de diamétre en petites grappes,
avec un épicarpe verrupeux et feutré, vert puis jaune brun & maturité, contenant une pulpe
visqueuse dans laquelle sont noyées 1 a 4 graines qui sont d’une teinte verdatre a maturité
(Ibrahim, 2020). Espece soudano-zambézienne et sahélo-sindienne, B. senegalensis est
originaire des savanes du Sahel et du Sahara. Son aire de distribution comprend 1’Ethiopie, le
Soudan, le Tchad, le Niger, le Mali, la Mauritanie, le Sénégal, le Burkina Faso, la Cote d'lvoire,
le Nigeéria et le Cameroun la Somalie et le Kenya ; 1’ Algérie, la Guinée, le Ghana, le Togo, le

Beénin et la République centrafricaine et le Cap-Vert (Maroyi, 2019).

1.2.2.2. Usages médicinaux

Les différents organes de B. senegalensis sont utilisés dans diverses préparations contre de
nombreuses maladies. Ainsi, a Sokoto au Nord- Ouest du Nigeria une décoction des racines est
utilisées comme abortive(Adebisi & Alebiosu, 2014). En Ethiopie, les feuilles écrasées sont
utilisées contre les maux de téte (Lulekal et al., 2008). Chez les Dogons, au Mali, une décoction
des racines permet de guérir les plaies (Inngjerdingen et al., 2010). En Mauritanie, pour
combattre le Ver de Guinée (la filaire de Médine), on applique les feuilles fraiches écrasées
mélangées dans du beurre sur les plaies (Naegelé, 1958). Les feuilles fraiches en cataplasme,
servent aussi a guérir les enflures (Naegelé, 1958). Au soudan, les feuilles en usages externes
sont employées contre le rhumatisme (Musa et al., 2011). A ’Ouest du Kordofan, au Soudan,
les feuilles en infusion sont employées contre le prurit oculaire et méme comme tranquillisant
dans certaines formes de maladies mentales (Doka & Yagi, 2012). Au Niger, une décoction des
racines est uilisée dans le traitement de la drepanocytose (Issoufou et al., 2018). En Algérie,
une décoction des feuilles est utilisée contre les diarrhées sanguinolentes et fievre (Hammiche,
2006). Au Mali, les décoctions des feuilles sont utilisées dans les névralgies, les coliques et
contre la bilharziose puis, les racines constituent un remede contre la syphilis, les ulceres et la
jaunisse (Berge et al., 2005). Au Niger, la poudre des feuilles mélangée avec du sel, est utilisée
contre la bilharziose, ses racines en décoction sont vermifuges et sont utilisées contre la syphilis,
les ulceres, les enflures (Ibrahim, 2020). L’espéce est sollicitée pour soulager des maladies
comme les caries dentaires, la drépanocytose, le rhumatisme, les hémorroides (Jazy et al.,
2017). La décoction des fruits est utilisée contre les maladies affectant 1’appareil circulatoire et
celle des racines contre les maladies gynéco-obstétriques (Mounkaila et al., 2017). Dans la
région de I’ Azawagh, au Niger, une fumigation des écorces est utilisée en cas des hémorragies
aprés accouchement ; une infusion des feuilles est utilisée contre les maux de ventre, sinusites
et rhumatismes puis une décoction des racines est préconisee dans le traitement des diarrhées,

cedémes, eczéma et ictéres (Ikhiri et al., 2000).
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Les organes de B. senegalensis sont également utilisés dans la médecine traditionnelle
vétérinaire. Au Sénégal, le fruit est un purgatif pour les chameaux. Lorsqu'un chameau est
atteint de trypanosomiase, on pile les feuilles de B. senegalensis avec du tabac ; I'ensemble
additionné d'urine de brebis, est laissé macérer pendant une nuit (Vitouley, 2005). Le liquide
est ensuite administré a lI'animal par voie nasale (Vitouley, 2005). L'inhalation des feuilles
moulues constitue un décongestionnant pour les chevaux (Vitouley, 2005). Le broyat des
feuilles est utilisé comme insectifuge et insecticide en application sur les plaies des animaux
contre les mouches. Au Niger, les feuilles de B. senegalensis mélangées aux feuilles de
Nicotiana tabacuum L. et Cucumis prophetarum L. sont employées en médicine ethno
vétérinaire contre les helminthes et les tiques (Maroyi, 2019). Les differents usages en medecine

traditionnelle des organes de B. senegalensis sont resumeés dans le tableau I11.
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Tableau Il : usages en médecine traditionnelle des différents organes de B. senegalensis

Organes A Mode o
o Usages medicinaux ) ) Références
utilisés de préparation
(Adebisi &
Avortement )
Alebiosu, 2014)
) (Inngjerdingen et al.,
Plaies
2010)
o (Issoufou et al.,
Hematies .
_ Décoction 2018)
Racines
- o (Berge et al., 2005)
Syphilis, ulceres, jaunisse
Vermifuges, Enflures, Syphilis, ]
. (Ibrahim, 2020)
Ulcéres
Ictéres, Diarrhées, Eczéma, o
(Ikhiri et al., 2000)
(Edemes
Vers de Guinée, Enflures (Naegele, 1958)
Cataplasme
Rhumatisme (Musa et al., 2011)
i Prurit oculaire Doka & Yagi,
Feuilles o _ Infusion ( :
Tranquillisant (maladies mentales) 2012)
Diarrhées sanguinolentes, Fievres o (Hammiche, 2006)
_ _ ) _ Décoction
Névralgies, Coliques, Bilharziose (Berge et al., 2005)
Ecorces Hémorragies aprés accouchement ~ Fumigation (Ikhiri et al., 2000)

1.2.2.3. Etudes pharmacologiques

Plusieurs propriétés biologiques des extraits issus des organes de B. senegalensis ont été mises

en évidence dans des travaux scientifiques.

Les extraits éthanoliques des racines ont montré une activité antibactérienne contre

Staphylococcus aureus, avec une concentration bactericide minimale de 6 mg/mL (Temitope,

2015). Les extraits dichlorométhane des feuilles ont présenté des activités antifongiques contre

Cladosporium cucumerinum et Candida albicans a la concentration 100 pg/ L (Paulsen et al.,

2001). In vivo, les extraits hydro alcooliques des graines ont entrainé une activité anti

Moctar CHATBOU- Thése de Doctorat

18



hyperglycémiante a la dose de 250 mg/kg sur des souris (Sakine et al., 2011). Les extraits
méthanoliques des feuilles de B. senegalensis ont montré une activité antioxydante contre le
radicale DDPH (Clso = 3.539 + 0.258 pg /mL) (Vougat et al., 2015). Doumma et al. (2011) ont
évalue les effets insecticides des extraits aqueux sur les trois stades de développement (ceufs,
larves et adultes) de Callosobruchus maculatus, un insecte parasite de Vigna unguiculata. Les
extraits ont montré une activité insecticide a la concentration de 2 g/L apres 24 h. Les extraits
hydrométhanoliques des feuilles ont été testés pour leurs activités anti tumorales contre trois
lignées cellulaires humaines issues des seins (MCF7), du foie (HepG2) et du colon (HCT). Il
ressort que ces extraits possedent des effets anti tumorales sur les trois lignées cellulaires :
HepG2 (1Cso = 24.6 pg/mL), MCF7 (ICs0=22.5 pg/mL) et HCT (ICso = 40.3 pg/mL) (Elkhateeb
etal., 2019).

1.2.2.4. Etudes phytochimiques

Les organes de B. senegalensis renferment plusieurs composés chimiques dont certains ont été
isolés, c’est le cas de Rhamnocitrin-3-O-p-D-(6"-O-E-feruloyl)-glucopyranoside
(Bosenegaloside A) ; Rhamnocitrin-3-O-p-D-(6"-O-E-p-coumaroyl)-glucopyranoside;
Rhamnocitrin-3-O-B-D-glucopyranoside; 3,4,5-trimethoxyphenol-B-D-glucopyranoside;
Lasianthionoside A; 3,7-diméthyl-1-octene-3,6,7-triol-6-O-p-D-glucopyranoside; Syringine et
Austroside B issus des feuilles de B. senegalensis (Morgan et al., 2014). Les composés
suivants : acide caféique; Glucocapparine sulfate ; Benzoylglucarate ; acide coumarique
glucoside ; Quercetin-di-O-glucoside ; Quercetin-O-glucoside-O-rahmnoside ; Rhamentin-di-
O-glucoside ;  Quercetin-di-O-glucoside-O-rhamnoside ;  Rhamentin-di-O-glucoside-O-
rhmanoside ; Quercetin-di-O-benzoyl glucoside ; Rhamnocitrin-O-rutinoside ; Rhmanocitrin-
O-feruloyl glucoside O-glucoside ; Rhmanocitrin- O-coumaroyl ; Rhmanocitrin- O-
coumaroyl ; Rhmanocitrin-O- glucoside ont été également isolés des feuilles (Elkhateeb et al.,
2019). (A. M. A. Morgan et al., 2014) ont isolé des feuilles de B. senegalensis les lignanes
suivants :  4'-hydroxy-3,3',4,5,5'pentamethoxy-7,9":7',9-diepoxylignane;(+)-lariciresinol-9-O-
B-D-glucopyranoside; (+) lyoniresinol-3a-O-B-D-glucopyranoside; Lyoniresinol-3a-O-B-D-
glucopyranoside; Alangilignoside D. Les racines renferment des tanins; alcaloides;
saponosides ; stéroides et terpenoides ; flavonoides, quinones (Chaibou et al., 2020) et de
nombreux minéraux : Na ; K; Ca; Mg ; Zn; Fe; Pb; Cu; Mn et P (Temitope, 2015).
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1.2.3. Chrozophora brocchiana (Vis.) Schweinf (Euphorbiaceae)

Figure 8 : Chrozophora brocchiana (Euphorbiaceae) ( Photo : Mariod)

Noms locaux :

Haoussa : Damaigi

Zarma : Dorey

Tamasheq : Aflinjid

1.2.3.1. Morphologie et répartition

Chrozophora brocchiana, espéce végétale appartenant a la famille des Euphorbiaceae
renfermant 300 genres et pres de 7000 espéces (Govaerts, 2000) est une plante herbacée
arbustive monoique, atteignant 60 cm a 150 cm de haut ayant une racine pivotante trapue et trés
longue avec une tige ascendante, noueuse, fortement ramifiée a partir de la base, garnie de poils
étoiles blancs veloutés. Les feuilles sont alternes, simples ; stipules petites ; pétiole long ; limbe
anguleux-ovale a triangulaire-ovale, de 2,5-4 cm x 1,5-3 cm, base profondément cordée a 2
glandes, apex arrondi, bords ondulés, face supérieure légérement poilue, face inférieure
veloutée (Mariod, 2014). L’inflorescence est constituée d’une grappe axillaire condensée, a
fleurs méles situées en haut et fleurs femelles situées a la base. Les fleurs sont unisexuées,
réguliéres, 5-meéres ; calice a poils veloutés, pétales rouge foncé ; fleurs males a court pédicelle,
étamines jusqu'a 10, filets réunis en colonne ; fleurs femelles a pédicelle qui s'allonge chez le
fruit jusqu'a 6 mm, pétales plus petits que chez les fleurs males, ovaire supere, 3-loculaire, styles
3, fusionnés a la base, 2-fides a I'apex. Le fruit est une capsule 3-lobée d'environ 1 cm de long,

couverte de denses écailles stipitées, brillantes, blanches ou teintées de violet, a 3 graines.
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Graines ovoides, lisses, brun jaunatre, couvertes d'un arille mince, pale et brillant (Mariod,
2017). Le genre Chrozophora comprend 7-8 especes et est réparti en Afrique, en Europe
méridionale et en Asie. Chrozophora brocchiana pousse sur des sols sableux dans les régions
arides. Il donne de nouvelles pousses pendant toute la saison séche. Cette espece est présente
depuis le Cap-Vert et la Mauritanie jusqu'au Soudan, en passant par toute la région du Sahel ;
on la trouve également en Algérie, Ethiopie et en Egypte (Mariod, 2014).

1.2.3.2. Usages médicinaux

Les plantes de la famille Euphorbiaceae considérées comme des inhibiteurs de 1’ovulation sont
utilisées souvent comme contraceptifs (Adjanohoun et al., 1983). Les Euphorbiaceae sont
employeés en cas de maladies de la peau et des troubles digestifs (Mariod, 2014). Différentes
especes du genre Chrozophora sont fréquemment utilisées dans le traitement des maladies
infectieuses telle que la syphilis, la fievre typhoide et aussi des maladies liées au stress oxydatif
(Mariod, 2014). Chrozophora brocchiana est une espece qui est largement utilisée dans la
médecine traditionnelle africaine. Au Bénin, les feuilles séchées réduites en poudre se prennent
dans de ’eau pour traiter la diarrhée tandis que le suc des racines est utilisé en gouttes dans

I’oreille pour traiter les otites (Schmelzer, 2007).

Dans la région du Hoggar, au Mali et au Niger, la cendre de la plante entiere s’ applique sur les

plaies des humains et des dromadaires (Schmelzer, 2007).

Au Niger, dans la région de 1’ Ader, les Haoussas frictionnent les parties du corps affectées par
des points de coté avec des feuilles broyées (Lescot, 1972). Le décocté des feuilles en boisson
facilite I’accouchement (Lescot, 1972). Associé au décocté de feuilles de Combretum
glutinosum, de la plante entiére de Sida alba, ce décocté soigne la dysenterie (Adjanohoun et
al., 1985). Le suc des feuilles est employé en instillations oculaires contre les ophtalmies, le
décocté est réputé vermifuge (Baoua et al., 1974) et est employé comme un antiseptique des
plaies purulentes (Baoua et al., 1974). Cette plante a des vertus antidiarrhéiques et stabilisatrices
de grossesse. Les parties aériennes se prennent en décoction pour fortifier les meres allaitantes
et leurs enfants, ainsi que pour traiter la fiévre, les migraines et la dysenterie. Elle est utilisée
pour soigner les maux de ventre aussi bien chez 1’enfant que chez 1’adulte (Ikhiri et al., 2000),
de méme que les hémorroides (Mounkaila et al., 2017). La poudre de feuilles administrée par
voie orale soigne la diarrhée (Jazy et al., 2017). Dans la région de I’Azawagh, au Niger, le
maceré des feuilles associées aux ecorces de Commiphora africana et la tige de Balanites

aegyptiaca sont utilisés contre la toux (Ikhiri et al., 2000). Les feuilles associées a celles de
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Balanites aegyptiaca, de Maerua crassifolia et Cadaba glandulosa sont pilées et utilisées

contre la dyspepsie (Ikhiri et al., 2000). Le macéré des feuilles est utilisé¢ contre les cedémes,

maux de ventre et diarrhées. Une décoction des feuilles est utilisée contre la dysenterie et la

lepre (Ikhiri et al., 2000). Au Burkina Faso, la plante entiére est utilisée comme fortifiant

infantile et au Sénégal on I’utilise contre les dermatoses (Mariod, 2014). Les différents usages

en medecine traditionnelle de C. brocchiana sont rassemblés dans le tableau V.

Tableau IV : usages en medecine traditionnelle de Chrozophora brocchiana (Euphorbiaceae)

Organes utilisés Usages medicinaux Mode de préparation  Références
Diarrhées
Maux de ventre Macération o
] (Ikhiri et al.,
Dysenterie
. 2000)
Lepre
Feuilles (Edemes
Ophtalmie Suc
(Baoua et al.,
Vermifuge o 1974)
) Decoction
Plaies
) ) (Schmelzer,
Racines Otites Suc
2007)
) (Schmelzer,
Plaies Cendre
2007)
Fiévres
) Migraines (Ikhiri et al.,,
Plantes entieres )
Dysenterie 2000)
Maux de ventre Décoction
Dermatoses (Mariod, 2014)
) _ ) o (Mounkaila et
Parties aériennes  Hémorroides Décoction

al., 2017)
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1.2.3.3. Etudes pharmacologiques

Plusieurs investigations in vitro et in vivo ont permis de justifier scientifiguement certaines
utilisations dans la médecine traditionnelle. Les plantes du genre Chrozophora sont connues
pour leurs propriétés antifongiques (Mariod, 2014). Des extraits réalisés avec les différentes
parties de la plante Chrozophora brocchiana ont montré des propriétés pharmacologiques
significatives telles que des activités anti-cancérigéne, antioxydante, antiplasmodiale et
antidiabétique (Hawas, 2007). Les activités antimicrobiennes de la plante ont été mises en
évidence par des études in vitro sur des souches bactériennes : trois bactéries a Gram positif
(Bacillus cereus, Bacillus subtulis, Staphylococcus aureus) et trois bactéries & Gram négatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et Salmonella typhi) et deux souches fongiques
(Candida albicans et Aspergillus flavus). Les résultats de cette étude ont révélé les propriétés
antibactériennes et antifongiques des extraits de cette plante (Mariod, 2020). Les résultats de
I’étude réalisée in vivo, ont montré les propriétés hypoglycémiques des extraits aqueux de la
partie aérienne de la plante Chrozophora brocchiana, injectée a des rats. Les extraits de cette

plante possedent des propriéetés anti plasmodiales (Nassirou et al., 2015).

1.2.3.4. Etudes phytochimiques

Les multiples propriétés pharmacologiques de C. brocchiana sont dues a sa composition
chimique. Des feuilles, ont été isolées I’acide brocchlin carboxylique, le méthyle brocchlin
carboxylate, 1’acide gallique, le gallate de méthyle, le gallate d'éthyle, de I'acide éllagique, de
I'acide mono- et di-méthoxy ellagique, 1’apigénine et la lutéoline 7-O-glucoside (Hawas, 2007).
Les flavonoides suivants ont été isolés de la plante entiére de C. brocchiana : quercetine,
kaempferol, apigenine, quercetin-3 -rhamnoside, quercetin-3-O-rutinoside (Rutine),
Apigenin-7-Glucoside, Quercetin-3-O-glucoside, Quercetin-7-O-Glucoside, Kaempferol-3 —
Galactoside ; ainsi que les acides phénoliques : Acide Gallique, Acide Caféique et Acide
Chlorogenique (Emam, 2009). Les graines renferment 26,2% de protéine et 37-40% d’huiles
dont I’analyse de la composition a montré que l'acide linoléique est le principal composé, suivi
par l'acide palmitique, I'acide oléique et I'acide stéarique (Mariod, 2020). Les parties aériennes
renferment des acides organiques, 1’Acide Gallique, le Methylgallate, 1’Ethylgallate, 1’ Acide
Ellagique, I’ Acide monomethoxyellagique et le dimethoxyellagique, 1’ Apigenine, le Luteolin-
7-O-glucoside, des terpenoides, des flavonoides, des alcaloides, des coumarines et des tanins
(Mariod, 2014; Chaibou et al., 2020).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
Pour la réalisation de nos travaux, la méthodologie employée est divisée en deux (2) grands

groupes :

» les tests chimiques qui ont pour but de fournir les renseignements sur la composition
phytochimique des différents extraits des espéeces étudiées afin d’isoler et de caracteriser
les composés intéressants ;

» les tests biologiques qui ont pour but d’évaluer les propriétés pharmacologiques de ces

especes.

11.1. Matériel végétal

Les especes végétales ont été récoltées dans la région de Niamey (Niger) pendant le mois
d’Aout 2017 et I’identification a été faite au département de biologie de la faculté des sciences
et techniques de I’Université A. Moumouni de Niamey (Niger). Des specimens ont été déposés
dans un herbier au laboratoire Garba Mounkaila de 1’Université Abdou Moumouni sous les
numéros suivants B92 pour B. senegalensis et C18 pour C. brocchiana. Le champignon
Amanita amerivirosa a été récolté a Finistére (France) en Septembre 2021 et identifié a la
faculté de pharmacie de 1’Université Paris-Saclay (France). Dans le cadre de notre étude le
champignon Amanita amerivirosa, les racines de Boscia senegalensis et les parties aériennes
de Chrozophora brocchiana ont été utilisés. Ces organes ont été séparément lavés, séchés a
I’abri de la lumiéere a température ambiante pendant une semaine puis réduits en poudre grace
a un mortier et un pilon dans le cas de B. senegalensis et C. brocchiana. Le champignon quant

a lui, a été découpe en morceaux fins a I’aide d’une paire de ciseaux.

11.2. Extraction

Au total 750 grammes, 500 grammes et 200 grammes respectivement de racines de B.
senegalensis, champignon entier d’A.amerivirosa et la partie aérienne de C. brocchiana ont été
macérés pendant 24 heures dans un mélange dichlorométhane-méthanol (1 :1) a un ratio
drogue-solvant 1 :5. L’opération a été répétée trois (3) fois dans le but d’épuiser la maticre
vegétale par extraction de la quantité maximale de composes phytochimiques contenus dans
ces drogues. Les différents extraits ont été filtrés et concentrés grace a un rotavapor. Les extraits
obtenus ont été peses et conservés dans des ballons et tubes tarés pour les tests de caracterisation

chimique (isolement et identification structurale).
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I1. 3. Préparation des différents extraits par extractions successives

Dans cette partie, seules B. senegalensis et C. brocchiana sont concernées. Des extractions
successives par macération avec des solvants de polarités croissantes (Hexane,
Dichlorométhane, Acétate d’éthyle, Ethanol-Eau) ont été réalisées. Cent vingt grammes (120
g) de poudre végétale ont été introduits dans un ballon, préalablement pesé. Un litre (1 L) de
solvant est ajouté au ballon. Ce ballon a été maintenu pendant 24 heures a température
ambiante. Le contenu a été ensuite filtré sur papier filtre (Whatman N°3). Le marc obtenu a été
séché, pese et repris avec un autre solvant plus polaire. Les phases organiques et hydro
alcooliques ont alors été évaporées a sec. Les extraits ainsi obtenus ont été pesés et conservés
dans des ballons a température ambiante préts a étre utilisés pour les tests biologiques et

phytochimiques.

Le processus d’extraction est résumé dans 1a figure 9 ci-dessous.

120 g de drogue végeétale

Macération / Filtration Hexane

R ¥

- e

Extrait Mare

hexanique
J\ dichlorométhane
-
~ ,,/ "

Extl;:_lit Mare
dichloromeéthane

Acétate d’éthyle

Extrait acetafe
d’ethyle

Marc

| EtOH-Eau (70:30)

— ““—_\\

Marc

Figure 9 : diagramme des extractions successives
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Le calcul de rendement des extractions a été effectué par la formule suivante :

masse extrait sec x 100
Rendement (%) = (&)

masse poudre végétale (g)

11.4. Criblage phytochimique
Les différents extraits obtenus ont été soumis a un criblage afin de mettre en évidence les

différentes familles de composés phytochimiques présentes dans ces derniers. Les composés
recherchés sont les alcaloides, les tanins, les flavonoides, les saponosides, les quinones, les
stéroides et terpenoides. Ces tests de criblage phytochimique se sont réalisés grace aux
méthodes standards utilisant les réactions de coloration et précipitation.

> Mise en évidence des alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCI 1% a 1 mL de
chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie a 40°C, puis on divise chaque extrait en deux
volumes égaux. Dans le premier tube, on ajoute deux gouttes du réactif de Mayer qui donne un
précipité blanc en cas de réaction positive. Dans le second tube, on ajoute deux gouttes du
réactif de Dragendorff qui donne un précipité rouge-orangé en présence des alcaloides (Majob
et al., 2003).

> Mise en évidence des tanins

La détection des tanins a été faite, pour chaque extrait par I’ajout, dans un tube a essai de 5 mL
d’extrait et 1 mL de la solution aqueuse de FeCls diluée a 1%. En présence de tanins, il se
développe une coloration verdatre (tanins condensés) ou bleu-noiratre (tanins hydrolysables)
(Bruneton, 1999).

> Mise en évidence des flavonoides

Les flavonoides ont été identifiés par la réaction de la cyanidine : pour chaque extrait, un volume
de 5 mL d’extrait est mis dans un tube avec 5 mL d’alcool chlorhydrique (alcool a 95°, eau
distillée, acide chlorhydrique & volume égale), puis quelques copeaux de magnésium et 1 mL
d’alcool iso amylique sont ajoutés. L’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou
rose-violacée (flavonones) ou rouge (flavonols) au niveau du surnagent d’alcool iso amylique,

indique la présence d’un flavonoide libre (génine) (Belfekih et al., 2017).

» Mise en évidence des quinones
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Celle-ci a été realisée grace a la réaction de Bornstraégen. Pour chaque extrait, deux (2) mL ont
été évaporés a sec. Le résidu est trituré dans 5 mL d’acide chlorhydrique au 1/5. Le triturat est
versé dans un tube a essai et est porté ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres
refroidissement, il est extrait par 20 mL de chloroforme. Une solution de NaOH a 1% (0,5 mL)
a été ajoutée a la solution chloroformique. Une coloration rouge ou violette constitue le signe

de la présence de quinones (Oloyede, 2005)
» Mise en évidence des stéroides et terpenoides

Les stéroides et les terpenoides ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Pour chaque
extrait, on évapore a sec 5 mL. Le residu sec est repris avec 1 mL d’anhydride acétique puis 1
mL de chloroforme. Quelques gouttes d’acide sulfurique sont déposées au fond du tube
contenant 1’extrait. En cas de réaction positive, il se produit un anneau rouge brunatre ou violet

a la zone de contact des deux liquides (Békro et al., 2007)
» Mise en évidence des saponosides

A 5ml de chaque extrait on ajoute 10 ml de I’eau distillée, le tout est agité avec énergie en
position horizontale pendant 15 secondes. Le mélange est laissé au repos pendant 15 min. La
persistance de la mousse d’au moins 1 cm pendant 15 min indique la présence des saponines

(N’Guessan et al., 2009).

11.5. Méthode de dosage des composés phénoliques

» Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé suivant la méthode de (Singleton et al., 1999),
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Pour ce faire, les extraits ont été dilués dans le
méthanol a une concentration de 1 mg/mL. Cent microlitres (100 pL) des extraits dilués ont été
mis dans des tubes a essais, puis sont additionnés de 500 pL du réactif de Folin-Ciocalteu dilués
dix fois dans de I’eau distillée. Apres une incubation d’une heure a température ambiante, 2 mL
de carbonate de sodium (Na2COs) a 2 % sont ajoutés. Les tubes ont été ensuite agités et placés
aI’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. Les mémes étapes ont eté suivies pour
¢établir une gamme étalon (0 a 100 pug/mL) préparée a partir d’une solution mere d’acide gallique
(0,5 g/L). L’absorbance est mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible, a une
longueur d’onde de 760 nm. Les valeurs de I’absorbance de chaque concentration nous ont

permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (y = - 0,2003x + 1,2201 ; R? =
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0,9415). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent acide gallique par
milligramme d’extrait sec (mg EAG/mg d’extrait sec). Toutes les manipulations sont réalisées

en triple. Les teneurs en polyphénols totaux sont calculées par la formule suivante :

concentration acide gallique(mg/mL) X Volume d’extrait(mL)

T lyphénols =
eNeur polyphenols masse d’extrait(g)

» Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par la réaction de Dowd, selon la méthode
décrite par (Dehpour et al., 2009). A 500 pL de chaque extrait, ont été ajoutés 1500 pL de
méthanol a 95 %, 100 pL de AICIz a 10 %, 100 puL d’acétate de sodium 1 M et 2,8 mL d’eau
distillée. Le mélange a été agité puis incubé a I’obscurité et a la température ambiante pendant
30 min. Le blanc a été réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol a 95 % et
I’absorbance a été mesurée a 415 nm au spectrophotométre UV. Les résultats ont été exprimés
en mg équivalent quercétine/g extrait sec (mg EQ/g) en se référant a la courbe d’étalonnage de
la quercétine (y = - 0,3151x + 2,0881 ; Rz = 0,9791) avec une gamme de concentrations allant
de 0,4 mg/mL a 0,04 mg/mL. Les essais ont été répétés trois (3) fois. Les teneurs en flavonoides

sont calculées par la formule suivante :

concentration quercetine (mg/mL) X Volume d’extrait(mL)

Teneur flavonoides = -
masse d’extrait(g)

» Dosage des tanins condenseés

La teneur en tanins condenseés a été déterminée selon la méthode de Julkunen-Titto, décrite par
(Kouamé et al., 2021). Une quantité de 50 mL de chaque extrait a été ajoutée a 1500 pL de la
solution a 4% de vanilline dans le méthanol. Le mélange résultant est vigoureusement agité et
un volume de 750 pL d’acide chlorhydrique concentré y a été additionné. Le mélange obtenu
est laissé au repos pour réagir a température ambiante pendant 20 min. L’absorbance a été
mesurée a une longueur d’onde de 550 nm contre un blanc constitué de la solution a 4% de
vanilline dans le méthanol. Une solution meére d’acide tanique a été utilisée comme standard de
référence pour I’établissement de la courbe d’étalonnage (y = - 0,2325x + 1,3465 ; R2=0,9712)
et pour la quantification des teneurs en tanins condensés exprimés en milligramme équivalent
d’acide tanique par gramme d’extrait sec (mg EAT/g). Les essais ont été réalisés en triple pour
chaque extrait. La formule suivante est utilisée pour estimer les teneurs en tanins condensés des

extraits.
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concentration acide tanique (mg/mL) X Volume extrait(mL)

Teneur tanins condensés = .
masse extrait(g)

11.6. Analyse statistique des résultats

Le test t-student est utilisé pour comparer les efficacités des différents extraits et les solutions
témoins. Le test ANOVA est utilisé pour la comparaison des teneurs en composés phénoliques
des différents extraits. Toutes ces analyses statistiques ont été effectuées grace au Logiciel
XLSTAT 2017.02 incorporé dans EXCEL 16.4393. La significativité des différences est
appréciée a p <0,05.

11.7. Fractionnement et purification des extraits

Les extraits bruts ont été fractionnés par chromatographie flash (CombiFlashEZ) en utilisant
des parametres variés (gradient, débit, taille de colonne...) selon la quantité ou la nature de
matiere a fractionner. Les fractions semblables ont été regroupées par chromatographie sur
couche mince (CCM). La purification des fractions est réalisée grace a une CLHP-préparative
(1260 Infinity (Agilent) dont les conditions de mise au point varient en fonction du composé a

purifier (nature du composé, solubilité, quantité...).

11.8. Analyse LC-MS

Les analyses UPLC-ESI-HRMS sont effectuées grace a un systtme UPLC couplé a un
spectrométre de masse Agilent 6546, équipé d’une source électrospray (ESI) utilisé en mode
positif et d’un analyseur de type quadrupole-temps de vol (Q-TOF). La séparation est réalisée
par chromatographie a polarité phase inverse avec des colonnes analytiques octadécylsilylées
(C1s) protégées par des précolonnes avec un débit de 0.5 mL-min~! suivant un gradient de 1%
B & 100% B pendant 16 min (avec : A= H20 + 0.1% acide formique et B = Acetonitrile + 0.1%
acide formique). Les mesures sont effectuées de 100 a 1200 (valeurs de m/z). Les cing (5) ions
les plus intenses sont fragmentés avec une énergie de collision de 70eV. Les extraits solubilisés

dans le MeOH de concentration 1,5 mg/mL sont injectés avec un volume de 5 pL.

Les paramétres de source suivants ont été utilisés : tension du capillaire (3500 V) ; température
de la source (320°C) ; débit du gaz N2 (11 mL-mint). La purine CsHsNs [M+H] *ion (m/z
121.050873) et le hexakis (1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)-phosphazene CigHigF24N306P3
[M+H]" ion (m/z 922.009 798) sont les standards utilisés comme masses de calibrage.
L’acquisition et le traitement des données (spectres de masse et UV) se sont effectués a 1’aide

du logiciel MassHunter (Agilent). En plus de ce logiciel, d’autres logiciels et bases de données
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tels que le Dictionnary of Natural Products (DNP) ; Reaxys sont utilisés pour générer des

formules brutes.

11.9. Réalisation des réseaux moléculaires

Afin de se renseigner sur la diversité chimique de nos extraits et fractions, des réseaux
moléculaires (molecular network) ont été générés. Ces réseaux moléculaires permettent
d’ordonner, de visualiser et de mettre en évidence les interconnexions des différents composés
présents dans les extraits par 1’utilisation de leurs données LC-MS/MS (Nothias et al.., 2016).
La technique des réseaux moléculaires (molecular networking), est un outil innovant congu par
les groupes de Pieter C. Dorrestein et de Nuno Bandeira (Université de Californie, San Diego),
qui repose sur le postulat suivant : « les molécules structurellement proches partagent des voies
de fragmentations similaires en spectrométrie de masse conduisant a des fragments ou des
pertes de neutres en commun » (Nothias et al., 2015). Le réseau moléculaire ou réseau de
similarité spectrale est une approche bio-informatique innovante récente, qui permet de
comparer et d’organiser les spectres MS?2 expérimentaux, liés a la structure d’une molécule et
de les visualiser sous la forme d’une carte de similarité spectrale, mettant en lumiére 1’existence

de groupes spectraux ainsi que leurs degrés de similarité (Raheem et al., 2019).

Ainsi, dans les réseaux moléculaires, les spectres MS2 d’un jeu de données sont comparés deux
a deux par alignement spectral, puis un indice de corrélation, appelé similarité cosinus (cosine
score, CS) est attribué entre chaque paire de spectres. Les données sont simplifiées par la fusion
des spectres considérés comme identiques (MS-Cluster), puis 1’alignement spectral est effectué
sur chaque paire de spectre MS? sur la base des différences entre les valeurs des m/z et de leur
intensité relative. Deux spectres superposables de ce type ont un CS de 1, alors que deux
spectres sans ion ou perte de neutre commun ont un CS de 0. Autrement dit, une similarité
spectrale (ou indice cosine score noté CS) est attribuée entre chaque paire de spectre MS?
compareés. Cette valeur est comprise entre 0 et 1. Lorsque cette valeur est égale a 0, les deux
spectres n’ont aucun ion fragment en commun et lorsqu’elle est égale a 1, les deux structures
sont totalement identiques. Les spectres MS? des composés identiques sont alors fusionnés a
l'aide d’un algorithme MS-Cluster en un seul nceud ou spectre consensus. Les spectres ayant un
CS supérieur a une certaine valeur (typiguement 0,7) ont une forte similarité spectrale ; ils sont

alors considérés comme issus de la fragmentation de précurseurs chimiquement apparentés.
Genéralement, la similarité spectrale entre deux composés apparait lorsque le CS est supérieur

a 0,7 et qu’au moins six (6) ions fragments communs sont détectés (Nothias et al., 2015). Ce
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qui signifie que les deux composés ont une structure chimique proche. Ils sont alors regroupés
et représentés, sur le réseau, sous forme de nceuds liés entre eux au sein d’un cluster. Par la
suite, un alignement spectral est effectué, permettant des recherches de similarité méme lorsque
les masses des ions précurseurs ne sont pas identiques. Ces spectres, une fois organisés, sont
comparés a ceux des bases de données spectrales communautaires GNPS (Global Natural
Product Social molecular networking) ainsi qu’aux différentes bases de données spectrales
(MassBank, Metfrag, NAP...).

Pour ce faire, les données obtenues de I’analyse LC-MS/MS (extension « .d ») sont d’abord
converties en format universel « . mzXML » par le logiciel MSConvert (Yang et al., 2013).
Ensuite, ceux-ci sont soumis a un prétraitement via le logiciel MZMine2 qui a consisté a réduire
I’information qui correspond au bruit de fond, d’6ter les isotopes des massifs isotopiques, etc.
Ces données converties et traitées sont envoyées sur la plateforme GNPS (Global Natural
Product Social Molecular Networking) afin de les comparer aux spectres contenus dans cette
base de données. Contrairement aux parametres utiliseés dans MZmine2 qui étaient fonction des
échantillons, ceux utilisés sur GNPS pour générer les réseaux restent inchangés pour tous les
extraits (Precursor lon Mass Tolerance = 0.02 ; Fragment lon Mass Tolerance = 0.02 ; cosine
=0.6). DEREPLICATOR a été utilisé pour faire une annotation. La figure 10 représente le flux

de travail (workflow) lors de la réalisation des réseaux moléculaires.
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Figure 10 : flux de travail (worflow) pour la réalisation des réseaux moléculaires (molecular
networking) (Nothias et al., 2015).
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Enfin, les réseaux moléculaires générés peuvent étre visualises en ligne directement sur le site

du GNPS (http://gnps.ucsd.edu ) ou exportés dans un logiciel de visualisation tel que Cytoscape

(version 3.9.0) (Shannon et al., 2003). Dans Cytoscape, chaque spectre est représenté par un
nceud connecté par une liaison plus ou moins épaisse dépendant de la similitude des deux
spectres MS/MS entre eux suivant la valeur du cosine. La valeur du rapport m/z de I’ion pseudo-
moléculaire du composé est indiquée a I’intérieur de chaque nceud. Les spectres n’ayant aucune
correspondance avec d’autres spectres sont représentés par des nceuds reliés a eux-mémes
(Selfloop). Lors de la réalisation des réseaux moléculaires, une comparaison avec la base de
données spectrale du GNPS est réalisée. Ainsi, plusieurs correspondances peuvent étre
identifiées permettant par la suite une premiére approche structurale du cluster dans lequel

la molécule a été identifiée.

11.10. Tests anthelminthiques

Le test de I’efficacité anthelminthique in vitro a éteé utilise pour évaluer les activités des extraits
sur les vers adultes selon le protocole utilisé par Kaboré (2009) qui consiste a mettre en contact
les vers avec des solutions d’extraits de plantes a diverses concentrations avec quelques

modifications portant sur I’espéce de parasite et les concentrations choisies.

A partir de chaque extrait, une solution mére de 20 g/L a été préparée dans une solution normale
saline (0,9 % NaCl). Des solutions filles de concentration 1,25 g/L ; 2,5 g/L ; 5 g/L et 10 g/L
ont été obtenues par dilution de la solution mere dans la méme solution. Pour la référence, une
solution de 2 g/L préparée a partir du Lévamisole a servi de témoin positif tandis que le témoin
négatif est constitué par la solution normale saline. Dans ce milieu, les vers peuvent survivre

pendant sept jours.

Les doses a tester ont ¢té établies en fonction d’une étude bibliographique accompagnée
d’essais préliminaires. Les doses choisies se situent dans I’intervalle proposé par 1’étude

bibliographique.

Nous avons utilisé les vers adultes d’A. galli car ceux-ci sont proches d’A. lumbricoides vers
parasites de I’humain, du point de vue morphologique, biochimique (Walker, 2006) ainsi que
du point de vue phylogénique (Blaxter et al., 1998). (A. lumbricoides). Les vers issus des
intestins de pintade fraichement abattues, sont immédiatement récupérés et conservés dans du
PBS (phosphate buffer saline). Dix (10) vers adultes, en bonne motilité sont placés dans une
boite de pétri contenant 25 mL de solution (extraits ou témoins). Trois (3) lots ont été formés

comme suit :
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> le premier lot est constitué de la solution normale saline (0,9 % NaCl) qui sert de témoin
négatif ;

» le second lot est constitué de la solution de Lévamisole (2 g/L), anthelminthique de
reference, qui sert de témoin positif ;

> le troisieme lot est constitué des extraits de plantes a diverses concentrations (1,25 g/L ;
2,50/L;5¢g/Let10g/L).

L'inhibition de la motilité des vers adultes dans les solutions a été considérée comme critéere de
I’activité anthelminthique.

Pour chacune des solutions, la motilité des vers a été observée toutes les deux (2h) heures.
L’estimation de la mort des vers a été déterminée par 1’absence de mobilité pendant cinq (5)
secondes méme si le vers est secoué a I’aide d’une aiguille. Les vers considérés comme morts
sont replongés dans la solution PBS pendant 30 min pour confirmation. Le test a été répété trois
(3) fois pour chacune des concentrations des extraits. Au cours de ces tets, la temperature est
maintenue a 37°C.

Le taux de mortalité (TM) a été calculé pour chacune des concentrations des extraits en utilisant
la formule suivante :

nombre de vers morts X 100

Taux inhibiti %) =
aux inhibition (%) Nombre de vers présents dans NaCl (0,9%)
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Dans ce chapitre, nous dressons les résultats obtenus lors de nos différents essais. La
composition chimique des extraits a travers les analyses chromatographiques couplées a la
technique de deréplication par les réseaux moléculaires et la détermination structurale des
composés cibles isolés grace aux méthodes spectroscopiques y sont détaillées. Les potentialités
biologiques des extraits a 1’issu des tests vermicides sont également mentionnées. Une

discussion de chaque résultat est menée.

I11.1. Criblage phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique des extraits de B. senegalensis et C. brocchiana sont
consignés dans le tableau V. En ce qui concerne C. bocchiana, on constate que les tanins ; les
flavonoides sont présents dans les extraits hydro ethanoliques et acétate d’éthyle tandis que les
stéroides et les terpenoides sont présents dans les extraits hexane et dichlorométhane. Les
saponosides sont absents dans tous les extraits. Ces résultats se rapprochent de ceux de
(Nassirou et al., 2015) qui ont montré 1’absence des saponosides et quinones dans les extraits
éthanoliques totaux de C. brocchiana. Hawas (Hawas, 2007) a signalé la richesse en

flavonoides, stéroides et terpenoides des espéces du genre Chrozophora.

On constate I’absence des stéroides et des terpenoides dans les extraits hydro ethanoliques des
racines de B. senegalensis. Par contre, on note la presence des alcaloides, tanins, flavonoides,

saponosides et quinones.

Le criblage effectué a partir de I’extrait aqueux (Ikhiri & Boureima, 1992) ont montré I’absence
des tanins et flavonoides dans les racines de cette plante. Ces différences pourraient s’expliquer

par la nature du solvant utilisé (Koudoro et al., 2011).

La plupart des activités biologiques des plantes sont attribuées aux composés phenoliques, les

alcaloides et les terpenoides.
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Tableau V : criblage phytochimique des différents extraits

Espéces
végétales Extraits = Métabolites secondaires
(organes)
_ _ Steroides- _
Alcaloides Tanins  Flavonoides Saponosides Quinones
terpenoides
Mayer Dragendorff
. Hexane - - - - - + -
B. senegalensis
. DCM + + - - - + _
(racines)
AcOET - - + + - - -
EtOH-Eau
+ + + + + - +
(70 :30)
Hexane - - - - - + -
- - - - - + -
C. brocchiana DCM
. AcOET - - + + - - -
(parties
aériennes) EtOH-Eau
- - + + - - +
(70 :30)
Légende : DCM= dichoromethane ; ACOET= acetate d’ethyle, + = Presence ; - = absence
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I11.2. Teneurs en composés phénoliques

Les différentes teneurs en composés phénoliques sont inscrites dans le tableau VI.

Pour les extraits de C. brocchiana, les teneurs en polyphénols totaux varient de 1,13+0,03 mg
EAG/g a 3,04+0,01 mg EAG/g. Les extraits hexane et DCM de C. brocchiana renferment les
teneurs les plus élevées en polyphénols totaux. Les teneurs en flavonoides varient de 4,86+0,08
mg EQ/g a 5,97+0,02 mg EQ/g. Les extraits ACOET et hexane renferment les teneurs élevees
en flavonoides. Les teneurs en tanins condensés se situent entre 1,66+0,02 mg EAT/g et
3,16+£0,02 mg EAT/g. Les teneurs élevées en tanins condensés se retrouvent dans I’extrait

hexane et DCM.

Quant aux extraits de B. senegalensis, les teneurs en polyphénols totaux varient de 3,21+0,02
mg EAG/g a 5,67+0,01 mg EAG/g. Les extraits DCM et acétate d’éthyle sont les plus riches en
polyphénols. Les teneurs en flavonoides varient de 4,18+0,01 mg EQ/g a 6,57+0,07 mg EQ/g.
Les extraits EtOH-Eau (70:30) sont les plus riches en flavonoides. Les teneurs en tanins
condensés se situent entre 2,18+0,08 mg EAT/g et 5,48+0,03 mg EAT/g. Les extraits DCM et

ACOET sont les plus riches en tanins condenseés.

Les teneurs €levées en polyphénols totaux obtenues avec 1’acétate d’éthyle, le DCM et hexane
seraient dues a la méthode de fractionnement qui a donc permis une répartition des polyphénols
totaux dans toutes les fractions en concentrant le plus grand nombre dans ces fractions,
moyennement polaire et apolaires. Ces polyphénols pourraient étre donc majoritairement sous
forme de génines libres (Kouamé et al., 2021). Les teneurs en tanins condensés élevées dans
les extraits moyennent polaires et apolaires laisseraient suggeérer la richesse de ces deux especes
en tanins libres (Kouamé et al., 2021). Les teneurs élevées en flavonoides des extraits Ethanol-
Eau (70:30) de B. senegalensis s’expliqueraient par la richesse de cette espéce en flavonoides
glycosylés ( Morgan, 2015) tandis que ceux contenus dans C. brocchiana seraient des génines

libres si bien qu’ils se retrouvent concentrés dans hexane et ACOET (Kouamé et al., 2021).

Les teneurs en composés polyphénoliques obtenues avec les extraits de C. brocchiana sont
inférieures a celles obtenues par Rabiou et al., (Rabiou et al., 2019) qui ont obtenu des teneurs
de 260,05 + 0,07 mg EAG/g et 51,60 + 0,28 mg EQ/g avec les extraits aqueux de C. brocchiana.
Ces différences pourraient étre dues a la nature du sol, aux facteurs environnementaux de la

plante ainsi qu’aux solvants d’extraction (Trabelsi et al., 2010).

38
Moctar CHATBOU- Thése de Doctorat



Pendant nos tests, nous avons obtenu des teneurs en composés phénoliques non nulles dans les

extraits apolaires. Ceci pourrait étre lié a :

» la qualité de nos solvants, vu que nos solvants n’ont pas été séchés apres distillation,

des traces d’eau pourraient entrainer la variation de leur polarité. Les solvants n’ont pas

été séchés par manque de moyens (sulfate de magnésium...).

» la méthode de dosage (methodes spectrophotométriques), plusieurs auteurs ont critiqué
cette méthode (Elodie, 2012 et Moufida, 2019). En effet I’acide utilisé lors du dosage

aurait la particularité de libérer les pigments ayant la propriété d’absorber a 550 nm. En

plus, le méthanol engendrerait une coloration bleue susceptible de produire des faux

résultats.

» les composés phénoliques contenus dans nos extraits pourraient étre liés a des fibres ou

autres groupements lors de la biosynthése modifiant leur nature si bien qu’ils soient

extractibles par les solvants apolaires. L utilisation de I’acide sulfurique a permis de les

libérer par hydrolyse acide.

Tableau VI : teneurs en composés phénoliques des différents extraits

Espeéces Teneurs en Teneurs en
o ) Teneurs en )
vegetales ] polyphénols tanins
Extraits flavonoides )
(Organes) totaux condenseés
(mg EQ/Q)
(mg EAG/g) (mg EAT/g)
C. brocchiana  Hexane 3,04+0,01° 5,41+0,02°2 3,16+0,02°
(Parties DCM 2,18+0,01° 4,86+0,08"° 2,71+0,01°¢
aériennes) AcOET 1,13+0,03¢ 5,97+0,022 1,66+0,02 ¢
Ethanol-Eau
2,10+0,02° 5, 35+0,04% 2,80+0,04°¢
(70 :30)
Hexane 3,21+0,02 4,18+0,01 2,18+0,08
~ DCM 5,67+0,012 5,79+0,06° 5,480,032
B. senegalensis
) AcOET 5,51+0,03°2 5,66+0,01° 5, 33+0,06 2
(Racines)
Ethanol-Eau
4,61+0,01%° 6,57+0,07° 4,66+0,03°
(70 :30)

Les valeurs avec des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différentes

au seuil de p < 0,05.
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111.3. Etude phytochimique d’Amanita amerivirosa (Amanitaceae)
Les six (6) fractions obtenues aprés fractionnement de 1’extrait total ont permis de réaliser le

réseau moléculaire (figure 11) accessible sur :

http://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=70454h1320a54036aa2dbf8f551ab2cc.

L’analyse de ce réseau dégage deux (2) clusters intéressants dont 1’un porte un pic & m/z=

817,3544 (espece [M+H] *) qui n’a donné aucun hit sur le DNP et qui est proche de la
phalloidine. L’autre cluster, plus grand que le premier renferme un pic a m/z = 915,3766 (espéce
[M+H] ¥) qui est une virotoxine étant donné qu’il forme ce cluster avec la viroidine et la
viraisine. Dans cette étude un autre composé (m/z = 931,7 ; espéce [M+H] *) dont la formule
brute est différente de celle du composé a m/z = 915,3766 par un oxygene supplémentaire et
sans hit sur le DNP a été ciblé. Les composés ciblés apres I’analyse du réseau moléculaire sont

dans le tableau VI1.

Il est a noter que I’utilisation de DEREPLICATOR confrontant les spectres MS/MS
expérimentaux a des spectres MS/MS de peptides simulés in silico, identifie la premiére
molécule comme un dérivé de phallotoxine et les deux derniéres comme des dérivés de

virotoxine (Mohimani et al., 2016).

Tableau VII : composeés ciblés a partir de I’analyse des résaux moléculaires

Temps de Formule brute ) Nombre de
Valeur m/z o ) ) Score  Diff ppm _
rétention (min.)  proposée hits (DNP)
817,3544 2,51 C37H52Ns011S 99,09 0,73 0
915,3766 2,35 C3gHssN8O16S 99,51 0,03 0
931,704 7,06 C3gHssNgO17S 98,94 0,26 0
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Figure 11 : réseaux moléculaires realisés a partir des fractions d’A. amerivirosa
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111.3.1. Extraction, fractionnement et purification des composés 1-3.

Cinquante (50 g) d’extrait brut ont été soumis a une chromatographie flash et les tubes ont été
regroupés en six (6) fractions (A1-A6) selon leurs profils CCM. La fraction A6 (15g) riche en
composés ciblés, a été soumise a une chromatographie flash (colonne 120g Grace cartridges;
gradient DCM/MeOH (100 : 02 0 : 100) ; débit : 80 mL / min), six sous-fractions (A6.1-A6.6)
ont été obtenues parmi lesquelles la sous-fraction A6.3 (2 g) a été soumise a une purification
par CLHP-préparative (Colonne : SUNFIRE 4,6x150mm - 5um ; phase mobile : H,O+0.1%AF
/ ACN ; gradient 5-50% en 15 min) pour donner une sous-fraction A6.3.1 et les composés 1-
2. La fraction A6.3.1 (16 mg) a été purifiee par CLHP-préparative (Colonne : SUNFIRE
4,6x150mm - 5um ; phase mobile : H2O+0.1%AF / ACN ; gradient 15-35% en 15 min.) pour
donner le composé 3. Le diagramme de la figure 12 représente le récapitulatif d’isolement et

purification des composés 1-3.

111.3.2. Rendements des différentes extractions, fractionnement et purification
Le tableau VIII montre les differents rendements, les propiétés physiques (nature et couleur)
des extraits et fractions retenus le long de nos investigations. Le composé 2 est plus abondant

comparitivement aux composes 1 et 3.

Tableau VIII : propriétés physiques et rendements

Extrait ou fractions Nature physique  Couleur Rendements (%0)
Extrait brut DCM/MeOH  Amorphe Rougeatre 10

Fraction A6 Amorphe Brunatre 3

Sous fraction A6.3 Amorphe Brunatre 0,4

Sous fraction A6.3.1 Amorphe Brunatre 0,032

Composé 1 Amorphe Blanche 0,036

Composé 2 Amorphe Blanche 0,064

Composé 3 Amorphe Blanche 0,006

111.3.3. Détermination structurale du composé 1

Le composé 1 de nature amorphe et de couleur blanche avait pour formule brute C37Hs2NgO11S
(calculée pour 817,35490), basée sur un pic pseudo-moléculaire a m/z 817,35507 (espéce
[M+H] *). L’analyse du spectre RMN *H dans du DMSO-ds & 343 K a révélé sept résonances
de protons (on 3,88-4,85) qui correspondent aux protons-a de résidus d'acides aminés.
L’analyse détaillée des spectres COSY, TOCSY, HSQC et HMBC a indique la présence des

résidus d'acides aminés classiquement décrits chez les phallotoxines : Ala, y, 6-(OH)2 Leu, Val,
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Thr dihydroxylés, Pro y-hydroxylé et enfin des résidus Trp et Cys liés en un tryptathionine,

motif structural exclusivement rapporté chez les peptides bicycliques toxiques d’amanite.

Le degré élevé d’homogenéité de structure au sein du petit groupe chimique des phallotoxines
conduit & privilégier le mode d'assemblage de ces fragments comme proposé a la figure 13
(Walton, 2018). Les phallotoxines connues (au nombre de 7) présentent en effet une étendue
assez limitée de variations structurales avec seulement deux positions connues pour varier
jusgu'a présent appelées positions 4 (thréonine ou acide aspartique) et 5 (valine ou alanine), en

raison de leur ordre dans le précurseur linéaire.

Des preuves spectroscopiques ont été recherchées pour soutenir cette séquence déduite de
considérations biosynthétiques. La corrélation ROE entre le proton NH de Ala (61 7,88) a l'a-
aminoproton de Pro (6n 4,17) ont établi leur voisinage. De méme, 1’effet ROE entre 1'a-
aminoproton d'Ala (8n 3,87) et le proton amidique de Trp (6w 7,41) les reliaient, tout comme la
corrélation ROE entre 'a-aminoproton de Trp (61 4,83) et le proton amidique de Leu (oH 8.19).
Le lien entre Leu et Val a été suggéré par la corrélation ROE entre le a-aminoproton de Leu (OH
4,09) et le proton amidique de Val (8w 7,85). La connexion entre Thr et Val a été déduite de la
corrélation ROE entre le proton amidique et les protons a -amino de Thr au proton a -amino de
Val (6H 4,27). L'attachement de Cys et Thr a été obtenu de I’observation de la corrélation ROE
entre le proton amidique de Cys (61 7,66) et le proton a-amino de Thr (61 3,98). La liaison de
OH-Pro a Cys a été établie sur la base de la corrélation ROE du proton 8-méthylénique de OH-
Pro (8w 3,54/3,77) au a-aminoproton de Cys (61 4,79), complétant la séquence entiere du

composé 1 (figure 13) telle qu'elle était prévue par analogie avec les anciennes phallotoxines.
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Figure 12 : diagramme de purification des composés 1-3
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Spectre de masse du composé 1
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Figure 14 : spectre MS/MS du composé 1
Plusieurs fragments sont issus de la fragmentation du composé 1 comme I’indique la figure 14.

Ceux-ci correspondent a la perte d’un ou plusieurs acides aminés. On envisage les

fragmentations suivantes :

» picam/z =718,288 correspondrait a la perte de la valine ;

» pic am/z =644,2856 correspondrait a la perte simultanée de la proline et alanine ;

» pic a m/z = 545,2185 proviendrait de la perte de la proline, alanine et cysteine ;

» picam/z =444,1695 serait issu de la perte de la proline, alanine, cystéine et thréonine.

La figure 15 montre les fragmentations ci-dessus evisagées du composé 1
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Figure 15 : Fragmentations possibles de I’Ameriphalloidine
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111.3.4. Détermination structurale du composé 2

Le composé 2 (Figure 16) est également isolé sous forme de solide amorphe et de couleur
blanche, a m/z = 915,3769 (espece [M+H] *) de formule brute CsgHssNsO16S (calculée pour
915,37642). Le spectre HSQC édité, a permis 'observation de sept protons méthine (4< 6 <5)
laissant entendre que ce composé est un heptapeptide. L’étude approfondie des spectres RMN
'H et 13C a révélé l'identité de sept acides aminés, dont la plupart étaient compatibles avec les

constituants des virotoxines, facilitant I'élucidation structurale de ce compose.

Les expériences COSY et TOCSY ont facilement défini les acides aminés communs de la
virotoxine : Ala, 2-sulfonylméthylTrp, y, d-dihydroxyLeu, Val, Thr et Ser. Le dernier acide
aminé manquant devait correspondre a une proline qui s'avére étre commune a 1I’ensemble des
groupes structuraux de toxines d’amanite (amatoxines, phallotoxines et virotoxines) en lien

avec son implication présumeée dans la macrocyclisation de ces composes.

Quant a I'exemple spécifique des virotoxines, ce résidu de proline se présente constamment
sous la forme d'un dérivé 3,4-dihydroxylé (Pulman et al., 2016). Les signaux RMN H liés au
dernier résidu du compose n'étaient pas compatibles avec ceux d'une 3,4-dihydroxyproline
(Glawar et al., 2016; Taylor et al., 2005) pour ce qui est du composé 2, dans la mesure ou la
formule brute du composé impliquait que ce dernier résidu soit trihydroxylé. La séquence
COSY pour ce dernier acide aminé a déterminé un systeme de spin NH-CH-CH-CH: qui, en
lien avec le spectre HSQC, a déterminé un résidu acide polyoxamique de type 1,5-secoproline
B,y,6-trinydroxylé. Cette hypothése est renforcée par le bon accord entre les données RMN pour

ce résidu avec des acides polyoxamiques (Falentin et al., 1994).
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Figure 16 : Composeé 2 (Amériviroidine)
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Spectre de masse du composé 2
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Figure 17 : spectre MS/MS du composeé 2

Comme précédemment, des propositions de fragments issus de 1’amériviroidine ont été faites
(figure 18).

le pic a m/z= 770,3045 est d0 a la perte de la dihydroxyleucine ;
le pic a m/z=481,1747 est issu de la perte de le secoproline, threonine, serine et valine ;

le pic a m/z=410,1376 est I’association de la dihydroxyleucine et le du tryptophane ;

vV V VYV V

le pic a m/z= 237,0694 correspondrait au residu formé par la secoproline, la serine et la

threonine.
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Figure 18 : fragmentations possibles de I’ Amériviroidine
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111.3.5. Détermination structurale du composé 3

Le composé 3 (m/z = 931,3719 ; espéce [M+H] *), est aussi une virotoxine isolée sous forme

amorphe et de couleur blanche dont la formule brute est CsgHsgNgO17S (calculée pour

931,3721). La détermination de la structure de ce composé s’est avérée aisée en raison de la

similarité des déplacements chimiques RMN *H et **C au composé 2. La présence d’un oxygéne

de plus dans sa formule brute laisserait suggérer un groupement hydroxyle sur le troisieme acide

aminé ce qui conduirait a une Leucine trihydroxylée. En effet, ’apparition du signal on = 3,36

(2H, s) (composeé 3) et la disparition du signal on = 1,1 (s, 3H) (composé 2) correspondrait a la

substitution d’un H d’un groupe méthyle par un méthyléne hydroxylé. La structure du composé

3 est représentee a la figure 20.

Spectre de masse du composeé 3
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Figure 19 : spectre MS/MS du composé 3
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Le composé 3 étant aussi une virotoxine de propriétés chimiques similaires au composé 2, les

voies de fragmentations de ces deux composes sont tres proches d’ou 1’apparition de plusieurs

fragments identiques dans leurs deux spectres de masses.
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Figure 20 : composé 3 (Ameriviroisine)
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En effet, la séquence d'acides aminés de 1’amériphalloidine (Composé 1) est unique, car toutes
les phallotoxines signalées jusqu'a présent correspondaient soit a un peptide de type Ala-Trp-
Leu-Ala-Thr-Cys-Pro soit Ala-Trp-Leu-Val-Asp-Cys-Pro, les génes codant pour ces deux
éléments étant situés dans le génome d'A.phalloides (Pulman et al., 2016). Par conséquent, la
combinaison de Val et Thr est une caractéristique sans précédent dans les phallotoxines. A
I'inverse, la combinaison de Val et Thr est souvent signalée dans les virotoxines, qui sont
présumees dériver biosynthétiquement de précurseurs de la phallotoxine (Faulstich et al.,
1980). Le premier signalement d'une séquence Ala-Trp-Leu-Val-Thr-Cys-Pro dans le cadre
d'une phallotoxine a travers lI'exemple spécifique de 1I’ameriphalloidine est donc un précurseur

attendu sur le plan de la biosynthése.

Des considérations biosynthétiques conduisent a privilégier les configurations indiquées sur les
différentes structures de 1-3 par analogie a celles déja décrites. Nous souhaiterions toutefois
bénéficier de preuves d’ordre spectroscopique pour pouvoir établir plus fiablement encore la

configuration des différents carbones asymétriques de cette molécule.

Une approche communément retenue pour statuer sur les configurations des acides aminés
constitutifs d’un peptide déja connu consiste a réaliser son hydrolyse acide (HCI 6M, 110°C,
12 h) puis a soumettre les acides aminés isolés au réactif de Marfey pour obtenir des
diasteréoisomeres discriminables par LC-MS (Kim et al., 2018). La confrontation a des témoins

doit alors permettre de relier chaque acide aminé a une série énantiomeérique précise.

Cette derniére phase du travail, d’ordre configurationnel, est actuellement en cours de
réalisation au laboratoire de biomolécules, conception, isolement et synthese (BioCIS) de la
Faculté de Pharmacie de I’Université Paris-Saclay (France).

111.4. Etude phytochimique de Boscia senegalensis (Capparaceae)
L’extrait DCM-MeOH obtenu a partir des racines de B. senegalensis a été fractionné pour
obtenir 4 fractions (B1 - B4) dont les données issues de I’analyse LC-MS ont permis de

construire un réseau moléculaire (figure 21) accessible sur le lien suivant :

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=3babe94eb32c4a0aa74f32acc93c912d.

Dans ce réseau moléculaire, le nombre de matchs avec les bases de données de GNPS sont

faibles (2 matchs). Un cluster nous a paru intéressant, car il contient un composé de m/z =
436,223 (espéce [M+H] *) de formule brute C25H20N304 qui correspond, par chimiotaxonomie,
a la cadabicine qui est un alcaloide polyamine de type spermidine isolé de Cadaba farinosa,
Capparis decidua et Crataeva nurvala qui sont des especes de la méme famille (Capparaceae)
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gue B. senegalensis (Ahmad, et al., 1986). Les composeés avec les valeurs de m/z = 493,281 et
m/z = 535,2914 (tableau 1X) ont été ciblés d’une part a cause de leur forte dominance dans

I’extrait et d’autre part pour leurs faibles nombres de hits sur la base de données du DNP.

Tableau IX : composeés ciblés a partir des réseaux moléculaires de B. senegalenis

Valeur Temps de Formule  brute ) Nombre de hits
. ) ) Score  Diff ppm

m/z rétention (min.) proposée (DNP)

436,22 2,245 C2s5H29N304 98,73 0.61 6

493,281 15 C2sH36N4O4 99,18 1.03 2

535,2914 1,607 C30H38N40s 99,52 0.88 3

111.4.1. Extraction, fractionnement et purification des composés 4-5.

Une quantité de 60 g (3 X 20g) d’extraits bruts ont été soumis a une chromatographie flash
(colonne 120g Grace cartridges ; gradient DCM/MeOH (100 :0 a 0 :100) ; débit : 80mL / min)
dont les tubes ont été regroupés en quatre (4) fractions (B1 - B4) selon leurs profils CCM. Les
fractions B3 et B4 ont été retenues pour la suite de notre étude car elles sont riches en composés
ciblés. La fraction B3 (20g) a été soumise a une chromatographie flash (colonne 120g Grace
cartridges ; gradient DCM/MeOH (100 :0 a 0 :100) ; débit : 80mL / min), sept sous-fractions
(B3.1-B3.7) ont été obtenues parmi lesquelles la sous-fraction B3.5 (179) a été fractionnée dans
les mémes conditions que précédemment pour donner 15 sous-fractions (B3.5.1 - B3.5.15). Les
sous-fractions B3.5.9 (30 mg) et B3.5.10 (100 mg) ont été soumises a une purification par
CLHP-préparative (Colonne : SUNFIRE 4,6x150mm - 5um ; phase mobile : H>O+0.1%AF /
ACN ; gradient 5-50% en 15 min) pour donner le composé 4. La fraction B4 (25q) a été
fractionnée en sept sous fractions (B4.1-B4.7) par chromatographie flash. La sous fraction B4.4
(11g) a donné six (6) sous-fractions (B4.4.1-B4.4.6). Les sous-fractions B3.5.12 (100mg) et
B4.4.6 (200mg) ont été purifiées par CLHP-Préparative (Colonne : XSELECT 4,6x150mm -
5um ; phase mobile : H>O+0.1%AF / ACN ; gradient 5-70% en 15 min.) pour donner le
composé 5. Le diagramme ci-dessous représente le récapitulatif d’isolement et purification des

composés 4-5 (figure 22).
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Figure 21 : réseaux moléculaires réalisés a partir des fractions de B.senegalensis
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Figure 22 : diagramme de purification des composes 4-5
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111.4.2. Rendements des extractions, fractionnement et purifications

Les rendements des extractions (tableau X) varient en fonction du solvant d’extraction pour
chaque espece végétale. Les extraits EtOH-Eau (70:30) présentent le rendement le plus éleve
(68,95%). Les extraits DCM/MeOH (8%), DCM (6.2%), AcCOET (3.8%) et Hexane (3%) ont

les rendements les plus faibles. Le composé 4 est plus abondant que le composé 5.

Au cours de [D’extraction, les solvants diffusent dans le matériel végétal solide et
solubilisent les composés avec une polarité similaire (Mezouar et al., 2014) ceci pourrait laisser
croire a la richesse de nos extraits en composés polaires. Les extraits EtOH-Eau (70:30)
présentent les rendements les plus élevés (68.95%). L’ajout de I’eau a I’éthanol permet
d’accroitre la polarité de ce dernier et ainsi permettre davantage la solubilisation des composés

polaires (Trabelsi et al., 2010).

Tableau X : propriétés physiques et rendements

Extrait ou fractions  Nature physique  Couleur Rendements (%o)
Hexane Poudre Blanche 3
DCM Poudre Blanche 6,2
AcOET Poudre Verte 3,8
Ethanol-Eau (70 :30)  Amorphe Rouge 68,95
DCM / MeOH Amorphe Rouge 8
Fraction B3 Amorphe Brunatre 2,66
Sous fraction B3.5 Amorphe Brunatre 2,26
Sous fraction B3.5.9  Amorphe Blanche 0,06
Sous fraction B3.5.10 Amorphe Blanche 0,2
Sous fraction B3.5.12  Amorphe Brunatre 0,2
Fraction B4 Amorphe Blanche 3,33
Sous fraction B4.4 Amorphe Brunatre 1,46
Sous fraction B4.6 Amorphe Brunatre 0,4
Composeé 4 Amorphe Blanche 0,036
Composé 5 Amorphe Blanhe 0, 006
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111.4.3. Détermination structurale du composé 4
Le composé 4, de nature amorphe présente un ion pseudo-moléculaire a m/z = 535,2914 (espéce

[M+H] ) dont la formule brute correspond & CzoHssN4Os (calculée pour 535.2828) (figure 24).

A travers le réseau moléculaire réalisé a partir de B. senegalensis et sa formule brute, le
composé 4 serait un alcaloide polyamine. La structure de base des alcaloides polyamines est
caractérisée par la présence d’un macrocycle lactame formé par la combinaison d’une base qui
peut étre une spermidine (3 atomes d’azote) ou une spermine (4 atomes d’azote) avec un acide
cinnamique ou deérivés. La comparaison des données UPLC-ESI montre des fragmentations
similaires a celles de plusieurs alcaloides polyamines a savoir : la cadabicine isolée de Cadaba
farinosa (Capparaceae) (Ahmad et al., 1985)) ; Capparis spinosa (Capparaceae) (Fu et al.,
2007) et de la capparisine isolée de Capparis decidua (Capparaceae) (Ahmad et al., 1986).
Ceci laisse croire que le composé 4 est un alcaloide polyamine par chimiotaxonomie. La
présence de 4 atomes d’azote dans la formule brute du composé 4 laisse suggerer que ce dernier

est un alcaloide polyamine de type spermine.

L’interprétation des spectres RMN H et °C de ce composé s’est avérée difficile car il y a
chevauchement des signaux. Ce chevauchement est di a I’interconversion entre les isomeres
(E et Z) autour du groupement amide. Ce phénomeéne est également décrit par plusieurs auteurs
(Ahmad et al., 1983). La comparaison avec les données de la littérature a permis d’élucider la

structure du composé 4.

Les déplacements chimiques observés en RMN *H et *C sont proches de ceux de la
chaenorpine et dérivés (Zhang et al., 2008; Zhu et al., 1983). Des signaux specifiques ont été
observés. En effet, en séquence HSQC, les dn13 = 5,82 (6c13 = 121,2) et dH14 = 6,56 (Oc14 =
136,04) indiquent la présence des H oléfiniques. L’ existence d’un effet ROE entre les protons
H1s (6H13=5,82) et H14 (8H14=6,56) permet de déterminer la configuration relative Z de ces deux
protons oléfiniques. De méme, oH = 1,9 (8¢ = 21,1) est caracteristique d’un proton méthyle
(CH35) lié a un groupement acétyle. Ce qui est confirmé en HMBC par une corrélation entre dn
=1,9 (6c=21,07) et 5c=169,1 qui est le déplacement d’un carbonyle (C=0). Un effet ROE entre
OH = 1,9 et dH20 = 8,2 (6c = 125,3) permet de rattacher le groupement acétyle au noyau
benzénique portant le carbone 20 précisément sur le carbone C18 constituant 1’un des sites

susceptibles de porter un substituant au niveau de 1’oxygene.

Le carbone 1 (C1) est un centre chiral issu du couplage entre un résidu d’acide cinnamique et

un résidu 1,3-diaminopropane dont la configuration absolue est (S) dans la majorité des cas
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pour la plupart des composés de type chaenorpine (Dimitrov et al., 2001; Zhu et al., 1983). Le
composé 4 est le derivé 18-AcO-Chaenorpine. De plus, I’analyse du spectre MS/MS (figure 23)
révele des fragments déja décrits par (Tawil et al., 1989) pour les composes alcaloides

polyamines de type spermine.
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Figure 23 : spectre MS/MS du composé 4
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Figure 24 : composé 4 (18-AcO-chaenorpine)
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111.4.4. Détermination structurale du composé 5

Le composé 5, de nature amorphe présente un ion pseudo-moléculaire a m/z = 493,2810 (espéce
[M+H] ™) dont la formule brute est C2gH3sN4O4 (calculée pour 493,2707) (figure 25). L’analyse
du spectre de masse a suffi pour déterminer la structure de ce composé. Il s’agit de la
chaenorpine. La formule brute et la masse de ce composé donnent deux (2) hits sur

DNP correspondant a deux isomeres : la chaenorpine et 1’aphelandrine.

Pour distinguer ces deux composés, une approche biosynthétique associée a I’analyse du spectre
de masse aurait été nécessaire. Plusieurs voies biosynthétiques ont été envisagees (Forster et
al., 2016; Hashimoto et al., 1994; Bienz et al., 2002). Dans tous les cas, il s’agit du couplage
entre la spermine et un acide arylpropénoique (Stefan Bienz et al., 2002). En clair, dans la
chaenorpine cet acide est 1’acide cinnamique tandis que I’acide coumarique est le constituant
de I’aphelandrine. A partir de cette information, I’analyse du spectre de fragmentation du
composé 5 devient un outil efficace pour sa détermination structurale. Ainsi, la présence d’un
pic & m/z = 348,1249 qui est la prelandrine ; un précurseur selon le schéma de biosynthese
propose par Dimitrov et al. (Dimitrov et al., 2001) est un fragment issu de la perte d’un résidu
d’acide cinnamique (représenté par le pic a m/z = 143,04 ; C1oH;0") laissant croire que le

compose 5 est la chaenorpine.

De plus, les pics m/z = 479, m/z = 265, m/z = 251 et m/z = 198 sont caractéristiques de
I’aphélandrine et la chaenorpine. Spécifiquement le pic m/z = 198 est specifique a
I’aphélandrine (Dimitrov et al., 2001). L’absence de ce pic dans notre spectre de masse

confirme que nous sommes en présence de la chaenorpine.

En plus, la comparaison du spectre de masse du composé 5 a celui du composé 4 (18-AcO-
chaenorpine) révelent plusieurs fragments communs a ces deux composés. C’est d’ailleurs ce
qui les rapproche (méme cluster) dans le réseau moléculaire réalisé a partir des fractions de B.

senegalensis.
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Figure 26 : spectre de masse du composé 5
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L’analyse du spectre de masse des composés 4 et 5 révéle plusieurs pics correspondants a des

fragments dont les plus importants sont inscrits dans le tableau XI.

Tableau XI : fragments issus des composés 4 et 5.

m/z Formule brute

405,184 C2sH31N302

377,1441 C2s5H23N203

348,1232 C19H32N4O2 (Prélandrine)
332,492 C19H32N4O (Protoverbine)
322,1424 C18H18N40O>

291,0695 C16H25N302

265,086 C14H21N203

237,09 C13H19NO3

143,0488 C10H70 (Cinnamoyl)

En plus des propriétés chimiques des composés 4 et 5, une approche biosynthétique a été
sollicitée pour proposer les fragments issus de ces composés (figure 27). C’est le cas de la
protoverbine qui sous 1’action du cytochrome-P450 se transforme en prélandrine (Dimitrov, V.,
Geneste, H., Guggisberg, A. and Hesse, 2001).

Généralement, dans la chaenorpine, les groupements N (2) et N (6) sont susceptibles de porter
des substituants (Tawil, B. F., Zhu, J.-P., Plantini, U., & Hese, 1989). Les signaux o1 = 8,4 et
oH = 8,5 correspondants a des protons amines sont la preuve que le composé 4 ne porte pas de
substituants sur les groupements libres N (2) et N (6). Par ailleurs, le carbone C18 peut étre
substitué a travers I’oxygene 1ié a ce dernier. C’est I’exemple du 18-O-méthylchaenorpine isolé

des racines d’Aphelandra tetragona par Zhu et al.,(Zhu, J., Hesse, 1983).

La présence d’un groupe acétyle sur ce site et le manque de substituants sur les groupements N
(2) et N (6) sont évoqués pour la premiére fois. Ainsi, le dérive 18-AcO-chaenorpine (compose

4) est pour la premiere fois décrit a travers cette étude.

Il faut relever que les especes de la famille des capparaceae sont connues pour produire des
alcaloides polyamines de type spermidine (3 atomes d’azote) (Vigar Uddin Ahmad, Shoih Arif,
Aziz-ur-Rahman Amber, 1986). La chaenorpine serait ainsi décrite pour la premiere fois dans

I’espéce B. senegalensis.
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111.5. Etudes phytochimiques de Chrozophora brocchiana (Euphorbiaceae)
L’extrait DCM-MeOH obtenu a partir des parties aériennes de C. brocchiana a été fractionné
pour obtenir 5 fractions (C1 - C5) dont les données issues de I’analyse LC-MS ont permis de

construire un réseau moléeculaire (figure 28) accessible sur le lien suivant :

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=4a901d6fe2fe41f1b2596ff0f0fc83c3.

Dans ce réseau moléculaire, nous avons plusieurs zones. Trois clusters (A, B et C) ont été
analysés a cause de leurs compositions. Le cluster A contient un nceud portant 1’ion pseudo
moléculaire a m/z= 797.08 (espece [M+H] ™) qui d’aprés les résultats des recherches sur DNP
correspondrait par chimiotaxonomie a la 13-Hydroxyterracinolide B de formule brute
CagHs2018 qui est un composé isolé d’Euphorbia segatalis et Euphorbia terracina, deux
espéces de la famille des Euphorbiaceae a laquelle appartient C. brocchiana (Kablan et al.,
2020; Allard et al., 2016). Le cluster B et C renferment des nceuds qui ont des correspondances
avec les bases de données de GNPS a savoir la cosmosiine (m/z=433,11 ; espéce [M+H] *;
C21H20010), la luteolin-4'-O-glucoside (m/z= 449,10 ; espéce [M+H] * ; C2iH2011), la
quercetin-4'-O-glucoside (m/z= 465,10 ; espece [M+H] *; C21H20012) pour le cluster B. Dans le
cluster C, on retrouve la glycitine (m/z=447,12 ; espéce [M+H] *; C22H22010).

L’analyse du réseau moléculaire, montre que plusieurs composés ont été isolés de cette plante.
Compte tenu du nombre €elévé de correspondances avec les bases de données (GNPS et DNP)
et la nature des composeés renfermés dans ces clusters, la possibilité de trouver des composés

intéressants (composés nouveaux et aisément isolables) semble faible.
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Figure 28 : réseaux moléculaires realisés a partir des fractions de C. brocchiana
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111.6. Rendements des différentes extractions a partir de C. brocchiana

Le rendement le plus élevé est obtenu avec les extraits EtOH-Eau (70:30) (60%), suivi des
extraits Hexane (45%), DCM / MeOH (35 %), DCM (12,35%) et ACOET avec le plus faible
rendement (10%) (Tableau XI1I).

Tableau XI1 : propriétés physiques et rendements des différents extraits

Extraits Nature physique Couleur Rendements (%o)
Hexane Poudre Verte 45
DCM Pate Verte 12,35
AcOET Poudre Verte 10
Ethanol-Eau
Poudre Marron 60
(70 :30)
DCM / MeOH Pate Verte 35
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I11.7. Activités anthelminthiques
Les effets anthelminthiques des substances sont a chaque fois appréciés in vivo et/ou in vitro.

Pendant ce travail, nous avons opté pour les tests in vitro car ils permettent un criblage
standardisé des échantillons. Ils ont pour avantage d’étre reproductibles, peu couteux, sensibles
et fiables. Ils reposent sur I’hypothése d’un effet direct des métabolites secondaires sur les vers
et permettent de réaliser des études quantitatives (effet-dose) et qualitatives (Molan et al., 2000;
Terrill et al., 1994). Ces méthodes in vitro ont aussi I’avantage de permettre une analyse plus
aisée des composés impliqués que dans le cas d’études in vivo ou une métabolisation des
molécules en fonction des conditions rencontrées dans les divers organes digestifs est a
envisager (Manolaraki, 2011). Dans ces tests in vitro, les extraits de plantes sont directement
mis en contact avec les ceufs, les larves ou les vers adultes des parasites afin d’évaluer le pouvoir

inhibiteur sur 1’éclosion des ceufs, le pouvoir paralysant sur les larves ou les vers adultes

(Embeya, 2011; Okombe & Pongombo, 2013).

Dans la présente étude, nous avons utilisé plusieurs extraits de plantes ainsi que le Lévamisole

comme témoin positif.

Les résultats du test de I’activité anthelminthique des extraits des deux (2) plantes et des témoins
positif (Lévamisole) et négatif (solution normale saline 0,9 % NaCl) de référence sur les vers

adultes d’A.galli sont consignés sur les graphes de la figure 29 a la figure 32.

Les différents extraits et la solution de Lévamisole ont réduit significativement la motilité des
vers adultes comparés a la solution normale saline (0,9 % NaCl) (P<0.05). Une inhibition totale
(100%) a été observée avec la majorité des extraits avant 24h avec toutes les concentrations
testées. Les extraits hexane des deux plantes ont inhibé la motilité des vers aprés 24 h

d’exposition a la concentration de 1,25 g/L.

A la concentration de 10 g/L, les extraits DCM et ACOET des racines de B. senegalensis ont
provoqué une inhibition totale de la motilité des vers apres 6 h d’exposition. Les extraits EtOH-
Eau (70 :30) des racines de B. senegalensis, les extraits de DCM, AcOET, EtOH-Eau (70 :30)
des parties aériennes de C. brocchiana et les extraits EtOH-Eau (70 :30) de la combinaison des
deux plantes ont montré une inhibition totale de la motilité des vers apreés 10 h d’exposition a
ces différents extraits. Les extraits hexane des deux plantes ont inhibé la motilité des vers aprés
15 h d’exposition. Il ressort que les extraits DCM et ACOET des racines de B. senegalensis sont

plus actifs comparés aux autres extraits (P<0.05).
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Pour la concentration de 5 g/L, les extraits DCM et ACOET des racines de B. senegalensis ont
montré une inhibition totale de la motilité des vers aprés 9 h d’exposition. Les extraits EtOH-
Eau (70 :30) des racines de B. senegalensis, les extraits de DCM, AcOET, EtOH-Eau (70 :30)
des parties aeriennes de C. brocchiana et les extraits EtOH-Eau (70 :30) de la combinaison des
deux plantes ont montré une inhibition totale de la motilité des vers aprés 15 h d’exposition.

Les extraits hexane des deux plantes ont inhibé la motilité des vers apres 18 h d’exposition.

A la concentration de 2,5 g/L, les extraits DCM des deux plantes ont montré une inhibition
totale de la motilité des vers aprés 12 h d’exposition. Les extraits AcOET, EtOH-Eau (70 :30)
des deux plantes et les extraits EtOH-Eau (70 :30) de la combinaison des deux plantes ont
montré une inhibition totale de la motilité des vers aprés 18 h d’exposition. Les extraits hexane

des deux plantes ont inhibé la motilité des vers apres 20 h d’exposition.

A la concentration de 1,25 g/L, les extraits DCM, AcOET, EtOH-Eau (70 :30) des deux plantes
ont inhibé la motilité des vers aprés 15 h d’exposition. Les extraits EtOH-Eau (70 :30) de la
combinaison des deux plantes ont montré une inhibition totale de la motilité des vers aprés 19
h d’exposition. Les extraits hexane des deux plantes ont inhibé la motilité des vers apres 24 h

d’exposition.
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Figure 29 : diagramme du potentiel vermicide des différents extraits & C=10g/L
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Figure 30 : diagramme du potentiel vermicide des différents extraits a C=5g/L
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Figure 31 : diagramme du potentiel vermicide des différents extraits a C=2,5 g/L
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Figure 32 : diagramme du potentiel vermicide des différents extraits a C=1,25 g/L

Afin de comparer les potentialités de chaque extrait testé, les concentrations inhibitrices
medianes (Clsp) des différents extraits ont été calculées et consignées dans le tableau XI1I. Les

extraits DCM, AcOET de B. senegalensis sont les plus actifs avec des Clsg faibles.

Tableau XI1I : concentration inhibitrice médiane des différents extraits (Clso)

Extraits Clso (g/L)
Lévamisole 2g/L 1,102
B. Senegalensis DCM 1,542
B. Senegalensis ACOET 1,872
C. brocchiana DCM 2,95
C. brocchiana EtOH-Eau 3,14°
B. Senegalensis EtOH-Eau 3,74°
C. brocchiana AcOEt 3,80°
C. brocchiana Hexane 4,28°
Melange B. Senegalensis +C.broch EtOH-Eau  4,28°
B. Senegalensis Hexane 4,70¢
NaCl 0,9 % 8,21°

Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de p<0,05.
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La combinaison des extraits EtOH-Eau (70 :30) des deux (2) plantes, preparée dans les mémes
conditions dans notre laboratoire, que les extraits des plantes separées, s’est trouvée moins
active que les plantes seules. Cela pourrait étre expliqué par une inhibition entre les constituants
du mélange. Cette combinaison pourrait étre en faveur des composés qui inhibent ou

ralentissent les efficacités observées des especes prises individuellement.

Par ailleurs,des etudes ont montré que B. senegalensis est plus actif que Crataeva nurvala
(Capparaceae) qui a inhibé la motilité des vers adultes d’A.galli aprés 1h a la concentration de
25 g/L (Rajesh et al., 2011). Par contre, C. brocchiana est moins actif qu’Euphorbia ligularia
(Euphorbiaceae) qui a montré une activité nematocide contre les adultes d’A4.galli aprés 34

minutes d’exposition a la concentration de 10 g/L (Baheti et al., 2017).

Les activités observées avec les extraits de ces plantes peuvent étre liées a la présence des
flavonoides au vu des resultats du dosage des composés phenoliques. En effet, la teneur en
flavonoide des extraits DCM de chacune de ces plantes est plus importante. Cela peut étre lié a
une question de solublité des principes actifs. Ces fractions, par leurs natures polaires et semi
polaires peuvent renfermer de grandes quantités des composés ayant des activités
anthelminthiques comme les flavonoides (Sharma, 2014).

De nombreuses plantes contiennent des metabolites secondaires ayant une activité sur les

parasites comme les composés terpéniques et phénoliques.

Les composés phénoliques (flavonoides et tanins) peuvent perturber le métabolisme digestif en
inhibant la phosphorylation oxydative, ce qui provoque la mort du parasite (Kateregga et al.,
2014). Les tanins peuvent se lier a la cuticule d'A. galli et réduire sa flexibilité. Par consequent,
les parasites sont incapables de passer dans I'épithélium de I'h6te et sont éliminés de I'organisme
(Jain et al., 2013). Les tanins condensés se lient a la muqueuse intestinale du parasite et

provoquent une autolyse (Del Carmen Acevedo-Ramirez et al., 2019).

Quant aux composés terpéniques, ils peuvent entrainer une perturbation dans la polymérisation
de la tubuline (Jain et al., 2013) et provoquer une inflammation intestinale chez le parasite
(Borba et al., 2010). Certains triterpenes, provoguent une neurotoxicité chez A. galli en
interagissant avec le récepteur de la tyramine (Kaplan et al., 2014; Symeonidou et al. , 2018).
Les triterpénes peuvent, en raison de leur activité hormonale, détériorer le cycle de reproduction
d'A. galli (Acton, 2012; Ali et al., 2011; Van Krimpen et al., 2010).

73
Moctar CHATBOU- Thése de Doctorat



Les composés azotés comme les alcaloides peuvent avoir des effets anthelminthiques. Les
alcaloides affectent la mobilité des parasites en ciblant le récepteur de I'acétylcholine, entrainant
une paralysie (Wink, 2012). Les parasites paralysés sont ainsi éliminés de I'ndte par
péristaltisme (Symeonidou et al., 2018). lls causent la paralysie des helminthes en agissant sur
leur systeme nerveux (ldris et al., 2019; Roy et al., 2010). Ces composés peuvent provoquer la
génération de nitrates et réduire la quantité de sucre qui passe de I'estomac a l'intestin gréle,
entrainant des réactions deéfavorables aux conditions de développement des parasites
intestinaux (Borba et al., 2010).

Plusieurs composés isolés de ces plantes se sont retrouvés dans d’autres especes et leurs
activités vermicides ont été prouvées. C’est le cas de 1’acide caféique et I’acide coumarique

dans B. senegalensis et la rutine, I’acide gallique et I’acide chlorogénique dans C. brocchiana.

(Barrau et al., 2005), dans un essai bio guidé ont inhibé la motilité des vers parasites
(Haemoncus contortus) avec une préparation de rutine isolé d’Onobrychis viciifolia a la dose
de 1200 pg/mL. De méme, le kaempferol-3-O-glucoside isolé des feuilles de Gliricidia sepium
(2400 pg/mL) a inhibé le dégainement des larves de Haemoncus contortus (Von Son-de Fernex
etal., 2017). L’acide gallique (1000 pg/mL) isolé a partir de Caesalpinia coriaria a montré une
activité ovicide sur plusieurs parasites intestinaux chez le bétail (Garcia-hernandez et al., 2019).
(Castafieda-ramirez et al., 2019) ont évalué les propriétés vermicides des feuilles de Senegalia
gaumeri par essai bioguidé. Ils ont conclu que I’acide coumarique avait des propriétés
anthelminthiques. (Castillo-Mitre et al., 2017) ont isolé plusieurs dérivés d’acide caféique
d’Acacia cochliacantha. Apres, évaluation de leurs activités biologiques, il ressort que 1’acide
caféique et la quercétine (1 mg/L) étaient les plus actifs contre les vers parasites (Haemoncus
contortus). L’étude des potentialités vermicides de Tagetes filifolia a montré que 1’acide

chlorogénique était le principe actif (Jasso Diaz et al., 2017).

A travers cette démarche, il est possible de croire que les effets anthelminthiques observés a
partir de nos extraits seraient dus a la présence des composés ci-dessus cités dont les
potentialités biologiques ont été prouvees. Une corrélation entre notre étude et d’autres tests
pourraient expliquer les activités vermicides de nos extraits. 1l faut également noter que nos
extraits pourraient renfermer des composés inconnus qui seraient responsables des potentialités

anthelminthiques.
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Conclusion générale et perspectives
Au cours de ces travaux trois (3) espéces ont été etudiées dans le but de découvrir de nouvelles
molécules dont deux plantes superieures et un champignon. Il s’agit des plantes B. senegalensis,

C. brocchiana et du champignon A. amerivirosa.

Le criblage chimique des extraits de B. senegalensis et C. brocchiana a révélé la présence de
plusieurs familles de métabolites secondaires. Les alcaloides, les tanins, les flavonoides, les
quinones, les saponosides, les stéroides et terpenoides ont été détectés dans les extraits de B.
senegalensis. Les alcaloides et les saponosides sont absents dans les extraits de C. brocchiana.

Ces plantes sont riches en composés phénoliques.

L’étude d’Amanita amerivirosa a conduit a 1’isolement de trois (3) nouvelles toxines
appartenant aux groupes de phallotoxines (amériphalloidine (1)) et de virotoxines

(amériviroidine (2) et amériviroisine (3)).

L’étude de Boscia senegalensis a permis d’isoler deux alcaloides dont la 18-AcO-chaenorpine
(composé 4) nouvellement décrit a notre connaissance. Le second composé est la chaenorpine

(composé 5) décrit pour la premiére fois dans B. senegalensis.

Au vu du nombre élevé de matchs avec les bases de données du GNPS, nous n’avons pas insisté
sur ’etude de C. brocchiana car les chances de trouver des nouvelles molécules semblent

faibles dans cette espece.

L’évaluation des propriétés anthelminthiques des extraits Hexane, DCM, AcOET et EtOH-Eau
de B. senegalensis et C. brocchiana ont permis de mettre en évidence leurs activités vermicides.
Tous les extraits testés ont montré un effet nématocide sur les vers adultes d’A. galli. Cependant

les extraits DCM, AcOET de B. senegalensis sont les plus actifs.
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A travers les conclusions de cette étude nous pouvons dégager un certain nombre de

perspectives, a savoir :

>

tester les composés isolés d’A. amerivirosa et B. senegalensis (composé 1-5) pour des
activités biologiques (cytotoxicité, antiparasitaire) ;

confirmer 1’innocuité des extraits et des composés isolés d’A. amerivirosa et B.
senegalensis (composé 1-5) par une évaluation de la toxicité chronique ;

étendre les investigations sur d’autres especes utilisées en médecine traditionnelle issues
de la pharmacopée au Niger et/ou ailleurs ;

mener des tests in vivo afin de confirmer les propriétés vermicides de nos extraits ;
¢laborer des phytomédicaments améliorés conformement aux directives de ’OMS,

efficaces et accessibles a I’usage humain et/ou vétérinaire.
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Annexes

Annexe 1 : les spectres RMN 1D et 2D des composés isolés
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Figure 33 : spectre RMN H (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériphalloidine

by MC23AVT6-b-DMS0-3mm-Pierre-Moctar-BioCis-22122021 13 (13C) DMS0 699MHz X
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Figure 34 : spectre RMN 3C (DMSO, 699 MHz) de I’Amériphalloidine
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Figure 35 : corrélation COSY (*H/*H) de I’ Amériphalloidine (DMSO, 599MHz)
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Figure 36 : corrélation HSQC (*H/*3C) de I’ Amériphalloidine (DMSO, 699MHz)
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Figure 37 : corrélation HMBC (*H/*3C) de I’ Amériphalloidine (DMSO, 699MHz)
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Figure 38 : corrélation ROESY (*H/*H) de I’ Amériphalloidine (DMSO, 699MHz)
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Figure 39 : spectre RMN H (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine

b MC23AVTS-b-DMS0-3mm-Pierre-Moctar-BioCis 13 (13C) DMS0 699MHz X

" i TS R R | T N TR | l TR (W

N T 1

Ly ) B [ e O L B Y I B B B
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ]

Figure 40 : spectre RMN 3C (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine
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Figure 41 : corrélation COSY (*H/*H) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine
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Figure 42 : corrélation HSQC (*H/*C) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine
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Figure 43 : corrélation HMBC (*H/*3C) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine
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Figure 44 : corrélation ROESY (*H/*H) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroidine
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Figure 45 : spectre RMN H (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Figure 46 : spectre RMN 3C (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Figure 47 : corrélation COSY (*H/*H) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Figure 48 : corrélation HMBC (*H/*C) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Figure 49 : corrélation HMBC (*H/*3C) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Figure 50 : corrélation ROESY (*H/*H) (DMSO, 699 MHz) de I’ Amériviroisine
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Tableau XIV : déplacements chimiques *H et **C d’amériphalloidine (1)

1 (Amériphalloidine)

Position 5H, mult. (J in HZ) oc
Al
NH 7.87 (ov.)
o 3.87 (1H, quint, d, 6.9) o 49.0
B 0.88 (3H, d, 6.9) B 15.5
Trp
NH 7.41(1H, d, 9.3)
o 4.83 (1H, ddd, 11.9, 9.3, 5.5) o 52.2
B 3.33 (1H, dd, 15.2, 5.6) B 28.0
3.28 (1H, dd, 15.2, 11.9)
Cc=0 171.7
NH1 11.02 (1H.s)
2 2 125.5
3 3 115.5
4 7.56 (1H, br d, 8.0) 4 119.3
5 6.96 (1H, td, 7.6, 0.8) 5 118.1
6 7.12 (1H, td, 7.6, 0.8) 6 121.8
7 7.24 (1H, d, 8.2) 7 110.3
8 8 136.3
9 9 126.7
(OH)2-Leu
NH 8.19 (1H, br d, 5.6)
o 4.09 (1H, g, 5.6) o 52.2
B 1.72 (1H, dd, 15.2, 5.5) B 39.2
1.57 (1H, m)
Y v 70.9
) 3.11 (1H, d. 12.0) ) 68.2
3.18, ov
) 0.97 (3H, s) ) 24.4
C=0 172.4
Val
NH 7.8, ov.
a 4.28 (1H,t, 7.0) o 58.0
B 1.97 (1H, hept, 7.0) B 30.0
Y 0.93 (3H, d, 6.9) Y 18.1
Y 0.91 (3H, d, 6.9) Y 18.3
C=0 172.0
Thr
NH 8.11 (1H, d, 7.4)
o 4.00 (1H, dd, 7.4, 3.4) o 59.1
B 423 (1H, ..) B 64.5
Y 1.12 (3H, d, 6.5) Y 20.0
C=0 169.4
Cys
NH 7.64 (1H, d, 7.4)
o 4.79 (1H....) o 49.0
B 3.45 (1H, dd, 13.6, 3.9) B 37.2
3.19, ov
C=0 169.4
OH-Pro
o 417 (1H, dd, 9.4, 6.4) o 60.9
B 2.32 (1H, m) B 36.1
1.87 (1H, dt, 13.0, 5.5)
Y 4.37 (1H, quint, 4.5) y 68.5
) 3.77 (1H, dd, 10.3, 5.1) ) 54.1
3.55 (1H, dd, 10.3, 3.9)
C=0 170.9
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Tableau XV : déplacements chimiques *H et °C d’amériviroidine (2) et amériviroisine (3)

2 (Amériviroidine)

3(Ameériviroisine)

Position on, mult. (J in Hz) oc ON on, mult. (J in Hz) oc ON
Ala
NH 7.83 (1H. d. 6.2) 122.3 7.85 (1H. d. 6.4) 122.4
A 3.96 (1H, m) 48.9 3.97 (1H. quint., 7.1) 48.8
B 0.86 (3H.d. 7.2) 16.2 0.90 (3H.d. 7.1) 16.1
C=0 171. 171.6
Trp
NH 7.78. (1H. d. 6.7) 114.4 7.82 (1H. d. 7.2) 114.5
A 4.43 (1H, m) 54.4 4.43 (1H, m) 54.3
B 3.68 (1H. m) 25.4 3.69 (d. 14.2) 25.2
3.31(1H. m) 3.33 (dd. 14.2. 10.2)
C=0 170. 170.2
NH1 11.10 (1H.s) n.d.
2 129. 129.9
3 116. 116.5
4 7.73 (1H. d. 8.2) 120. 7.73 (1H. d. 8.3) 120.4
5 7.15 (1H.t. 7.6) 120. 7.16 (1H.t. 7.3) 120.0
6 7.30 (1H. t, 7.8) 124. 7.30 (1H. t, 8.1) 124.8
7 7.45 (1H. d. 8.2) 112. 7.46 (1H. d. 8.3) 112.3
8 135. 135.8
9 126. 126.9
Leu
NH 7.87 (1H. d. 5.8) 117.0 7.91 (1H. d. 5.9) 117.3
o 4.21 (1H, m) 51.2 4.30 (1H. a. 5.7 50.4
B 1.97 (1H.dd. 15.3.4.7) 395 2.05(1H.dd. 15.5.4.8) 35.7
1.90 (1H. dd. 15.3. 7.8) 1.91 (1H. dd. 15.5. 7.2)
v 714 73.2
d 3.25(1H. d. 12.0) 68.8 3.41 (1H. d. 10.8) 65.0
3.30 (1H, d, 12.0) 3.38 (1H, d, 10.8)
) 1.10 (3H. s) 24.4 3.36 (2H. s) 64.4
C=0 172. 172.3
Val
NH 7.66, (1H, d, 7.1) 112.5 7.67 (1H. d. 7.6) 112.6
o 4.19 (1H.t. 7.1) 59.0 4.20 (1H.t. 7.0) 59.0
B 2.05 (1H, hept, 7.0) 29.9 2.06 (1H, hent, 6.9) 29.7
Y 0.94 (3H. d. 6.8) 17.6 0.96 (3H, d. 6.9) 18.0
v 0.93 (3H. d. 6.8 18.5 0.93 (3H. d. 6.9) 18.7
C=0 171. 171.1
Thr
NH 8.00 (1H. d. 8.3) 113.2 8.02 (1H. d. 8.3) 113.1
o 4.23 (1H. m) 58.2 4.24 (1H, m) 58.2
B 412 (1H.dd. 6.2, 3.2) 65.8 4.12 (1H. m) 65.8
Y 1.07 (3H. d. 6.4) 19.2 1.07 (3H, d. 6.4) 19.1
C=0 170. 170.4
Ser
NH 7.73 (1H. d. 6.8) 113.2 7.72 (1H, d. 6.6) 113.2
o 4.24 (1H. m) 56.5 4.26 (ov.) 56.2
B 3.67. ov. 60.9 3.69 (ov.) 60.8
3.61(1H.dd. 11.2,5.0) 3.63 (1H. dd. 11.1, 5.1)
C=0 170. 170.0
(OH)s-
NH 7.68 (1H. d. 8.0 114.4 7.65 (1H. d. 8.1) 114.4
o 4.39 (1H. t, 7.3) 55.8 4.40 (1H.t, 7.1) 55.6
B 3.88(1H.dd.6.2,2.0) 70.0 3.87 (1H.dd. 6.7. 2.0) 70.0
d 3.45 (2H. m) 62.5 3.47 (2H. m) 62.5
C=0 170. 170.0
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Tableau XVI : déplacements chimiques *H et **C du 18-AcO-chaenorpine (4) et la
chaenorpine

Composé 4 : 18-AcO-Chaenorpine Chaenorpine
N° OH dc13 OH dc
1 423 551 4.22 (dd, J = 3.9, 3.9 Hz) 58.1
2(NH-2) 8.4
3 326 48.2 a: 3.20 (ddd, J=11.1, 7.7, 3.1 Hz); b: 3.06- 475
2.99 (m)
4 1.7 27.1 a: 1.94-1.87 (m): b: 1.84-1.74 (m) 28.6
5 300 453 ﬁ2§.30-3.25 (m); b: 3.09 (J = 12.6, 7.3, 3.3 517
6 (NH-6) 8.5
7 33 48.06 a: 3.06-2.99 (m) ; b: 2.94 (ddd, J = 12.0, 6.0, 499
6.0 Hz)
8 1.5 24.54 a: 1.94-1.87 (m); b: 1.66-1.60 (m) 26.3
9 157 275 a: 1.61-1.58 (m); b: 1.40-1.33 (m) 28.3
10 305 4758 a: 3.65 (ddd, J = 14.4, 8.9, 6.1 Hz); b: 3.06- 509
2.99 (m)
11 - -
12 - 169.1 -- 171.3
13 5.8 121.25 5.93(d,J=12.8 Hz) 121
14 6.56 136.21 6.43 (d,J=12.8 Hz) 134.1
15 - 127.08 -- 128.1
16 7.1 127.14 6.92 (dd, J=8.5, 2.2 Hz) 129.8
17 6.7 11538  6.88(d, J=8.3 Hz) 118.1
18 - 157.5 -- 151.2
19 - 130.2 -- 144.3
20 8.2 125.3 7.15(J =2.2Hz) 119.8
21 - - -- 158.6
22 - 157.9
23 7.2 132.04  6.94 (d, J = 8.6 Hz) 117.7
24 6.8 126.06 7.29 (d, J=8.9 Hz) 128.4
25 - 130.5 -- 134.6
26 6.8 126.06 7.29 (d, J=8.9 Hz) 117.7
27 7.2 132.04  6.94 (d, J = 8.6 Hz) 128.4
a: 2.83 (dd, J = 14.3, 3.7 Hz); b: 2.75 (dd,
28 2.78  36.7 143 4_0( H?) ) (dd, 59
29 - 169.4
30(NH-30) 8.5 -
31 3.3 48.98
32 1.7 27.74
33 2.9 37.08
OCOCH3 1.9 21.1
OCOCH3 - 169.9
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