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INTRODUCTION-PROBLEMATIQUE-HYPOTHESES

L’asthme est une pathologie respiratoire dans lsua plupart du temps, un sujet se
sensibilise a des agents congénitaux prédispogtatteurs héréditaires) ou a des agents
extérieurs favorisants (allergenes, pollens, ahai@, etc). Elle se caractérise par des
difficultés respiratoires survenant par crisesjaldes dans le temps et qui sont réversibles
spontanément ou sous l'effet d'un traiteméAtivenier etal., 1987).C’est un blocage

respiratoire survenant par crises a la suite dé@mécissement des bronches lié a une

hypersensibilité bronchiqueCette pathologie est définie comme " un problerieique
caractérisé par une réponse exagérée de la trathi@s bronches a une variété de stirhuli
(Beasley etal., 2000). Il se manifeste par une géne respiratoire, une ri§esp une
hyperventilation, une respiration sifflante, uoex, etc...

C’est une affection classique observée généraleaazt des sédentaires. L'exercice physique,
sous certaines conditions, peut entrainer une dgispnéique ou paroxystique: on parle alors
de bronchospasme induit par I'exercice ou BIE. &le de I'exercice dans ce phénomene n’est
toutefois pas facile a clarifier. En effet, il elfficile de préciser si I'exercice intervient esmt
gue révélateur ou bien en tant que facteur aggtavae maladie asthmatique latente ou
patente. De cette difficulté, découle, sans dolgedouble langage dans la terminologie
actuellement utilisée: asthme induit par I'effo&IE) lorsque I'exercice est révélateur d’'un
asthme patent; bronchospasme induit par I'exef@te€) lorsque I'exercice est a I'origine d’un
asthme latent. Par ailleurs, la terminologie w#isemble étre liée a la nature des sujets, I'AIE
étant plus utilisée chez les sujets non-sportife BIE chez les sujets sportifs.

L’Asthme Induit par I'Effort (AIE) se caractérigmr I'inhalation d’un grand volume d’air au
cours des efforts physiques intenses et soutenosas3iste alors a un bronchospasme
résultant de la contraction et du rétrécissementugscles lisses bronchiques, manifestations
de l'asthme d’effort. Ce bronchospasme provoqualitainution du diameétre des voies
aeériennes augmentant une reésistance transitoire vdess aériennes. Il entraine des
symptémes que sont I'apparition d’un souffle colatoux, une respiration sifflante, quelques
minutes apres le début de I'effort.

D’apres Weiler (1996), le diagnostic de I'AIE ésit sur une chute d’au moins 10 a 15 % du
volume d'expiration maximal forcé en une second&M$®). La survenue des difficultés
respiratoires entraine notamment des genes quemeettent pas aux sportifs de bien mener a

bout I'activité physique et diminuant ainsi leurfoemance.
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La prévalence de I'AIE augmente malgré les traiteimantiasthmatiques, médicamenteux de
plus en plus performants (Nystadadt, 2000). Un environnement agressif (pollution), une
sédentarité et une obésité accrues, ou a I'inuanseactivité physique exagérée, participent a
cette augmentation de prévalence. Elle est estuleéé a 20% au niveau de la population
occidentale générale (Wilber &t, 2000) et de 11 a 55% au niveau de la populatosujets
sportifs (Haby etl., 1995; Rundell eal., 2000 ; Medelli etl., 2006). Une étude réalisée par
Haby etal. (1995) a montré jusqu'a 40% d’AlE chez des enfardyant aucun symptéme
d’asthme. Selon les travaux de Kippelenakt(2003), I'exposition prolongée a I'air froid
et/ou sec, au méme titre que I'hyperventilationsdan environnement chargé d’allergenes
et/ou polluants, semblent jouer un réle majeur dansléveloppement de cette affection
respiratoire. Une étude réalisée en Afrique, paatéra etal. (2004) chez des handballeuses
ivoiriennes a estimé la prévalence de I'AIE a 1€¥hez des jeunes sud-africains, Terblanche
et al. (1990) ont évalué la prévalence de 'AIE a 4,09%saqu’une autre étude menée sur
des jeunes kényans urbains par Ng'angfaal. (1997) a estimé la prévalence de I'AIE a
21,3%.

Au Bénin, Messametal. (2008) ont exprimé la prévalence du BIE a 35% aeszbasketteurs.
Meétodakou (2008) a présenté une prévalence de BE®des enfants exposeés a la pollution
automobile. Une étude récente menée par Médjigli2@i@O) chez des étudiants de I'INJEPS
révéle une prévalence du bronchospasme de 19%.

Il apparait alors clairement que I'AIE constitue probleme pathologique tres préoccupant
dans les pays en développement.

Le traitement de I'AIE est fait par le salbutam@ENTOLINE®) qui soulage la plupart du
temps le sportif. Selon Jaci (2004), 'asthme egowrd’hui une maladie qui se soigne trés
bien. Plus il est repéré tot, plus les séquelleansdimitées.

Dans les pays en voie de développement, les presl@a médicament se posent en terme
d’insuffisances quantitative, qualitative et d’assibilité économique (Zohoun et Flénon,
1997). Les conséquences sont la désertion ou ludrgation tardive des formations
sanitaires par les populations. Celles-ci, fontveoti recours a la médecine traditionnelle.

En Afrique, la médecine traditionnelle fait parii@égrante du patrimoine culturel des
populations, encore promu, solidement gardé en mémet observé a travers les
comportements des uns et des autres. Pres de 8@fdeulation I'utilise pour résoudre les
problémes de santé primaires. La plupart des dagsias I'ont mis a contribution pour leur

besoin de santé en l'incluant dans leur systénsad (OMS, 2002).
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Au Bénin, il est bien établi que le médicamenteast probleme préoccupant surtout a cause
de la faiblesse des ressources économiques dekfpops, limitant ainsi I'achat des produits
pharmaceutiques. Plusieurs maladies sont traitgeRpnédecine traditionnelle ; au nombre
de celles-ci, est cité I'asthme, répertorié darss dffections les plus fréequentes au Bénin
(Zohoun et FIénon, 1997).

Pour les médicaments dits conventionnels, en musut faible accessibilité, leur usage n’est
pas encore rentré dans le réflexe des maladesness zarales. Depuis plusieurs décennies, les
populations africaines ont recours aux différeplestes pour traiter les maladies et une large
proportion de la population mondiale utilise degparations a base de plantes dans le
traitement des maladies (Marstenal, 1993). A I'heure actuelle I'efficacité de plugie de
ces plantes n'est plus a démontrer. La proxintitéaecessibilité des plantes, mais surtout
leur efficacité dans les différents traitements papport aux produits pharmaceutiques
constituent les raisons majeures qui sous-tendsrg Btude.

Aux quatre coins du monde, décideurs politiquesfgssionnels de la santé et grand public
s’interrogent sur linnocuité, l'efficacité, la diité, la disponibilité, la préservation et le
développement futur de ce type de soins de sartS(2002). C’est ainsi que dans le cadre
de sa stratégie et plan d’action pour 2002-20@\IS avait proposé d’aider les pays pauvres
a:

> intégrer les aspects pertinents de la médecindtitracelle dans les systemes
nationaux de soins de santé en formulant des quodis nationales en matiere de
meédecine traditionnelle et en mettant en ceuvre plegrammes de sa mise en
pratique;

» promouvoir linnocuité, l'efficacité et la qualitédes pratiques en médecine
traditionnelle en donnant des orientations suntasnes en matiere de réglementation
et d’assurance qualité ;

» améliorer I'acceés a la médecine traditionnelleagtendre plus abordable, promouvoir
I'usage rationnel de la médecine traditionnelle.

Par une approche pluridisciplinaire s’appuyantlausocio-anthropologie, I'ethnobotanique
et les interviews aupres des paysans, sages mligmatde la médecine béninoise, nous avons
identifié au Bénin, trois espéces veégeétales quet sdimamomum meleguetaN°
AA6374/HNA), Citrus aurantifolia (N° AA6375/HNB) et Sterculia setigera (N°
AA6376/HNB), connues pour leurs vertus médicinales
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L’extrait aqueux du mélang&framomum meleguef@itrus aurantifoliaet celui deSterculia
setigerasont utilisés par la population, entre autressdanraitement de I'asthme.

Dans le milieu sportif ou certains sportifs se Went confronter lors d’exercices intensifs a
des difficultés ventilatoires, nous nous sommescdmosé la question de savoir si
'administration de ces extraits de plantes ne g@oupas retarder ou réduire I'apparition du
bronchospasme induit par I'exercice?

Pour répondre a cette question, les objectifs astsvsont fixés:

OBJECTIFS
Objectif Général

L’objectif général de cette étude est d'évaluantitété antiasthmatique des extraits aqueux
du mélangéAframomum melegueta-Citrus aurantifoide Sterculia setigeraur I'asthme

induit par 'effort.

Objectifs spécifiques

- Effectuer des récoltes et préparer des extraitewaqudu meélangeAframomum
melegueta- Citrus aurentifioliaet deSterculia setigera

- Déterminer les grands groupes chimiques des extrait

- Evaluer la toxicité des extraits, et déterminer bbsses létales (Bk) et les
concentrations létales (GJ) des extraits aqueux,

- Déterminer l'activité anti-inflammatoire, antitugsiet bronchodilatatrice des extraits,

- Déterminer la prévalence de I'Asthme d’effort clex sportifs,

- Evaluer I'effet des extraits sur quelques paramsétentillatoires chez les sportifs,

- Déterminer l'effet des extraits aqueux sur le talexla protéine C réactive (CRP)

chez les sportifs.

Les hypotheses suivantes ont été formulées:

HYPOTHESES
- L’extrait aqueux du mélangAframomum meleguef@itrus aurantifoliaet celui de
Sterculia setigeracontiennent des composés chimiques actifs dontptepriétés

biologiques pourraient étre mises a profit dartsaitgement de I'asthme.
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- Les deux extraits possedent des activités ardrmhatoires et antitussives.

- Les deux extraits sont sans danger pour les adesces.

- Les deux extraits aqueux ont un effet antiasthraatisur la contraction des muscles
lisses des voies respiratoires.

- L’administration de ces deux extraits de plantpeusse le seuil d’intensité ou I'effort
devient difficilement supportable par le sportiffdit des troubles respiratoires.

- L’administration de ces deux extraits de planteiitde taux de protéines C réactives

chez les sportifs.
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GENERALITES
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I- RAPPELS SUR LA PHYSIOLOGIE DE LA RESPIRATION

La respiration de I'hnomme est, au niveau de l'orgamjsume ventilation pulmonaire. Au
niveau tissulaire, c'est un échange nutritif de ga#re un tissu liquide (le sang) et l'air
pulmonaire (au niveau des poumons) ainsi que lesligaous dans la lymphe interstitielle (au
niveau des tissus). Enfin, la respiration est emdatilisation ou le rejet de ces gaz nutritifs
par chacune des cellules de I'organisme.

La respiration est une fonction qui, habituellemamtomatique, peut étre conduite de fagon
contr6lée. Elle constitue une des interfaces extti@ités spontanée ou volontaire.

La respiration représente également une interfatiee el'intérieur et I'extérieur (son
mouvement se déploie en profondeur mais restel@isié I'extérieur; I'air échangé circule
entre un espace interne et I'espace extérieurg &l en interaction permanente avec les
postures et les mobilités quotidiennes du corpseetet d’assurer une physiologie d’ordre
cellulaire. C’est aussi une interface entre uneoacimusculaire et le relachement, entre

tonicité et détente...etc.

I-1- LA MECANIQUE VENTILATOIRE

La fonction premiere du systéme ventilatoire estedmuveler de I'air alvéolaire. D’un point
de vue mécanique, le fonctionnement de la vertitatest relativement simple. Il est
nécessaire de générer une force d’origine museutaiffisante pour vaincre les résistances
qui s’opposent a I'écoulement des gaz puis de pénena I'oxygéne de I'air ambiant de
pénétrer dans le sang veineux et au gaz carbodiguesortir (Préfaut, 1985). Les poumons
et le thorax sont les deux éléments qui composerdysteme respiratoire. Le thorax est
composé de deux parties : une partie osseuse guefta cage thoracique et une paroi
musculo-aponévrotique.

L’ensemble des mouvements générés par une codattirdiaictivités musculaires constitue la
ventilation pulmonaire.

L’air se déplace d'une région de haute pressiors ware région de basse pression. Ce
mouvement d'air s'effectue selon la résistance desduits aériens liée aux pressions
atmosphérique et alvéolaire. Entre chaque cycl@irasire survient un équilibre des
pressions qui empéche momentanément le mouvementaide La ventilation est un
processus entierement mécanique entrainant destioas de volume, de pression et un
écoulement des gaz.

La ventilation pulmonaire fait intervenir deux phas l'inspiration et I'expiration.
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[-1-1-L’inspiration

C’est un processus actif qui entraine la contractii@s muscles inspiratoiresors de
I'inspiration, I'air entre dans les poumons viackvité nasale puis la trachée et le dioxygéne
(Oy) contenu dans l'air passe a travers la paroi de&okes pulmonaires. Il se fixe alors dans
les capillaires sanguins directement sur les glesbubuges (hématies) et a l'inverse, 1e,CO
dissous dans le plasma sanguin passe dans lensensei du sang vers l'air pulmonaire pour
étre expulsé par I'expiration (West, 2003).

Le sang alors oxygéné est ainsi transporté dansdiable du corps (organes puis cellules)
par les arteres grace a la circulation sanguine.nfeau des cellules, il se produit la
respiration cellulaire ou I'@est consomme et le G@roduit est rejeté a I'extérieur.

La phase inspiratoire est donc une phase actipouhgpage de l'air par les poumons. Elle met
en jeu la contraction de muscles intercostaux gbsudu diaphragme sous l'influence du
nerf phrénique. Ce qui fait que la coupole diaphraiigue s’abaisse, refoulant les organes de
'abdomen vers le bas pour induire une augmentationolume des poumons. Les muscles
intercostaux externes se contractent pour entrd@éntrorax vers le haut et vers l'avant. En
augmentant de volume, la paroi du thorax s’écagtéadsurface du poumon pour provoquer
une diminution de la pression intra pleurale. Céésse permet une augmentation de la
pression transpulmonaire. La dilatation des pounestgesponsable d’une augmentation de
la taille des alvéoles pulmonaires et de la badsea pression alvéolaire. La pression
atmosphérique devient alors supérieure et favatmec I'entrée d’air dans les poumons
(Figure 1). A la fin de cette phase, il y a un nouvel équililopg s’établit entre les deux

pressions. Il n'y a plus de mouvement d’air.

[-1-2-L’expiration

La phase expiratoire met en jeu un relachementrdextles intercostaux et l'air est chasseé
des poumons. Le CQproduit est dissous dans le plasma sanguin eheésioé vers les
poumons par la circulation sanguine veineuse pwareXpulsé.

C’est un mécanisme passif qui ne nécessite pas eobfimapiration une force musculaire
lorsque lindividu est au repos, en position deulbttis dorsal. La force musculaire que
génere l'expiration correspond au retour élastiquesystéme respiratoire vers sa position
d’équilibre. Ces forces ont pour but de ramenesylgéme a un volume plus petit avec une

force d’autant plus importante que le volume pulaim aura été augmenté lors de
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linspiration. Les forces résistantes a I'expiratisont représentées par les voies aériennes et
l'inertie du systéme.

Ainsi, lorsque les neurones inspiratoires ne dégvdrplus, le retour élastique du systeme va
entrainer une diminution du volume pulmonaire e¢ @ugmentation de la pression intra
pulmonaire. Cette derniére deviendra supérieur@ @réssion atmosphérique et I'air sortira
des poumons (West, 2003). Cependant, dans destiomsdnon physiologiques, comme
I'exercice physique, les volumes d’air sont beaycpluis importants.

Un simple phénomene passif n'est plus suffisargutdint plus que la pression intra pleurale

peut descendre a —30 mmHg pendant I'exercice. dizctéon du volume des poumons dépend

alors d'un phénomene actif de contraction des negsgbdominaux et intercostaux internes
(Figure 1).

INSPIRATION EXPIRATION

Figure 1: La radiographie de face de la cage thoraciquagiant d'apprécier les phases de
la respiration (West, 2003).

[-2- LA REGULATION DE LA VENTILATION PULMONAIRE

Le renouvellement continuel et régulier de I'awréalaire confere a la ventilation pulmonaire
un caractere rythmique. Des cycles respiratoiresuseedent périodiquement et présentent
alternativement une phase inspiratoire et une pbkapeatoire dans lesquelles les muscles

respiratoires se contractent et se relachent. Lietima d'une ventilation pulmonaire implique
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donc I'excitation cyclique des muscles respirasopar leur nerf moteur. Ce contréle nerveux,

organisé en boucle de rétroaction négafiigure 2), trouve son origine dans des réseaux de
neurones situés dans le tronc cérébral: ce sontldges respiratoires.

Le cortex cérébral peut dominer l'activité de cestres lorsqu'un contrdle volontaire est

nécessaire. Les centres respiratoires recoivemtegrent des informations provenant de

différents capteurs et, en retour, envoient deslisipns aux muscles respiratoires.

CONTROLEUR
CENTRAL
Pont, bulbe
Aes régions du cervea
Entréed’air Sortie d'air
CAPTEUR S EFFECTEURS
S T A
Chémorécepteurs, Muscles respiratoires

Poumons et autres récepteurs

Figure 2 : Eléments de base du systeme du contrble respeatdinformation provenant des
différents capteurs alimente le contréleur centialsignal de sortie de celui-ci se rend aux
muscles respiratoires et leur fait modifier la vatibn: cette ventilation annule les
perturbations qui ont agi sur les capteurs. Omsi aine boucle de rétroaction négative (West,
2003).

[-3- EXPLORATION FONCTIONNELLE RESPIRATOIRE

L’exploration fonctionnelle respiratoire (EFR) pextrde mesurer les volumes et les débits
pulmonaires caractéristiques de la respiratiore &t un outil indispensable dans le dépistage

et la surveillance d’anomalie de la fonction vexttire (Perdrix et Maitre, 2001).
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[-3-1- Mesure des volumes pulmonaires

La mesure des volumes pulmonaires qu’un individut peobiliser, se réalise au cours d’un
examen spirométrique. La respiration de repos, renappelée volume courant (le volume
d’air inspiré ou expiré au cours d'un cycle ventilee normal) est un volume dynamique
variable selon l'intensité d’'un exercice et la piosi dans laquelle la mesure est réalisée
(debout ou assise). En pratique, I'évolution devoume en fonction du temps permet
d’obtenir la courbe volume-temps. En ramenant lleime a I'unité de temps, on obtient un
débit moyen. Les modifications du volume couransifgent entre deux positions définissant
la capacité vitale (CV). La capacité vitale corasph au volume maximal qu’'un sujet peut
mobiliser. Elle représente donc la variation deuwwd enregistrée entre les positions
d’inspiration compléte et d’expiration compléte.

En spirométrie lente, la mesure de ce volume pefaise de plusieurs manieres. Apres avoir
vidé au maximum ses poumons, le sujet réalise ns@ration lente et compléte. La mesure
obtenue correspond a la capacité vitale inspit@@\Vin). La manceuvre inverse peut étre
également réalisée et I'on obtient la mesure dealzacité vitale expiratoire (G¥). Trois
essais sont habituellement nécessaires pour détariai CV dans la mesure ou deux d’entre
elles sont reproductibles a 5% (Préfaut, 1985)CMapeut étre également mesurée au cours
d’'une manceuvre forcée. Cette capacité vitale fo(€2éF) correspond au volume dair
expiré, de la position d’inspiration compléte aleal’expiration compléte. Le volume d’air
maximum expiré a la premiére seconde lors de la @¥F appelé Volume Expiratoire
Maximal par Seconde (VEMS). L’index reflétant legde d’obstruction est le rapport VEMS
sur CV appelé rapport de Tiffeneau (Tiffeneau el 1948). En milieu clinique, le VEMS
et le rapport VEMS/CV sont révélateurs de troutdetitatoire obstructif ou d’asthme, s'ils
sont respectivement inférieurs & 80% et 70% des leailleurs théoriques.

I-3-2- Mesure des débits pulmonaires

Par convention, les deébits pulmonaires moyens guoesurés lors d’'une manceuvre
d’expiration forcée. Il est demandé au sujet deflgpson thorax au maximum puis de vider
ses poumons le plus rapidement de maniére conghummpléte. Les débits maximaux
instantanés peuvent étre mesurés sur tous lesspteria courbe, mais par convention, quatre
sont retenus : le débit expiratoire de pointe (D&R¢s débits a 75, 50, 25% de la capacité
vitale (Fry et Hyatt, 1960). Le DEP reflete le ditne des voies aériennes centrales et la force

exercée par les muscles expiratoires. Il diminugsdas troubles ventilatoires obstructifs et
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restrictifs. Les DEM50% et DEM25% et DEMM25%-75%rpettent d’explorer les petites
voies aériennes.

En regle générale, lorsque surviennent des difBsulespiratoires comme le bronchospasme
ou l'asthme, le diagnostic se fonde sur les valemsegistrées des volumes et débits

pulmonaires pour explorer les voies aériennes akestet périphériques.

[I- ASTHME ET BRONCHOSPASME INDUIT PAR EFFORT

Asthme induit par I'exercice (AIE) et bronchospasmduit par I'exercice (BIE) sont des
termes que I'on utilise pour décrire un méme phé&rerphysiopathologique en fonction de
la nature des sujets et des circonstances de miseigence. Cependant, ces deux termes ne

sont pas toujours interchangeables, d’ou I'impareade les clarifier.

[I-1-DEFINITIONS

[1-1-1- Asthme

L'asthme est un processus inflammatoire qui ergrain déficit ventilatoire réversible,
s'expliguant par une augmentation de la résistantentrée de l'air. C’est un syndrome
multifactoriel caractérisé par une dyspnée siflaparoxystique a recrudescence nocturne.
Selon Sheffer (1991) : « L’asthme est un désomflammatoire des voies aériennes, cette
inflammation est secondaire a un infiltrat inflamtoiee polymorphe, comprenant notamment
des mastocytes et des éosinophiles. Sur le plaatiémmel, c'est un trouble obstructif
expiratoire réversible. Sur le plan anatomiquestciene inflammation bronchique chronique
avec cedeme, bronchospasme et hypersécrétion bgaectd’'ou les termes associés a cette
pathologie, HRB: hyperréactivité bronchique et T\U@uble ventilatoire obstructif.

L'asthme touche tous les groupes d'ages mais sreléouvent pendant I'enfance (Pinet et
al., 2002).

lI-1-2- Asthme induit par exercice (AIE)

L’Asthme induit par exercice (AIE) désigne un réts8ement aigu et transitoire des voies
aériennes qui survient le plus souvent chez ledifpayant un antécédent d’asthme, au terme
de l'effort. Selon Berube (1991) et Karila (20014JE est une obstruction aigué des voies
aeériennes qui se traduit au plan fonctionnel pa diminution de 15% et plus du volume

expiratoire maximum par seconde (VEMS). Si ce pentage du VEMS s’accroit, on
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qgualifie I'AIE de léger (15 a 20%), de modéré (2046%,) ou de grave (40% et plus).
Mais d’autres études plus récentes ont permis gmireune chute du VEMS d’au moins
10% dans leur majorité pour évaluer I'AIE (Mannik a., 1996; Leuppi efal., 1998;
Wilber etal., 2000; Rundell etl., 2003; Rundell eal., 2004; Durand eal., 2005 ; de
Souza et Pereira, 2005).

Pour Weiler (1996), pres de 90% des asthmatiqueissssceptibles de présenter un AlE et
ce dernier peut constituer un révélateur de I'astleirez 14% des sportifs sains.

lI-1-3- Bronchospasme induit par I'exercice

Le terme Bronchospasme induit par exercice (BIESigie un rétrécissement aigu et
transitoire des voies aériennes (VA) qui surviemtplus souvent chez les sportifs non
asthmatique, au terme de l'effort (entrainementsoetpétitions). Tous les individus qui
démontrent quantitativement le BIE post exercice g baisse de la fonction pulmonaire

sont asthmatiques a un degré donne.

[I-2- CAUSES
De nombreux facteurs sont nécessaires ou favorabéesurvenue d’'un AIE :
[1-2-1- L’intensité de I'effort

Le niveau élevé du débit ventilatoire est I'élémesgentiel, obligeant a respirer par la bouche
et permettant de faire progresser vers les régmofondes du poumon de nombreuses
particules allergéniques ou des molécules irrimelluants, chlore des piscines...).

[I-2-2- Le nombre et la taille des bronches déshydtées

Si les petites voies aériennes sont tres déshygdrafdIE survient dans les 5 a 10 minutes,
méme chez un sujet non asthmatique. Plus la tdéke voies aériennes concernées par la

déshydratation est petite, plus I'AIE est grave.

[1-2-3- La durée de I'exercice

Les efforts de courte durée (1 a 2 minutes) ne gastsuffisamment longs pour déshydrater

les voies aériennes au dela de I&"E@énération, méme si le débit ventilatoire est &lev
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C’est ce qui explique la bonne tolérance de I'enfasthmatique aux efforts anaérobies

(sprints par exemple). L’AIE se révele lors d’effmtense et prolongé (Karila, 2001).

[I-2-4- La respiration buccale

Elle est rendue obligatoire par le débit d’air ingptrop €levé pour I'étroitesse des voies
nasales. Cette respiration court-circuite une musgenasale tres vascularisée ou le

réchauffement et I’humidification de I'air seraidatilités.

lI-2-5- Les caractéristiques de l'air inspiré

Un faible degré d’hygrométrie (air sec) et une térafure basse (air froid) contribuent a

renforcer I'AIE des sportifs (Karila, 2001).

II-3- HYPERREACTIVITE BRONCHIQUE

L’hyperréactivité bronchique se définit comme umedance du muscle lisse de l'arbre
bronchique a se contracter plus intensément, esns&pa un stimulus donné par rapport a la
réponse obtenue chez des individus normaux. Ceitteition est présente chez tous les
patients asthmatiques. La manifestation la plusomapte de cette contraction musculaire est
une diminution du calibre des voies aériennes qut ptre aisément mesuré au laboratoire par
le test de fonction pulmonaire. Snashall et Pauw@B87) définissent I'hyperréactivité
comme étant un état de sensibilité anormale dérkatrachéobronchique vis a vis d’'une
grande diversité de stimuli tels que les médicameagonistes, des substances chimiques
irritantes, I'osmolarité ou I'air froid. La princgde réponse des bronches est la broncho
constriction aigué. Selon De Vriesadt (1991), le terme hyperréactivité bronchique, dinpo
de vue clinique, fait simplement référence au fpie certains malades réagissent par une
obstruction bronchique quand ils sont exposeés &titasili non allergiques de faible intensité,
gui ne causent pas de semblable réponse chezé¢s isormaux. Plus tard, Woolcock (1993),
propose gu'’il y a hyperréactivité bronchique lorsda lumiére des bronches hyper réactives
diminue trop et facilement en réponse a des fastgimulants.

Considérée de nos jours comme étant une caraiféasfondamentale et complexe de
'asthme, I'hyperréactivité bronchique est la rég®mdes bronches a une obstruction ou
inflammation suite a l'inhalation de médiateursnaigjues et/ou allergiques, d’air froid et sec,

de médicaments ou aprés un exercice physique. trilaiti®n ou l'inflammation bronchique
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s’objective par la diminution ou la chute du VEM&uwmoins 10% par rapport a la valeur de
repos (Duranctt al., 2005).

[I-4 - INFLAMMATION BRONCHIQUE

L'inflammation est I'ensemble des mécanismes réaokls de défense par lesquels
I'organisme reconnait, détruit et élimine toutesdabstances qui lui sont étrangeres.

Les causes de linflammation sont nombreuses etéesir agent infectieux, substance
étrangere inerte, agent physique, lésion cytoiagsupost-traumatique (Connell &t, 2000).
L'inflammation commence par une réaction de «rea@ssance » faisant intervenir le
systeme immunitaire ou des protéines circulantegic@ps, protéines du complément,
facteur de Hageman...). Le systeme immunitaire asksemécanismes de défense de
I'organisme contre les différentes agressions, adirprotéger l'intégrité du milieu grace a la
réponse immunitaire.

L’organisme possede un remarquable potentiel dendéf Il peut déclencher des opérations
complexes contre des microorganismes et de nondseugstances étrangeres. Les cellules
(monocytes, macrophages, lymphocytes...) responsdeléa mise en branle de la réponse
immunitaire doivent non seulement reconnaitre deeguipropre a I'organisme, mais encore
identifier les macromolécules étrangéres a l'orgiaea. Elles se mettent alors en action pour
le détruire ou le neutraliser et ainsi présenieohéostasie.

A la phase de reconnaissance, fait suite, a la emigeu séquentielle de tout un ensemble de
cellules et de meédiateurs dont l'ordre d’interventiest complexe et variable. Certains
médiateurs, comme les prostaglandines et les aekiagissent sur plusieurs types
cellulaires et contrdlent parfois leur propre praiitan par régulation rétroactive. Dans le cas
de P'AIE, linflammation bronchique est la répondes cellules musculaires lisses a une
agression. Cette réponse fait intervenir des phénesidimmunité, c'est a dire de résistance
aux agressions.

L’inflammation des voies aériennes est un facteldr de I'’hyperréactivité provoquant

I'obstruction bronchique. Un ensemble d’élémenteriient dans la réponse inflammatoire

selon la nature des stimuli. Dans les situationees, ce sont les éosinophiles qui jouent un
réle clé en libérant des médiateurs pro inflammegoet cytotoxiques, des cytokines. Il en
résulte un cedeme, une hypersécrétion de mucudyraneho constriction, une desquamation

des cellules épithéliales et une hyperréactivitihbhique. Cependant, la plupart des cellules
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présentes dans les voies aériennes comme lesesellules mastocytes, les macrophages, les
cellules épithéliales, les fibroblastes et mémectdhiles musculaires lisses bronchiques sont
impliquées. La composante vasculaire est a I'ozigia 'cedeme (Commodaro, 2010) et fait

intervenir plusieurs médiateurs que sont :

L'éosinophile : c’est une des cellules-clé de linflammation brogeh. Il agit par
I'intermédiaire de nombreux médiateaggotoxiques et broncho constricteurs. L'éosinaghil

sanguine et alvéolaire est corrélée a la sévéitasthme.

Les lymphocytes B ils sécrétent des substances chimiques appeléesrast qui détruisent
les germes toxiques. Lorsque des microbes envalhids®ganisme, les lymphocytes
commencent a se multiplier et forment des cellplasmatiques. Chaque cellule plasmatique

peut produire une grande quantité d'anticorps (#iexe etl., 2007).

Les lymphocytes T4: ils sont prédominants et leur action pro inflaatoire se fait par

I'intermédiaire de cytokines.

Les cytokines : ce sont des glycoprotéines régulatrices qui ont poutr d¥induire, de
contrbler ou d’inhiber lintensité et la durée da téponse immunitaire, ainsi que les
mécanismes d’hématopoiése, certaines difféerenogticet proliférations tissulaires
(Guillaume, 2006).

Les macrophages :habituellement alvéolaires, ils deviennent broguobs et agissent par le
biais de médiateurs et de cytokines. lls possedientrécepteurs pour I'immunoglobuline E et

pourraient intervenir dans la présentation deijane.

Les mastocytes :ils jouent le role de startetans la réaction allergique immédiate. Ces
cellules agissent en cascade et en synergie aveatamn premiere des cellules présentes
dans I'épithélium bronchique.

Plus de 50 médiateurs ont été recensés, jouadlelele recruteurs et d'amplificateurs de la

réponse inflammatoire. Les conséquences de l'imflanon sont:

» la destruction des couches cellulaires superfesallénudant la membrane basale,
* une augmentation de I'épaisseur de la membrandebasa une fibrose sous-

épithéliale,
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e une augmentation par régénération des cellulexifoathes qui participent a

I'hypersécrétion.

lI-5- EPITHELIUM BRONCHIQUE

L'épithélium bronchique constitue une barriere s séparant I'environnement extérieur
des structures pulmonaires. Le maintien de liit&gépithéliale constitue un élément
important des mécanismes de défense du systénieatesp.

Dans des situations normales, I'épithélium dessva@iennes suite, a des Iésions, est capable
de réparation rapide (Erjefalt &, 1997). L'épithélium des voies aériennes est rstitifie.

Il est constitué d'une couche de cellules basdesellules ciliées et sécrétrices de mucus
(Figure 3). Les cellules basales sont fermement attachéesnanabrane basale sous-jacente
alors que les cellules ciliées et sécrétrices ¢ lseaucoup moins.

Les cellules ciliég sont les plus abondantes. Ces cellules ciliéesnfoun role fondamental
dans I'épuration pulmonaire en assurant la claganaco-ciliaire. Les cils (200-300/cellule)
se situent au podle apical, mesurent (5-7 mm de, IorBmm de diamétre), et battent a une
frequence réguliere de 10 a 20 battements par decdentre les cils existent quelques
microvillosités.

Les cellules caliciformes (1 pour environ 5 celtutdgliées) ont un noyau refoulé vers la base
par des vacuoles supra nucléaires contenant dugemeeiqui participe, avec les secrétions des
glandes séro-muqueuses a la formation du mucusui-Gelpermet d’emprisonner les
impuretés de l'air inspiré et d’absorber certaing ¢SQ, ozone...) et possede des propriétés
rhéologiques et anti-bactériennes. Il se compo$d & d’'eau et d’électrolytes, 2 % de
mucines, 1 % de protéines, 1 % de lipides, 1 %dle imorganiques. Les cellules ciliées
persistent dans les bronches de petit calibre Budbs cellules caliciformes. Le nombre de
cellules caliciformes augmente avec celui des imf@grdans I'air inspiré. Le nouveau-né en
est dépourvu. A I'opposé, il existe une hyperplass cellules caliciformes chez les fumeurs.
Les cellules basales sont des petites celluleéestdans la partie profonde de I'épithélium
contre la membrane basale. Elles sont trés impesadans le renouvellement cellulaire
(cellule de réserve) car elles sont capables delemer n'importe quel autre type de cellule
bronchique.

Les cellules neuroendocrinesnt minoritaires (3 a 5 % des cellules épith&ialasibles en
microscopie électronique ou sur coupe histologigpgs un immunomarquage a l'aide de

marqueurs neuro-endocrines. Ces cellules se grbupeur former des corps neuro-

EVALUATION DE L'ACTIVITE DES EXTRAITS AQUEUX DE Sterculia setigera Delile (Sterculiaceae) ET DU MELANGE
Aframomum melegueta (Roscoe) K. Schum (Zingiberaceae)-Citrus aurantifolia (Christm et Panzer) Swingle (Rutaceae) SUR

L’ASTHME INDUIT PAR L'EFFORT 18



épithéliaux : chémorécepteurs capables de détkssterariations de teneur er, Ou CQ de

l'air.

Ainsi, lors d'une agression, ce sont les celluks @buches supérieures (ciliées et sécrétrices)
qui se détachent. Cette atteinte sélective desleelkiliées et sécrétrices de mucus est tres
nette chez les asthmatiques. L'élimination bronehigle substances exogenes va étre
compromise chez les patients asthmatiques. Leslezltiliées et sécrétrices de mucus étant
des acteurs essentiels de I'épuration mucociliddans le cas de lésion complete de
I'épithélium, la réparation est initiee a partisdellules mésenchymateuses de la membrane
basale qui se différencient en cellules épith&iagemigrent pour couvrir les zones dénudées
de la membrane basale (Erjefaltagt 1997). Lorsque la membrane basale est complétemen
couverte par une couche de cellules épithéliakesstiucture normale de I'épithélium se

reconstitue par des processus de prolifératior elifterenciation cellulaires.

+— Cellule ciliee

Cellule & mucus

Cellule basale

"“ . /
+————— [Membrane basale
- ¢ c';‘. -
. Vaisseau capillaire
& (chorioniamima propria)

&

"

Figure 3 : Histologie de I'épithélium respiratoirdtnmunothérapie spécifique: mécanismes et
conséqguences thérapeutiques futures. Revue derREBsp8 (Avril 2010, Service de
Pneumologie, CHRU Strasbourg)

llI- PHYSIOPATHOLOGIE DE L’AIE

Il est admis actuellement que le stimulus respdesad I'apparition de I'asthme lié a I'effort
est la perte de chaleur au niveau des voies aésgerfbhockhart etal., 1985). La

physiopathologie actuelle de I'AIE est une synthdes différentes théories qui se sont
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succédées depuis les années 70. Il s’agit dedarighthermique, osmotique et inflammatoire
(Anderson eal., 2000).

IlI-1- THEORIE DE LA PERTE D'EAU

L'air qui pénétre dans les bronches est réchaaff@ empérature corporelle) et humidifié
avant d'atteindre la délicate membrane des alvéGletse humidification se fait au dépend du
liquide périciliaire, puis de I'eau intracellulaides cellules épithéliales. Pour ce faire, c’est la
guantité de chaleur dégagée par les liquides démces des voies aériennes supérieures qui
servira a réchauffer et a saturer la quantité drdiiale (Deal etal., 1979). Lorsqu'on fait de
I'exercice, la quantité d'air qui entre dans nass/oespiratoires augmente substantiellement.

Il faut donc de plus en plus d'eau pour humidifiet air.

Aprées quelgues minutes d'exercice, les pertes dlaaniveau de I'épithélium des bronches
deviennent si importantes qu'elles provoquent wsec®wement des bronches. Il se produit
alors une libération de substances (médiateursighes) qui provoquent la constriction des

bronchegFigure 4).
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Déperdition hydrique résultant de
I’'humidification de'dir inspiré

l

Déshydratation des surfaces des
liquides des voies admmees SLVA

l

Augmentation des concentrations
en [Na'], [CIT], [Ca™], [K]

l

Augmentation de I'osmolarité des SLVA
Formation / \

l Toux
du mucus /

Déshydratation cellulaire restaure les SLVA
Augmentation du volume cellulaire en présence deitiflammation

Libération des médiateurs: Histamine, Prostaglandies, Leucotriénes

|

Contraction du muscle lisse bronchique: cedeme

!

Bronchospasme induit par I'exercice (BIE)

Figure 4: Représentation schématique des différents évensmantonduisent a la toux, a la
formation du mucus et au BIE (Anderson et HolzéQ®
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IlI-2- THEORIE DU REFROIDISSEMENT ET DU RECHAUFFEME NT DES VOIES
AERIENNES

En 1986, les tenants de la théorie du «refroidissrdes voies aériennes» procédaient a une
révision de la théorie développée par les étudeBatd et al (1979) et de Fadden (1990).
L'idée de base ayant nécessité cette révision déret la théorie du «refroidissement des
voies aeériennes» comme n’étant pas capable de ippodeule, le rétrécissement des
bronches. Selon certains auteurs, le réchaufferapide des voies aériennes qui survient au
terme des exercices jouerait un important role damenement de I'obstruction bronchique.
L'augmentation de la quantité d'air circulant di@ssvoies respiratoires jumelée a la nécessité
de réchauffer l'air avant qu'il n‘atteigne les aleé a pour effet de refroidir de fagcon marquée
la paroi interne des bronches. Cependant, und'éaisrcice terminé, la dilatation importante
des vaisseaux sanguins amene un flot de sangahautfe alors rapidement la muqueuse des
bronches. Cette valse des températures (chauddhaidd), au niveau des voies respiratoires
aurait pour effet de libérer des substances inflatoires responsables de la constriction des
bronches. Les médiateurs inflammatoires ainsi éibgsont responsables de la contraction du
muscle bronchique, de la stimulation des fibresisiges locales et parfois d’'un cedeme des
parois (non obligatoire). Cet cedeme amplifie leé@ssement des voies aériennes et donc la
sévérité de I'AlE.

Suite a cette réflexion, une théorie fera son apparc’est a dire celle basée sur I'échange
thermique liée a la quantité de chaleur du fait’degmentation du flux sanguin dans les
vaisseaux. En effet, I'nyperventilation induite gaxercice, faciliterait le transfert d’'une
partie de cette chaleur dans I'environnement eatiériMais au terme de I'exercice, la baisse
de la ventilation (allant vers ses valeurs de rgpm®voque I'évacuation partielle de cette
guantité de chaleur générée par 'augmentationéthit danguin. Le périphérique de I'appareil
respiratoire connaitrait donc une accumulation deleur qui engendrerait une forte
vasodilatation. Cet engorgement des vaisseaux sengercerait par endroits des pressions

physiques sur I'appareil respiratoire et provogii@anc une broncho constriction.

llI-2- 1-Ventilation d’allergénes

L’hyper ventilation de grands débits d’air pollgste I'élément essentiel de tous les stimuli.

Ainsi, le débit ventilatoire observé au repos estjiemment, trois ou quatre fois plus élevé

EVALUATION DE L'ACTIVITE DES EXTRAITS AQUEUX DE Sterculia setigera Delile (Sterculiaceae) ET DU MELANGE
Aframomum melegueta (Roscoe) K. Schum (Zingiberaceae)-Citrus aurantifolia (Christm et Panzer) Swingle (Rutaceae) SUR

L’ASTHME INDUIT PAR L'EFFORT 22



au cours d’épreuves physiques. Les espaces anatesndy nez et la grande surface de la
mugueuse nasale trés vascularisée sont aptesaufiectet a humidifier I'air inspiré.
Cependant, ces structures sont souvent débordéesl’ifforts intenses de longue durée
nécessitant des cycles respiratoires de grandssdgair. Ainsi une partie de I'air inspiré non
traité s’échappe par cycle ventilatoire et atteinctement les territoires des voies aériennes
inférieures. Le cumul de quantités d’air non hufiédet non réchauffé expose les voies
aériennes du sportif aux allergénes (certains pallaléjections d'acariens et protéines
animales) et aux substances chimiques (dioxydeodtirs, dioxyde d’azote et monoxyde de
carbone) présents dans I'air ambiant. C’est ledeascyclistes professionnels, des hockeyeurs
sur glace, des skieurs et des sportifs résidactierat chaud et humide et en ambiance d’air
pollué. De ce fait, certains sportifs développentype d’asthme appelé I'asthme allergique.
Le mécanisme de [lallergie est caractérisé par uwéaction allergique survenant
immédiatement apres le contact avec un antigenie @Eaction fait suite a I'activation des

mastocytes.

l1I-2- 2-Rappels sur I'innervation des voies aérienes

L’homéostasie bronchique est sous le contréle tidecsysteme nerveux vegétatif et des
interactions permanentes qui existent entre leesyes cholinergiques et adrénergiques lors
de multiples fonctions des voies aériennes (Godaal., 1993 et 1996). L'innervation des
voies aériennes humaines est assurée par des fiergguses autonomes efférentes et
sensitives afférentes. Le systeme nerveux autoresheeprésenté dans les poumons par le
systeme parasympathique cholinergique, le systgm@athique adrénergique et le systeme
non adrénergique non cholinergique (NANC). Cesstmystemes régulent de nombreuses
fonctions comme celle du tonus et des sécrétiommchbiques, le débit cardiaque, la
perméabilité vasculaire ou encore la libérationraliateurs par les mastocytes (Michoud et
al., 1994). Il a été d’abord suggéré que la réactigréessive des voies aériennes observée
dans I'asthme, résultait d’'un déséquilibre des migéoaes de régulation nerveux, favorisant la
composante excitatrice (systéme cholinergique, NAIXGitateur dit NANCe) par rapport a la
composante inhibitrice du systeme nerveux autondsystéme adrénergiqgue, NANC
inhibiteur, dit NANQ).
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llI-2- 2-1- Le systeme parasympathique

Encore appelé systeme cholinergique (Barnes, 1988t médié par le nerf vague au relais
bronchique. Il est le plus important systeme detrétsm du tonus et de la sécrétion
bronchique. Le systéme parasympathique a commemeédiateur I'acétylcholine (Ach) qui
est libérée par les fibres cholinergiques post liamgaires. Elle agit sur les muscles lisses
des grosses bronches, sur I'épithélium bronchiquaueles glandes sous muqueuses et les
vaisseaux bronchiques. L’activation des fibres icleogiques peut se faire a I'intérieur des
voies aeériennes par des médiateurs inflammatoires peuvent augmenter les
neurotransmissions en facilitant la libération d'Adans les ganglions parasympathiques
situés dans la paroi bronchique.

L’acétylcholine (GH16NO,) est un neurotransmetteur actif dans de nombrepages du
cerveau et du corps. Il est particulierement awtfamment dans les neurones du cerveau
antérieur basal, partie du cerveau touchée pardmdie d'Alzheimer. Dans le systeme
nerveux central, l'acétylcholine est importante rpdes fonctions mémorielles et
intellectuelles. L'acétylcholine joue un réle imfamt dans la stimulation de l'interaction entre
les neurones. La nicotine {g§E114N>) obtient le méme effet, de sorte que l'usage lbigctpeut
favoriser la contraction, aussi via la dopaminacétylcholine influence aussi le coeur et le
contrble des muscles squelettiques quelconquescétylaholine fat le premier
neurotransmetteur découvert. Elle est notammendyie® dans lintestin gréle. Des
substances comme [l'atropine 14d,3NO3) peuvent bloguer le fonctionnement du
neurotransmetteur. Les cyanogenes et les pestiguaiesontiennent des organophosphates,
bloquent I'enzyme acétylcholinestérase. Il se gtaguexces d'acétylcholine dans la synapse
qui entraine une inactivité moléculaire. La lib&matd'acétylcholine se fait massivement a

partir de vésicules de stockage situées dansri@in@sons nerveuses.

Lors de l'arrivée de l'influx nerveux, elle donnaissance, en se fixant sur les récepteurs
membranaires, a une dépolarisation qui entrainepdéntiels d’actions, des mouvements
ioniques du N& vers lintérieur de la cellule et du’Kvers I'extérieur. Ce phénomeéne
nécessite la présence de®CéBernard Michel, 1981). Les récepteurs de I'Actpelps
muscariniques appartiennent a la superfamille désepteurs a sept domaines

transmembranaires. Il existe cinq différents réseqst muscariniques (M1, M2, M3, M4 et

M5) qui possédent tous des fonctions bien digmeelon leur localisation dans I'organisme
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(Van Koppen et Kaiser, 2003). Ces récepteurs sesponsables de la transmission
parasympathique postganglionnaire. Les récepteurs MB et M5 posséedent une activité
excitatrice tandis que M2 et M4 sont inhibiteuranB les voies respiratoires, on retrouve les
récepteurs M2 et M3 sur les muscles lisses (Mak.e1992), ainsi que les récepteurs M1 et
M2 sur les ganglions et les nerfs parasympathigaag et Biggs, 1991 ; Lammers &it,
1989).

La contraction des muscles lisses et la bronchstdotion sont régulées par le récepteur M3
(Roffel et al., 1990). La stimulation des autorécepteurs M2 inhlbelibération de
'acétylcholine (Walker, 1999). Les fibres choligeEjues constituent I'innervation excitatrice
préedominante dans les voies respiratoires (Rackéagthiesen, 2004). Le neurotransmetteur
associé a ce systeme neuronal est I'acétylchaline,molécule ayant la capacité de se fixer
autant aux récepteurs de type muscarinique qu’auagpteurs nicotiniques (Kawashima et
Fujii, 2000).

llI-2- 2-2- Le systeme sympathique

Le systéeme nerveux adrénergique innerve de nomdmeparties du corps, en particulier
l'intestin, le cceur, les poumons, les vaisseaug@as. Ce systeme a une innervation moins
importante que celle du systeme parasympathiquesys®me adrénergique fonctionne via
I'activation de récepteurs spécifique®t 3 (Ahlquist, 1948).

Les récepteursx sont peu nombreux, on les trouve sur les cellmesculaires lisses
vasculaires et bronchiques. Les récept@umgrénergiques sont de deux sous-tyfilest f2-
adrénergiques (Lands, 1967). Les réceptButs sous typ@2 présents en grand nombre sont
retrouvés sur les cellules musculaires lisses Vaises et bronchiques, les cellules a mucus,
les cellules épithéliales et les mastocytes. Ueiedi adrénergiques contrélent également les
vaisseaux sanguins bronchiques (Danielakét 1986). Les récepteurf-adrénergiques,
exprimés sur les muscles lisses des voies respastgprovoquent une broncho dilatation
lorsqu’ils sont activés (Carstairs at.,, 1985). Lorsque les bronches sont préalablement
contractées, les agonisfgssont capables d’induire une broncho dilatationussade réduire

la dégranulation des mastocytes et I'activité da$sncholinergiques. Une déficience dans le
fonctionnement de ces récepteurs est susceptibleod&ibuer a la symptomatologie de
'asthme (Barnes, 1996).
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Les récepteur$; sont situés au niveau du cceur et des reins. Ao de ces récepteurs
adrénergiqgues Béta 1 entraine une activation aprdiadonc la contraction des fibres
myocardiques. Au niveau du rein, ils augmententséarétion de rénine. La classe de
médicaments appelée Béta-bloguant vont inhiber riasepteurs Béta entrainant une

diminution de I'excitabilité des fibres cardiaques.

Les récepteur§2 sont situés au niveau des fibres musculairegdiglu poumon et de
l'utérus. Ces récepteurs servent a relaxer leesfibAu niveau du poumon, ils évitent les

spasmes bronchiques (asthme).

Selon Walker (1999) les deux neurotransmetteurg€nadgiques sont la noradrénaline
(CgH11NOg3) et I'adrénaline (gH13NOs) .

[lI-2- 2-3- Le systéeme non adrénergique non cholimgggue (NANC)

Le systéme NANC est composé du systeme NANC ercitdNANCe) et du systeme NANC
inhibiteur (NANCI).

Le NANCe nécessite un signal efférent antidromigeeneuropeptides excitateurs par les
fibores C sensitives chémosensibles du nerf vaguwelg¢gon etal., 1984). Certains de ces
neuropeptides seraient colocalisés avec la noralinéndans les terminaisons nerveuses
sympathiques (Potter, 1988). Les neurotransmettdurdNANCe peuvent entrainer une
broncho constriction comparable a celle déclengberela stimulation cholinergique. Ces
neurotransmetteurs peuvent agir soit, directementiles muscle lisse ou indirectement, en
modulant la stimulation cholinergique ou sérotonjigue (Karlsson edl., 1984).

L'effet relaxant du NANCi est dO d'une part, & @uotion directe des neuropeptides sur le
muscle lisse, et d'autre part, a une action intérem inhibant la libération d'acétylcholine par
les terminaisons nerveuses cholinergiques (Ricbard81).

Le muscle lisse des voies aériennes est sous ledotome fibres nerveuses efférentes et
afférentes du systeme nerveux autondfigure 5). Ce contrdle passe par la libération de
neurotransmetteurs du systéme cholinergique, duersgs adrénergique et des deux
composantes du systeme non adrénergique non agijne (NANC). L'innervation
cholinergique constitue le plus important systémabho constricteur chez I'homme comme
chez l'animal (Barnes, 1986). Elle est responsahietonus basal des voies aériennes
(Widdicombe, 1963).
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Figure 5: Systeme nerveux autonome du muscle lisse bronel{Barnes, 1992).

Les cellules musculaires lisses (CML) des voieseaées sont innervées par des fibres
nerveuses afférentes (traits tirés) et efférertagtq pleins). La voie adrénergique est pauvre,
son médiateur est la noradrénaline (NA). La voieliokrgique est la plus importante, son
meédiateur est l'acétylcholine (ACh). La voie nonéagrgique non cholinergique (NANC,
traits gris), est soit excitatrice et les médiatesont la substance P (SP), les neurokinines
(NK) et la calcitonine gene related peptide (CGRI®B)t inhibitrice et les médiateurs sont le

peptide intestinal vasoactif (VIP) ou le monoxydezdte (NO) (Barnes, 1992).
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IV-  STRUCTURE DES MUSCLES LISSES DES VOIES

RESPIRATOIRES (MLVR)
Le muscle lisse des voies respiratoires (MLVR) last des effecteurs principaux de la

réactivité bronchique. Les connaissances dans neaohe des mécanismes cellulaires de la
contraction de ce muscle se sont considérablentaithees ces dernieres années grace a
l'utilisation des techniques d'étude des cellubedées (Daniel etl., 1986 ; Gabella, 1990).
Les MLVR montrent une hétérogénéité structuraldoattionnelle tout au long de l'arbre
trachéo-bronchique.

En effet, des réponses caractéristigues sont etrégga differents endroits de l'arbre
trachéo-bronchique suite a des stimulations étpes induites par des variations de champ
électrique (Kamikawa, 1994). Cette observation suggju'ils sont innervés differemment par
les neurones efférents moteurs du systeme nervetsname (Kamikawa, 1994). Il faut
souligner que la densité d'innervation des MLVRmegte de la région proximale vers la
distale ou périphérique. De plus, les bronchiolast pratiguement sous contréle nerveux,
alors que la trachée et les bronches principalesssmus contrdle myogénique (Danielagt
1986; Rodger, 1992).

Les cellules des MLVR sont considérées comme é@amype multi-unitaire. En effet, chaque
fibore musculaire est dotée de ses propres ternoingisierveuses et la communication
électriqgue entre les cellules est réduite par lequa de jonctions communicantes de type
"gap junctions”(Daniel etal., 1986; Daniel, 1988; Small et Foster, 1988; GabhelP90;
Daniel etal., 1991; Rodger, 1992). Par ailleurs, dans certasitaations physiopathologiques
comme par exemple l'asthme, les cellules se tramsit en cellules de type unitaire
(excitables). Elles sont capables de générer desfpes d'action (Aicasaka at., 1975; Bai,
1991) et sont normalement absentes chez la pldparMLVR de plusieurs espéces animales
(Kirkpatrick, 1975; Rodger, 1992 et 1993). Le rpleysiologique principal des MLVR est de
contrbler le diametre des voies aériennes pardptitude a se contracter et a se relaxer en
réponse a une variété de stimuli (Coburn, 1979;u@olket Baron, 1990; Gerthoffer, 1991).
Des progres considérables ont été réalisés au desrsglernieres années sur la connaissance
des événements biochimiques qui déterminent leéddgrla contraction des muscles lisses
(Coburn et Baron, 1990; Stull &k, 1993; Somlyo et Somlyo, 1994; Johnson et Sny895;

Word, 1995). Par contre, ceux impliqués dans Exation ont été beaucoup moins étudiés.
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IV-1- COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION DES MUSCLES L ISSES DES
VOIES RESPIRATOIRES (MLVR)

Deux formes de couplage excitation-contraction smmnues au niveau des muscles lisses:
un couplage électromécanique et l'autre pharmacamgue (Rodger, 1992; Challis i,
1993; Somlyo et Somlyo, 1994). Le couplage élecémmique dépend de la dépolarisation
du sarcolemme des MLVRLa dépolarisation en effet, active les canaux qaks en
particulier le canal calcique de type L, permeti@nsi un influx calcique (Coburn et Baron,
1990; Rodger, 1992 et 1993; Srnail et Foster, 19P4hs le casl'un couplage pharmaco
meécanique (le plus important physiologiguement)siggsmogenes agissent pour mobiliser le
Cd* (Rasmussen edl., 1990) & partir du réticulum sarcoplasmique (RS &uite d'une
production d'inositol 1,4,5 triphosphate )P

Les agonistes activent les récepteurs spécifiqoieglés a une protéine Gqg. Ainsi activées, les
protéines Gqg stimulent une phospholipase C-P (Batoal., 1993), laquelle hydrolyse le
phosphatidyl 4,5 biphosphate (BIRen IR et en diacyl glycerol (DAG) conférigure 6.
L'IP3, diffuse dans le cytoplasme jusqu'a un réceptanalc(RIR,) (Cobum et Baron, 1990;
Kajita et Yamaguch, 1993; Challis &f, 1993; Cuthbert eal., 1994). L'ouverture du RP
facilite la libération rapide de quantités impates de CH stocké dans le RS (Bemdge,
1993). Ceci provoque une élévation transitoire @leconcentration en €a laquelle est
probablement responsable de l'activation des cdadoes ioniques de la membrane de
surface (Janssen et Sims, 1992; Janssen et Sia%, @8rl etal., 1996). Il y a dépolarisation
de la membrane de surface, ce qui active indirestéhes canaux calciques controlés par le
potentiel ou Voltage Operated Channels (VOCjnflux du C&* via cettevoie pourrait
induire une libération du Gadu RS par le phénoméne connu sous le nortCdfi” induced

Cd" releast parl'activation du canal calcique.

IV-2- LES RECEPTEURS MUSCARINIQUES COUPLES AUX PROTEINES G

En réponse a la fixation du ligand (neurotransmettesignal sensoriel), les récepteurs
muscariniques liés aux protéines G modulent leprgtés des canaux ioniques. lls sont
totalement distincts des canaux ioniques et exetears effets via une protéine périphérique
"collée" au coté cytoplasmique appelée protéine G.

Le récepteur activé par la fixation du neurotrariteoe active la protéine G qui module
directement ou indirectement (via un second mespgadieuverture des canaux

ioniques. Les protéines G convertissent et amptifie signal. lls assurent une transmission
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synaptique lente et interviennent aussi dans lalaéign de la libération du neurotransmetteur
par I'élément pré synaptique.

L’activation des sous types M1 et M3 (fibres lissadres que vasculaires) couplés a la
production de l'inositol-phosphate (IP3) ou de giglycérol (DAG) via une hydrolyse des
phospholipides membranaires par [I'effecteur-enzyrze, Phospholipase C (PLC), va
provoquer une mobilisation accrue du calcium, dipaes stocks intracellulaires ou du milieu
extracellulaire(figure 6). Le calcium, second messager dans ce cas, va &wagine des

effets biologiques (Exemple: contraction musculagzrétion glandulaire ou métabolisme).

32 mi méti ques

.. dropiniques

Rel axation Contr action

\ V

br oncho br oncho
-dilatation  -constriction

AC : adénylate cyclase ; Ach : acétylcholine ; AMP : adénosine morophosphate ; AMPe : adénosine monophosphate cyclique ; ATP
. adénosine tiphosphate ; B2 : récepteur P2 neradénergique ; Ca2+ @ ion cakium ; DAG : diacylglyeerol ; Gs @ protéine G
stimulatrice ; Gi: protéine G inhibitrice ; IP3 : inositol triphosphate ; M2 ou M3  récepteurs muscariniques de type 2 oL 3 ; PDE :
phosphodiestarase | PLC : shespholipass C.

Figure 6: Les difféerentes réponses de la cellule musailase (CML) des voies aériennes
(Mark etal., 2004).

V- EVALUATION DU AIE

Le bronchospasme induit par I'exercice peut étagmdstiqué soit, a partir d’'un questionnaire

faisant état des symptdomes éventuels et les amgrstthmiliaux du sportif, soit sur la base
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des tests spirométriques suite a une provocationchique induite par I'exercice, soit par les
deux a la fois. Cependant, le diagnostic du BIEsthfms simple, puisque les valeurs de la
sensibilité et de la spécificité des tests restargement inférieures a 85% et a 92%
respectivement selon Rundellagt (2001).

La fiabilité dans I'évaluation du bronchospasmeuihgar I'exercice nécessite la prise en

compte des variables milieu de vie et alimentation.

VI- PRISE EN CHARGE PHARMACOLOGIQUE DE L'AIE

Le but de tout traitement ou de toute thérapidaeguérison compléte ou le soulagement du
patient. Mais I'asthme ne peut étre guéri, ses $§ymes peuvent tout de méme étre soulageés.
Les antiasthmatiques n’ont que peu d’efficacitg.diht un effet bronchodilatateur et inhibe
les symptdmes (toux, inflammation, dyspnée) ddlias.
Les broncho dilatateurs ou anti asthmatiques sa® ohédicaments utilisés dans les
obstructions bronchiques. Ces médicaments vonttretales fibres musculaires lisses des
bronches et donc augmenter le calibre des brontthe®nt aussi anti-inflammatoires.
En effet, I'objectif prioritaire du traitement dadthme serait de limiter I'aggravation du BIE
et de permettre aux sportifs de prendre part auraimements et aux compétitions. Cet
objectif peut étre réalisé de la maniére suivante :

* Une médication quotidienne pour contréler le preassnflammatoire

 Une médication au salbutamol avant I'exercice.

Les travaux menés sur l'efficacité du salbutamghb & partir des années 70, indiquaient
clairement que les deux formes du salbutamol (etahérosol) produisaient une broncho
dilatation significative au repos, mais seule larfe aérosol était efficace pour prévenir le
BIE chez beaucoup de sujets (Andersonalgt1975). Les auteurs de ces travaux expliquent
gue les mesures du Débit Expiratoire de Pointe (D##% sujets atteignent des valeurs
maximales 15 min apres inhalation de 200 p g deutainol aérosol par rapport & 90 min
apres le salbutamol oral. Ces auteurs concluenpgueapport a sa forme orale, le salbutamol

aerosol serait plus efficace contre le bronchospasm
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VII- QUELQUES SUBSTANCES D’'ORIGINE NATURELLE DANS L A
PRISE EN CHARGE DE L’'ASTHME

Hijazi et al. (2000), Kenktet al (2002) ont démontré que la consommation de certai
antioxydants (flavonoides) contenus dans les frigtees en vitamine C, méme a des niveaux
bas, réduit la survenue de I'asthme.

Puisque I'effet broncho-dilatateur du salbutamoldese dépendante, il est alors nécessaire de
trouver d’autres traitements efficaces de longuetelul utilisation des plantes médicinales
riches en substances naturelles organiques a @m@prianti-asthmatique telles que les

flavonoides, les tannins, les mucilages, les aldaket les huiles essentielles serait indiquée.

VIl- 1- LES ALCALOIDES

C’est un nom générique donné a des substancesiquganazotées de caractére basique,
d'origine végétale et de structure chimique vagtteomplexe. lls possédent a faible dose, des
effets physiologiques marqués chez 'homme etnfiahills sont des dérives des acides
aminés.

lIs ont une action sympathomimétique ou sympatiophg, parasympathomimétique, anti

cholinergique sur le systeme nerveux autondieter etal., 2003). lls possedent des

propriétés relaxantes et anti-inflammatoires sumigscle lisse bronchique (Terao, 2002).
Exemple La théophylline et la théobromine.

Ces molécules sont des isomeres et sont bénéfipres I'évolution des pneumopathies,

I'asthme bronchique et la toux.

0
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VII-2- LES TANINS

Les taninssont des substances naturephénoliques qupeuvent précipiter les protéines
partir de leurs solutions aqueuses (Bruneton, 2008)sont demétabolites secondail des
plantes que I'on trouve danratiqguement toutes les parties des végétiécorces, racines,
feuilles, fruits etc.) ou ils jouent le réle d'amsnehimiques défensives contre certains para:
Sur le plan chimique, ilsont constitués soit dpolyol (glucose le plus souvent), ou
catéchine ou de triterpénoide auquel sont attadeganités galloyles (ou leurs dérivés)

d'oligomeres ou polyméres flavanols. lls jouent les rdles suivants :

* imperméabilisentles couches les plus externes de la pe: des muqueuses,

protégeant ainsi leouches sol-jacentes
» vasoconstriction sur les petits vaisseaux supelt
» favorise la régénération des tissus en cas deunkesaperficielle ou de bralt
» Activité inhibitrice de systémes enzymatiq
* Antioxydants
» Vasoconstricteurs et protecteurs \ulaires
* Anti-inflammatoires
* Antiseptiques,

» antiviraux (protecteur des membranes cellulaire-a-vis de la fixation des virus

inhibiteurs de leur réplicatio
» Astringents et antiliarrhéique

* Protecteurs et asséchants cut
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Il existe des tanins hydrolysables et des taninsiensés.

COOR

HO OH
OH

Noyau de base des tanins gallig@@sins hydrolysables)

Cathécol (noyade base des tanins condengés

VII-3- LES FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des produits largement distsbdans le régne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forrfreite Iégumes et boissons telles que
le vin et le thé (Ghedira, 2005). lls sont capablesnoduler I'activité de certaines enzymes et
de modifier le comportement de plusieurs systenedislaires. lls exercent une multitude

d’activités biologiques. lls ont notamment desppi€tes :

e antioxydantes,

* vasculoprotectrices,

* anti hépatotoxiques, antiallergiques,
* anti-inflammatoires,

* antiulcéreuses et méme antitumorales significative

» Diminue la perméabilité des capillaires sanguingeetforce leur résistance : effet

vasculoprotecteur et veinotrope

» Anti cancérogéene et inhibition la croissance ddisiles tumorales in vitro (Bruneton,
2009).
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Les flavonoides possédent un squelette de basmzZecqatomes de carbone constitué de (
cycles en C6 (A et B) religsar une chaine en CBeur biosynthése se fait par ion des

enzymes en différentes classes de flavon.

Squelette de base des flavonoii

VIl-4- LES MUCILAGES
lls sont des métabolites secondaires des veégétpropaéte :
* Emollients, antalgiques et antiseptiques (touxggasmes
» Adoucissats, antiprurigineux dans les affections dermatajogs
e Laxatifs mécaniques.
» Epaississant, absorba

* Adoucissants en cas d'irritation de géne oculair@Bruneton, 200¢.

VII-5- LES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielleonstitueni’ensembledes composés volatiles, généralement odo
contenus dans les végétaux et formant la partiantgge du mélange obtenu par distillat
du végeétal.
Elles se rencontrent presque exclusivement dans I'embeanent des spermatophytes. T
les organes peent en renferm: : les sommités fleuries, les résines, les frués,graines, le
feuilles, les tiges, les racines, les rhizomes,blas et les écorc
Elles contiennent des constituants qui peuvent avoirmpdegriétés physi—chimiques et des
structures tres différentes| s’agit des composés aliphatiques, aromatiqtEgenique et
sesquiterpenes (Hurtel, 2008)
Les terpénoides, surtout oxygénés sont souventritadjes. lls sont les plus recherché:
les plus appréciés. lls occupent une e tres importante parmi les substances odore

lls sont tonifiants et antiseptiqt.

Les sesquiterpenes soanmt-inflammatoireset calmants, tonifiants et énergétisants, -

infectieux.
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Les huiles essentielles sont des antiseptiqueseatatgui s'absorbent par voie respiratoire ou
digestive. lls augmentent l'activité des cils deldutes de la muqueuse des bronches, facilitant
ainsi I'évacuation du mucus bronchique. lls posseds pouvoir anti-inflammatoire
(Bruneton, 2009) et procurent une sensation den-&ie" respiratoire qui est sans toxicité
aux doses prescrite§pour un enfant jusqu'a 6 gouttes par jour, pauradulte jusqu'a 12

gouttes par jour par voie buccale).

VIIl- PLANTES DE L'ETUDE

VIII-1- AFRAMOMUM MELEGUETA (ROSCOE) (K. SCHUM)

VIII-1-1- Aspects botaniques

Aframomum meleguef@oscoe) (K. Schum) est une plante forestiéreligmeuse (Guedje ,
1996) de la famille des Zingibéraceae.

Regne:végétal

Nom scientifigue Aframomum melegueta

Famille: Zingiberaceae

Genre: Aframomum

Espece melegueta

Noms vernaculaires Fon et goun: atakoun, Yoruba: oburo, atanre,étayaliya, ata isa,
tetegboko

Noms Francais: graine de paradis, poivre de guinée, maniguetteglaguette, poivre de
meleguette.

Noms Anglais grains of paradis, guinea pepper, melegueta peppe

C’est une herbe pérenne rhizomateuse en tige deudltteignant 2 m de hautetigure 7).
Elle posséde des feuilles basale surmontée d'gnéelironquée d’a peine 1mm de long; un
limbe linéaire-lancéolé, acuminé au sommet, at@igr22 x 2,5 cm. On retrouve a sa base,
des tiges inflorescentes en épis uniflores.

Elle a des fleurs trimeres, hermaphrodites, deetoulose a rose pale avec un calice de 4,5
cm de longueur, tubulé et fendu latéralement dedsliis posséde une corolle tubulée a la
base avec trois-lobée dont un lobe ovale et étdégaant 10 cm de diametre. Son étamine
fertile et I'anthére sont au niveau du lobe médiarconnectif trapézoidal.

Son fruit est une grosse baie qui contient desigsacolorées en brun-rouge fonce, couvertes
de protubérances, aromatiques et tres piqudfitese 8). Il apparait a la base de la tige au

niveau du sol. Il est de forme ovoide et a un sotafiigé a trois valves. A l'intérieur du fruit,
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se trouvent de petites grain@gure 9) (+ 3,5 mm de diametre), abondantes, subglobuteuse
et a surface rugueuse.

VIII-1-2- Répartition géographique

Aframomum meleguetéRoscoe) (K. Schum) est une plante répandue demsrdgions
forestieres du Gabon, Congo, lles du Golfe de Gyi@ameroun et Afrique Occidentale, elle
est cultivée dans les milieux ombragés des cacasyairelle serait rare en forét naturelle. Au
Ghana, le rendement en plantation atteint 400 ak§08e capsules par ha (Rodolfoadt
2008). C’est une plante sciaphile (Guedje, 1998¢. iousse en formant de petites touffes de
2 a 5 tiges. Elle est cultivée un peu partout erigdé et au Bénin, précisément dans le

département de 'Ouémé.

VIII-1-3-Forme d’utilisation en thérapeutique tradi tionnelle: aspect pharmaco chimique

Dans les pays africainsAframomum meleguetdK. Schum) est trés utilisé dans de
nombreuses cuisines comme condiment et lors deslgi{Adjanohoun eal., 1986). Il est
fortement utilisé dans le traitement de plusieuasaaies en médecine traditionnelle africaine.
Apres séchage, la graineAdfamomum meleguetast utilisée comme succédané du poivre.
Elle entre dans la composition de plusieurs plaisaans. Elle est parfois incorporée au vin
de palme et aux alcools locau&dle est utilisé comme: purgatif, vermifuge et gerlt variole
(Adjanohoun etal., 1986). C'est aussi un remede contre les infestionestinales, les

brllures d'estomac et les indigestions du fait lgr'stimule les secrétions gastriques.

Umukoro etal. (2007), Okoli etal. (2007) ont testés son effet analgésique et anti-
inflammatoire in vivo sur les rats RBC. De mémest’'un aphrodisiaque de part sa capacité
d’accroitre le désir et les performances sexuel(i€¢houing. etal., 2002). Aframomum
melegueta K. Schum) est utilisé en association avec ledlésude Croton zambesicupour
conjurer le mauvais sort et dans le traitement'@atld’anxiété. Il est aussi utilisé avec les
racines deRaufolfia vomitora pour favoriser la chance, les problemes psychelogi
'envoutement, la socellerie, la folie....etc (Adjémoan etal., 1986).

L’huile essentielle dAframomum meleguetaontient du paradol, du shogaol, du gingerdione,
I'a-humuléne et le gingerol (Fernandealet2004). Ces composés oxygenés sont anti-
inflammatoires et calmants, tonifiants et énergétis, anti-infectieux et antiseptiques.

Au Beénin, les populations du Sud et du Centre, kelanmgent au citron vertCftrus

aurantifolia) pour traiter I'asthme.
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Figure 7: Plantes dé&framomum melegueta
(Adjanohoun et al., 1986)

Figure 8: Gousse sechde Figure 9: Graines de
Aframomum melegueta Aframomum melegueta

(Achetées au marché de Adjarra (département de t@u&énin, 2009).

VIII-2- CITRUS AURANTIFOLIA (CHRISTM. ET PANZER) SWINGLE

VIII-2-1- Aspects botaniques
Nom scientifique Citrus aurantifolia
Famille: Rutacées
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Genre: Citrus

Espece aurantifolia

Noms vernaculaires Fon, Goun: Clé; Yoruba: osan wuwe

Nom francais: Citron vert

Nomsanglais Mexican lime ou lemon.

Citrus aurantifoliaest un arbuste de la famille des Rutacées. Ic@$ivé partout dans le
monde. Il s’agit d’'un petit arbre épineux a feuligersistantes, atteignant 5 & 8m de haut, a
fat généralement court, a cime dense et au feeillagt foncgFigure 10). Son écorce est
lisse, grise, a tranche jaunatre. Les feuilles améps sont de formes variables, ovales, a bord
denticulé assez arrondi et a base arrondie. Lassflgont blanches, odorantes, de 2,5 cm de
diametre environ et poussent a la base des feulles fruit est ovoide de 4 & 5cm de
diamétre environ ayant une peau mince tres adlgregatte ou jaune, odorante et a pulpe
jaune verdatrgFigure 11). La pulpe est tres acide et est répartie en neahze loges
contenant chacune de nombreux pépins anguleux remefde poire. Cette plante a une
floraison et une fructification qui durent presgioeite I'année surtout aprés les premiéres

pluies. Elles peuvent étre provoquées par l'iriyabu I'arrosage en saison seche.

VIII-2- 2- Répartition géographique

Citrus aurantifolia est originaire du nord de l'Inde, d’Afrique trople, du Sénégal a
I'Erythrée.C’est une espéce qui est cultivée partout dansdede Elle est fréquemment
plantée dans les jardins et vergers des zones#élepi humides comme des régions semi-
arides ou arides. Il est possible d’obtenir detroi floraisons par année.

Au Bénin, on la retrouve dans toutes les régions.

VIlI-2-3-Forme d’utilisation en thérapeutique tradi tionnelle: aspect pharmaco chimique
Les feuilles deCitrus aurantifolia sont utilisées comme antiseptiques pour les afiest
respiratoires, la rhinite, la bronchite, la toux,rétention urinaire, I'ictere, de méme que les
maladies diurétiques.

Le fruit (pulpe) est riche en vitamine C et sermooe traitement contre le scorbut et
'asthénie. Le fruit est utilisé aussi contre lduygisme, les calculs rénaux et biliaires sans
compter le fait qu’il est utilisé a la cuisine efrtsde jus pour les boissons. Les tiges et les
racines peuvent servir de cure-dents.

Citrus aurantifolia renferme différents types de flavonoides. Ces idernsont des
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antioxydants puissants qui permettent de neutralise radicaux libres du corps et
préviennent contre l'apparition des maladies camaboulaires, de certains cancers et de
maladies liées au vieillissement. Les principaaxdhoides contenus da@grus aurantifolia
sont l'ériocitrine et I'hespérétine. La partie bthe de la pelure d€itrus aurantifolia
contient une grande quantité de ces flavonoidepulpe et la chair du fruit en contenant
moins (Minato etl., 2003; Miyake eal., 1998).

Citrus aurantifoliaest une bonne source de vitamine C. Le r0le que ¢ette vitamine dans
'organisme va au-dela de ses propriétés antioxgsarklle contribue aussi a la santé des os,
des dents et des gencives.

Des études ont montré que I'ériocitrine et I'hnegéfide extraits de la pelure du citron ou de
son jus pouvaient diminuer ou prévenir 'augmenotatides dommages oxydatifs chez
des animaux soumis au stress oxydatif (Minatal.eR003; Miyake eal., 1998).

Chez I'humain, une étude d’intervention a été s&a&li chez des femmes diabétiques
auxquelles on a donné, pendant une période de gemmines, des flavonoides d’agrumes
sous forme de supplément (environ 1 g par jourpmmylacebo (Blostein-Fujii etl., 1999).
Cette prise de supplément n'a eu aucun effet sususceptibilité a I'oxydation des
lipoprotéines (protéines produites principalemeat |@ foie et qui transportent les lipides
dans le sang). Rappelons que 'oxydation des lg@pres contribue au développement des
maladies cardiovasculaires. D’autres flavonoides dgrumes ont montré des effets
antiprolifératifs in vitro contre plusieurs lignéds cellules cancéreuses (Kawaiakt 1999).
Ces propriétés des flavonoides du citron pourrgietgntiellement servir a I'élaboration de
thérapies antitumorales (Ogataaét 2000).

Les flavonoides des agrumes et de leurs jus peatraiavoir un potentiel
hypocholestérolémiant. En effet, des études réaiséhez I'animal ont montré que
'hespérétine et un mélange de flavonoides contgmramcipalement de I'hespérétine et de la
naringine abaissaient le cholestérol sanguin (Kasaigetal., 1997; Bok etl., 1999).

Citrus aurantifolia contient aussi de limonoides qui posséderaiensiauise propriété
antioxydante (Ytet al.,2005). De plus, certains limonoidesiirus aurantifoliadémontrent
une activité antifongique contre certains pathogg@ovindachariet al., 2000). Selon
Gharagozloo efal. (2002), son fruit est récolté avant maturité a filas alimentaires
(ingrédient de Coca Cola) et médicinales (remeéaéred'obésité, I'asthme, I'’hypertension, la

rougeole).
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Fruit

Feuilles

Figure 10: Fruits deCitrus aurantifolic sur arbre
Ouando département de I'Ouén Bénin, 2009.

Figure 11: Fruit coupéen morceau
Récolté@uando département de 'Ouémé) Bénin, 2009.

VIII-3- STERCULIA SETIGERADELILE
VIII-3-1- Aspects botaniques

Nom scientifique Sterculia setiger
Famille: Sterculiaceae

Genre: Sterculia

Espéce setigera

Noms vernaculaires Fon, Goun: Azilokwe, nyinnyinfolHaoussaKoukouki;
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Sterculia setigeraest un arbre de la famille des Sterculiaceae. Giast plante qui pousse
spécialement dans le nord Bénin. Il fait partie dspéces végétales protégées du Parc W a la
frontiére bénino-nigérienne. Les feuillsenttres grandes (40 cm), lobées comme celles du
figuier aux quelles elles ressemblent. Elles sm#ek sur le dessus, au revers plus clair et
tomenteux(Figure 12). Les fleurs sonpetites, au calice campanulé a 5 lobes, groupées en
panicules, de couleur jaune verdatre. Elles pousisttement sur les branches (le Firminia
est une espéce "cauliflore"). Elles apparaisserjtien juillet suivant le climat. Le fruit est
une gousse contenant quelques graines. Au lieeslerrfermées jusqu'a la maturité, comme
chez les Iégumineuses, les goussesStculia setigeras'ouvrent pour laisser les graines

marir a I'air libre, sans protection.

VIII-3-2- Répartition géographique
Sterculia setigerase retrouve au Sénégal, au Cameroun, en Angol#fregque orientale

jusqu’en Erythrée. Au Bénin, elle est abondantesdamégion Nord (Parc W du Niger).

VII1-3-3-Forme d’utilisation en thérapeutique tradi tionnelle: aspect pharmaco chimique

Sterculia setigeraest utilisé comme arbre d'ornement ou arbre d'ogehrdu fait de son
feuillage dense. Son bois léger et dur est recBepchur la construction des toitures. Une
étude menée au Sénégal a montré que la densitéulteses (arachide, mil et sorgho)
augmente avec la distance au tronSthrculia setigergBakhoum etl., 2001).

Il est utilisé en décoction pour préserver corggerhaladies néonatales. Il constitue également
un reméde pour soulager les douleurs pulmonaireg s personnes asthmatiques. Les
fruits sont utilisés dans le traitement anti inflaatoire et contre les épis gastralgies. Ses
racines sont utilisées comme diurétiques. L'écasieutilisée contre le vomissement et la
morsure de serpent. Les feuilles traitent la cpasitin, la diarrhée, le paludisme chez I'enfant
et servent de fourrage en saison seche pour lail.b€test une plante a usages magico-
religieux (Adjanohoun etl., 1988).
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Feuilles sur arbre

Figure 12 Feuilles deSterculia setigergur arbre
Okpara (département du Borgou) Bénin, 2009.

IX- DONNEES SUR LA TOXICITE
IX-1- CONCEPTS DE LA TOXICOLOGIE

IX-1-1 Notion de la toxicologie

La toxicologie est I'ensemble des connaissancedoanées scientifiques portant sur les
capacités de nuisance d'une substance toxique. deltte sur la nature de la substance
toxique, ses propriétés physicochimiques, ses malbiesoxication, les manifestations

toxiques et le traitement des intoxications. Ellatéresse a plusieurs secteurs de l'activité
humaine: lagriculture, l'alimentation, l'industriggharmaceutique, l'environnement, les

milieux de travalil, etc. (Lapointe, 2004).

IX-1-2- Notion de poison ou toxique
Un poison ou toxique, est une substance capabpederber le fonctionnement normal d’'un
organisme vivant (Lapointe, 2004). Il peut étresdarce naturelle (ex.: poussieres, pollen) ou
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artificielle (ex.: urée, formaldéhyde), ou de natwhimique (ex.: acétone) ou de nature
physique (ex.: ondes ou rayonnement, vibrationit)orou biologique (ex.: aflatoxines,

anthrax). Les études de toxicité chez I'animalppettent d’en déterminer I'innocuité relative
(I'évaluation du risque) et d’en proposer les mesupréventives appropriées (restriction

d’emploi, utilisation en circuit fermé ...).

IX-1-3- Classification des effets toxiques

Les effets toxiques peuvent étre classés de diffésgacons, selon par exemple:
* la durée: aigué, chronique;
» le type d’action: locale, systémique;
* le mécanisme d’action: stimulant, inhibiteur;

* Jle tissu ou l'organe affecté: sang (hémato toxigue)e (hépatotoxique), rein

(néphrotoxique), le systeme nerveux (neurotoxige@ur (cardiotoxique);

* la nature de l'effet : irritant, sensibilisant, Aggpiant, cancérogéne (Lapointe, 2004).
Les effets des toxiques sur les organismes viyagugent se manifester par la génotoxicité, la
canceérogeénicité, la neurotoxicité, des effets gueproduction et le comportement. (Descotes,
1992).

IX-2- LA TOXICITE AIGUE D’'UNE DROGUE

Elle caractérise les manifestations toxiques apdisinistration d'une dose massive unique
ou répétée dans les 24 heures d’'une substancepdtiteetre immédiate si les manifestations
toxiques sont observées dans les deux heures igensliadministration de la substance ou
retardée si les manifestations toxiques sont obserdans les 24 heures. Elle se traduit par un
toxidrome et une atteinte des organes a fonctitaleviSon évaluation permet d’apprécier les
doses qui entrainent la mort de I'animal et lesaristances de la mort. A cet effet, la dose
minimale mortelle (DMM) et |la dose létale 50% (DD)S@nt généralement déterminées.

La Dose Minimale Mortelle (DMM) est la dose miniraale la substance capable de tuer un
animal aprés administration (I'arrét cardiaque signmort).

Elle peut servir a faire le choix des niveaux dsedoretenues pour la détermination de la
DL50 (Claude, 1988).

EVALUATION DE L'ACTIVITE DES EXTRAITS AQUEUX DE Sterculia setigera Delile (Sterculiaceae) ET DU MELANGE
Aframomum melegueta (Roscoe) K. Schum (Zingiberaceae)-Citrus aurantifolia (Christm et Panzer) Swingle (Rutaceae) SUR

L’ASTHME INDUIT PAR L'EFFORT 44




La Dose Létale 50% (DL50) est la dose de substaapable de provoquer, par la voie
d’administration choisie, la mortalité cumulée @¥®des animaux d’'une population mise en
expérience. Elle s’évalue a partir de lots d’animawuxquels correspondent des doses
croissantes de la substance.

L’observation des manifestations de la toxicitGug@igu toxidrome est nécessaire au cours de
I'étude de toxicité aigué d’une substance. Il afg faire un examen d’organes (foie, rein,
poumons, coeur ...) et de décrire toutes les modifica de comportement ou d’'état
observes.

La valeur de la DL50 d’'une substance permet déuarssur I'échelle comparative de toxicité
de substances chimiques de HODGE et STERNER (Cla9&8).

IX-3- LA TOXICITE PAR ADMINISTRATION REITEREE: TOXI  CITE SUBAIGUE,
SUB-CHRONIQUE ET TOXICITE CHRONIQUE

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évideesealtérations fonctionnelles et /ou
pathologigues consécutives aux administrationstéégéde la substance active examinée et
d’établir les conditions d’apparition de ces alténas en fonction de la posologie. Les
expérimentations se font sur deux especes de manasiflont un non rongeur.

La premiere épreuve durera 2 a 4 semaines (toxécibRaigué), la deuxieme 1 a 3 mois
(toxicité sub-chronique) et la derniere 3 a 6 masicité chronique). Le choix des voies
d’administration doit tenir compte de celles pré&vymur 'emploi thérapeutique et des
possibilités de résorption. Le mode et le rythmsg aéministrations ne sont pas strictement
codifiés mais doivent étre clairement indiqués iainge la durée des essais. Il est utile de
choisir la dose la plus élevée de facon a fairaegpe des effets nocifs, les doses inférieures
permettent alors de situer la marge de tolérancenduveau produit chez I'animal.
L’appréciation des effets toxiques est faite subdage de I'examen du comportement, de la
croissance, de la formule sanguine et des éprdonetionnelles particulierement celles qui
se rapportent aux organes excréteurs. Elle est &aissi sur la base des comptes rendus

nécrosiques, accompagnés des examens histologjqugy rattachent (Ruckebusch, 1981).

IX-4- TEST DE CYTOTOXICITE

C’est une méthode d’évaluation préliminaire dedsidité in vivo qui n'est pas totalement
superposable a un test sur les cellules humainesileure. Bien qu'il y ait une corrélation

entre les deux types de cellules, certains autiggerent d’effectuer les deux tests avant de
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conclure, ce qui donnerait une fiabilité de 75%tmB0% pour les tests sur les larves seules
(Pelka etl., 2000).

Dans la littérature, ce test est proposé commesimple méthode de bio-essai d’évaluation
préliminaire de toxicité dans la recherche de pitsdactifs naturels (Solis al., 1999 ). Il est

utilisé pour la détection des toxiques fongiquear(tig etal., 1997), la toxicité d’extraits de

plantes (Mclauglin etl., 1991), la toxicité des métaux lourds (Martinezakt 1998), la
toxicité des pesticides (Jaki at., 1999 ), les toxines de cyanobactéries (Barahorel..e
1999) et les tests de cytotoxicité des matériautaiees (Meyer eal., 1982).

Il'y a une corrélation entre cytotoxicité des larae crevette et cytotoxicité des cellules
humaines; notamment les cellules pulmonaires dhareet les cellules du colon d’autre part
(Joséetal., 2002).
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MATERIEL ET METHODES
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|- CADRE DE L’ETUDE

Nos travaux se sont déroulés au:

- Laboratoire de Chimie, de Pharmacologie et deicbbagie du Département Médecine-
Pharmacopée Traditionnelle/Pharmacie (MEPHATRA/RId) I'Institut de Recherche en
Science de la Santé (IRSS) a Ouagadougou, Burkisa;Becteur 29.

- Laboratoire de Pharmacognosie et des Huiles HeBes (LAPHE) des Facultés des
Sciences et Techniques (FAST) et des Sciences 8ani& (FSS) de I'Université d'Abomey-
Calavi du Bénin situé dans l'enceinte de l'Instdes Sciences Biomédicales Appliquées
(ISBA) a Cotonou.

- Laboratoire de Physiologie de I'Effort de I'litat National de la Jeunesse de I'Education
Physique et du Sport (INJEPS) de I'Université dibg-Calavi situé a Porto-Novo.

II- MATERIEL ET METHODES D’ETUDE

II-1- MATERIEL DE L’ETUDE PRECLINIQUE

[I-1-1- Matériel végétal

Il est constitué :
- des graines déAframomum meleguetaachetées dans le marché de Adjarra
(département de 'Ouémé) en Juin 2009,
- des feuilles et des fruits d@itrus aurantilfolia récoltés a Ouando (Porto-
Novo) en Aodt 2009,
- des feuilles déterculia setigerarécoltées a Okpara (département du Borgou)
en Juillet-Aolt 2009.
Toutes ces plantes sont identifiées et autherdifpze I'Herbier National de I'Université
d’Abomey Calavi ou chaque spécimen est conserveé sou
- N° AA6374/HNA pourAframomum melegue{&oscoe) K. Schum,
- N° AA6375/HNB pour Citrus aurantifolia (Christm. Banzer) Swingle et
N° AA6376/HNB pour Sterculiaetigera(Del) (voir certificat d’'identification

en annexe 1).
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[I-1-2- Matériel d’étude phytochimique

[I-1-2-1- Matériel d'extraction et de caractérisation
Il est composé de:

- Broyeur a lames (Gladiator Est. 1931 Type BN Ma0461 1083)

- Verrerie diverse de Laboratoire

- Etuve de marque Memmert Type UL30 F-Nr. 840 @2220°C)

- Rotavapor (Evaporateur rotatif type Buchi RE lunid’un Blchiter Bath)

- Centrifugeuse (Type 4225 Centrifuge) non réfréger

- Balance Sartorius modele 1702 001 (sensibiliidd D00 grammes; portée maximale 520
grammes)

- Lyophylisateur de marque CHRISType ALPHA 1-2 (BIOBLOCK SCIENTIFIC) muni
d’'une pompe (Marque ROTARY VANE VACUUM PUMP Type RZ&érie 21525419).

lI-1-2-2- Solvants et réactifs d’analyse
La liste des solvants et réactifs d’analyse sevig@n annexe 1.

[I-1-3- Matériel d’extraction et d’analyse des hules essentielles

Il est constitué de:

- un ballon

- un essencier de type Clavenger

- un réfrigérant a boules en mode ascendant.
Le solvant utilisé ici est I'eau.

- un chromatographe en phase gazeuse de marqueG€&dhermo Quest CE Instrument.

[1-1-4 - Matériel d’étude de la toxicité

lI-1-4-1- Matériel animal pour I'étude de la toxicité aigue

Des souris males et femelles de souche NMRI pes#ng 20 et 40 g ont été utilisées. Elles
sont fournies par I'animalerie de I'Institut de Recherche en Sciences de Santé (IRSS) de
Ouagadougou. Ces souris sont nourries au son detb& I'eau de robinet. Elles sont

acclimatées a une température comprise entre 28 2575% d’humidité.
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lI-1-4-2- Matériel animal pour I'étude de la cytotaxicité

Pour la recherche de la cytotoxicité, les larvescawvette saumureAftemia salind sont
utilisées. Il existe une corrélation entre cytotité des larves de crevette et cytotoxicité des

cellules humaines pulmonaires (Josélet2002).

lI-1-4-3- Equipements de laboratoire

[I-1-4-3-1-Etude de la Dlsg chez les souris NMRI

Le matériel d’étude de la DL50 chez les souris NM&lIconstitué de :

- 'eau distillée pour la dissolution des extraits,

- seringues de gavage et seringues de 1cc gragaéeBadministration des extraits,

- verreries diverses,

- balance Sartorius modele 1702 001 (sensibilit® D00 grammes ; portée maximale 220
grammes) pour la pesée des poudres de drogues,

- Balance Berkel (Type E 811709, portée maximalg Bkinimale 0,005kg) pour la pesée des

souris.

lI-1-4-3-2-Etude de la Ckg chez les larves de crevette saumure (Artemia sglin
Le matériel est composeé de:

- 'eau de mer pour la préparation des solutionses)e

- tubes a essai pour ensemencer les larves,

- pipettes pour prélever les larves mortes,

- agitateurs magnétiques de marquekilderke.

[I-1-5- Matériel d’étude des propriétés broncho rebxantes

[1-1-5-1- Matériel animal

Des rats méles de souche Wistar pesant en moy28$e2 + 13,41 g sont utilisés. lls
proviennent de l'animalerie de I'Institut de la Recche en Sciences de Santé (IRSS) de
Ouagadougou (température comprise entre 23-25° 1%t d’humidité). lls sont nourris au

son de blé et a I'eau de robinet courante.
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lI-1-5-2-Equipements de laboratoire

Le matériel d’étudeir vitro» sur la trachée isolée de rat est constitué de :

- un dispositif d’étude d’organes isolés (trachamte, intestin) muni de 4 cuves de capacité
20 £ 0,1 mL chacune et de 4 capteurs isométrigiygse(EMKA TECHNOLOGIES),

- un amplificateur (Type EMKA TECHNOLOGIES, ps 10@),

- un enregistreur ordinateur (Intel (R), Pentium) (RCPU 2,93 GHz muni d'un systeme
Microsoft Windows XP Professionnel Version 2002n&= Pack 1) et d’'un programme de
mesure (Programme UVESSELS de Denis Wagner du /2998),

- une trousse de dissection pour le prélevemetibrgane et de micropipettes de 10D et

de 1000uL pour I'administration des extraits.

[1-1-5-3- Réactifs et substances des tests sur lathée «in vitro »
[1-1-5-3-1- Réactifs

Les réactifs sont constitués de l'eau distillée, ldesolution de Krebs modifiée (voir
composition en annexe 1) et de l'uréthane (FIuk#094 Lot 1139888) comme anesthésique.

[I-1-5-3-2- Substances chimiques d’étude

Les substances utilisées sont diluées dans I'esdillék. Il s’agit de:

- KCI (LABOSI P 1295, Lot 083151) 4.T01,

- Acétylcholine (SIGMA A-2661, Lot 35H07845)TM,

- Propranolol 16M et de I'atropine fournis gracieusement par leotakoire de Chimie, de
Pharmacologie et de Toxicologie du Département Ii@édePharmacopée
Traditionnelle/Pharmacie (MEPHATRA/PH) de I'Institde Recherche en Science de la
Santé (IRSS) a Ouagadougou, Burkina-Faso, sec®eur 2

[I-1-6 - Matériel d’étude des propriétés anti-inflammatoires
[I-1-6-1- Matériel animal

Des Cavia porcellus(Cochon d’inde) des deux sexes et de poids moydn/3 + 15,67 g
achetés en Aolt 2009 auprées des éleveurs a AdjgeQaelkpinle et a Pobé dans le

département du Plateau sont utilisés. Ils sontraatés pendant trois semaines aux conditions
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de I'animalerie de l'Institut des Sciences Biomaths Appliquées (ISBA), (lumiére 12 h,
obscurité 12 h, humidité 70% et température 28t@Jimentés aux menus de leurs éleveurs
d’origine, constitués essentiellement de son desneaide feuillesPasparom vaginatum

(panicum).

lI-1-6-2-Equipements et réactifs de laboratoire

Le matériel d’étude est compose de:

- un dispositif de Bhatt (1977) modifié muni de "exeringues pour la détermination des
volumes d’cedeme,

- un bath water, Bichi RP 400 pour le test de Haipied,

- un thermometre a sonde pour le test antipyrétique

- une solution de formaldéehyde a 1% pour induivedéme,

- une solution aqueuse de la levure de biere (LB)%, pour induire I'hyperthermie,

- l'acétylsalicylate de lysine (Aspégic) et l'indétacine sont utilisés comme produits de
référence antalgique et antipyrétique.

- un chronometre pour mesurer le temps.

[I-1-7- Matériel d’étude des propriétés antitussive

[I-1-7-1- Matériel animal
Le matériel animal utilisé est le méme que celuiétede des propriétés anti-inflammatoires.

lI-1-7-2-Equipementset réactifs de laboratoire

Le matériel utilisé est composé de :

- une solution d’acide citrique a 20% pour indu@&déoux seche,

- un bocal cylindrique clos dans lequel I'animal @acé pour inhaler le gaz d’acide citrique,

- une cage en verre (20 x 20 x 40°gwour le décompte des contractions intercostales,

- une pompe & air de marque Biichi¥%a¢-500 et un pulvérisateur qui permettent de
pulvériser la solution d’acide citrique dans le d&loc

- le Néo-Codiofi qui est un produit de référence utilisé pour détément symptomatique des
toux seches,

- un chronométre pour mesurer le temps.
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[I-2- MATERIEL DE L’ETUDE CLINIQUE

[I-2-1-Matériel végétal

Il est constitué :
- des graines daframomum meleguetgkchetées a Adjarra (département de 'Ouémé) en
Février 2011 et réduites en poudre fine et congegpedir la suite de I'opération

- des feuilles et fruits d€itrus aurantifoliarécoltés a Porto-Novo en Mars 2011.

[1-2-2-Matériel technique

Il est constitué :

- d’'une toise de fabrication locale congue sel@mlermes requises, pour mesurer la taille des
sujets debout pieds nus. Elle est graduée de 0 ar20

- d'un pése-personne de marque Hana gradué de 0 &Kd2@our apprécier la masse
corporelle des sujets,

- d’'un tapis roulant Kigure 13) dont les caractéristiques sont les suivants: €6R60,
frequency 50/60 Hz, imput voltage 220 V, imput powZ5HP, imput curent 8A,
n°20907292551». Il a permis d’effectuer le testgupye.

- d’'un spirométre de marque SPIROBANK Il S/N 00Z28IR réguliéerement étalonné. La
norme utilisée est celle du groupe éthique afrigagorporé dans le logiciel du spirometre
(Figure 14).

Figurel3: Tapis roulant «YK-06860, frequency 50/60 Hz, uhpoltage 220 V, imput power
2,5HP, imput curent 8A, n°20907292551»
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Ecran

Embout buccal

Spirométre

Clavier

Figure 14: Dispositif utilisé pour I'exploration ventilatar

[I-3- METHODES DE L'ETUDE PRECLINIQUE

[I-3-1- Préparation des extraits aqueux

Les graines deAframomum meleguett les feuillesSterculia setigerdel ont été séchées a
'ombre et réduites en poudre. Les feuilles etftags du Citrus aurantilfoliaont été utilisés
frais.

L’extrait aqueux du mélangaframomum melegueta-Citrus aurantilfokést obtenu a partir
de la décoction de 125 g de feuilles et 290 g digsfdeCitrus aurantilfolia dans 1L d’eau
distillée. Ensuite on ajoute au filtrat 125 g detaudre des graines ddramomum melegueta
Apres 05 heures d’agitation, le mélange est fétréentrifugeé a 2000 tours/minute pendant 5
minutes avant d’étre lyophilisé.

Celui de Sterculia setigeraest obtenu par la décoction de 125 g de la podekseeuilles de
Sterculia setigerdel dans 1 litre d’eau distillée. Le filtrat egntrifugé a 2000 tours/minute

pendant 5 minutes puis lyophilisé.

[1-3-1-1- Rendement de I'extraction
[1-3-1-1-1- Taux d’humidité résiduelle

(PO - P)
THR= ——— x 100
PO
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Avec THR = Taux d’'Humidité Résiduelle, PO = poidsial du matériel végétal

P = poids final du matériel végétal apres chauffatf@0 °C a I'étuve (jusqu’a poids constant).

[1-3-1-1-2-Rendement d’extraction

P
R=——— x 100
(PO - THR)

Avec R = rendement de I'extraction, PO = poidsiahidu matériel végétal utilisé pour la

maceération, P = Poids du lyophilisat obtenu, THRaax d’humidité résiduel

[I-3-2- Screening phytochimique

La méthodologie expérimentale adoptée pour fairgcteening phytochimique est la méme
pour les deux extraits de plantes. C'est la méthiedeloughton et Amala (1998) basée sur
des réactions différentielles de précipitationsletcoloration complétée et améliorée (voir le
détail en annexe 1).

[I-3-2-1- Caractéristiques phytochimiques

L’interprétation des résultats du screening phyitodue est faite en se référant aux réactions
de colorations et/ou de précipitations attendusga&ivement des tests de caractérisation des

principaux groupes chimiques.

[1-3-3- Extraction des huiles essentielles

La technique d’extraction utilisée est celle deyikb distillation. C’est la méthode la plus
utilisée. La matiere végétale est mise en contiaettdavec I'eau en ébullition dans un ballon
a fond rond. Le ballon, muni d’'un essencier enevgle type Clavenger est chauffé a I'aide
d’'une chauffe ballon électrique. L’essencier estrmunté d’'un réfrigérant a boules en mode
ascendant. L’hydro distillation s’effectue a la gs®n atmosphérique et a la température de
'eau en ébullition. La matiere végétale est intrieel dans le ballon rempli d’eau a moitié ou
au deux tiers de son volumeé&igure 15).

La vapeur entraine les produits volatils constitsiate I'huile essentielle et monte dans le
systeme réfrigérant. Par condensation, le mélapge huile essentielle tombe dans
'essencier tandis que I'eau contenue dans celuiretburne dans le ballon par siphonage.
L’huile moins dense et non miscible a I'eau, suenag peut étre récupérée a l'aide d’une

pipette.
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Chaque distillation dure en moyenne entre 180 € BWnutes; les huiles essentielles

récupérées sont séchées sur du sulfate de sodhydra et pesées.
II-3-4-Analyse chromatographique de I'huile essentielle

L’analyse chromatographique est réalisée sur uoncatographe en phase gazeuse de Marque
Trace GC Thermo Quest, CE Instruments. Il est égdipn détecteur a ionisation de flamme,
d’un injecteur split/splitless et d’'une colonne @@ DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). La
température du four est programmée de 50 a 300¥eC an gradient de température de
5°C/min. L’injecteur et le détecteur sont maintemespectivement a 240° C et 250° C. Le
débit du gaz vecteur hydrogéne est de 35 mL/mily & gaz combustible air est de 350

mL/min. La quantité d’huile injectée est de 1 pho% dans du pentane.

Les composants sont identifiés sur la base de lemps de rétention et leurs indices de
Kovats. Les indices expérimentaux sont comparésux de la littérature (Jennings ait,

1989; Adams, 20Q%t de la banque de données du laboratoire.

Réfrigérant

Essencier

Ballon contenant le
matériel végétal

Chauffe ballon

Figure 15: Dispositif d’extraction de type Clavenger

[1-3-5-Etude de la toxicité aigué
11-3-5-1-Protocole d’étude de la toxicité aigué
La toxicité aigué des difféerents extraits a étélda L’évaluation a été faite selon une

adaptation du Laboratoire de Toxicologie de I'lR&$artir de la méthode initiale de Trevan
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(1927) et ses différentes modifications successiviliier et Tainter (1944) ; Lichtfield et
Wilcoxon (1949); Prieur etal. (1983); Descotes (1985) en utilisant le programme
informatique de Tallarida et Murray (1987).

La détermination de la Db a été réalisée avec les lyophilisats des décaujésux des
extraits. La méthode consiste a déterminer la difsmce des extraits de plantes administrée

qui tue 50% des animaux soumis a I'expérimentation.

[I-3-5-1-1- Constitution des groupes expérimentaux

Des lots de 5 souris ont été constitués de la feg@ius homogene possible (poids moyen =
32,29 + 2,43 g). Ces différents lots de sourisaé@tmis a jeun 18 heures avant le test et ont
recu par voie intra péritonéale respectivementdieses croissantes des extraits a étudier et
'eau distillée. Elles ont été ensuite suivies @arid72 heures et le nombre de morts dans

chaque lot et les modifications de comportemertcaus du test ont été notées.

[I-3-5-1-2- Traitement des groupes expérimentauxnebdalité de détermination de la R

par voie intra-péritonéale (IP)

Aprés un essai préliminaire, 6 lots de 5 sourises&@t femelles ont été constitués pour la
détermination de la dose létale 50%.

Pour la recherche de la dose létale 50%s(Pdu mélangeAframomum melegueta-Citrus
aurantilfolia, 5 lots ont regu respectivement des doses de 1HY), 1500, 1750 et 2000
mg/kg de poids corporel de I'extrait lyophilisé. dernier lot (lot témoin) a regu de I'eau
distillée.

Pour I'extrait aqueux d8terculia setigera05 lots ont recu respectivement des doses de 100,
250, 500, 750 et 1000 mg/kg de poids corporel detrait lyophilisé. Le dernier lot (lot
témoin) a recu de I'eau distillée.

Les produits sont administrés aux animaux par l watra péritonéale (IP). Le volume
d’administration est inférieur a 0,5mL (volume nragi requis par voie IP). Les animaux,
une fois traités, ont été observés pendant 2484t 72 heures qui suivent I'administration
des extraits. Au cours de I'observation, les syma® d’intoxication des animaux ont été
notés. Les souris mortes dans chaque lot ont éténadbrées pour la détermination de la
DLsp.
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[I-3-5-1-3-Modalité de détermination de la DL50 pawoie orale (per 0s)

Aprés un essai préliminaire, 5 lots de 5 sourises&@t femelles ont été constitués pour la
détermination de la dose létale 5@% osde chacun des extraits.

Quatre lots ont recu respectivement des doses @@, 18600, 2000 et 3000 mg/kg de poids
corporel de chaque extrait. Le dernier lot (lot oémp a recu de I'eau distillée.

Les produits ont été administrés aux animaux pawvdee orale fer 09. Le volume
d’administration était inférieur & 0,5 mL.

Les animaux une fois traités ont été observés penes 2 heures qui suivent 'administration
des extraits et sont ensuite alimentés. Apresits gbservés pendant 24, 48 et 72 h, périodes
au cours desquelles les symptomes d’intoxicatidrétinnotés.

Les souris mortes dans chaque lot ont été dénospoie la détermination de la BL

Au cours des 72 h d’observation qui ont suivi l'adistration de chacun des deux extraits
evalués (elP et enper 09, les animaux morts ont été automatiquement dissed._e foie, le
rein, le pancréas, la rate, les poumons, l'estostates intestins sont prélevés pour une

comparaison macroscopique avec les témoins.

[I-3-5-2-Analyse des résultats

L’'analyse des résultats de la toxicité aigué estbasur la détermination de la valeur de la
dose létale 50% (D)) des extraits. Un tracé du pourcentage de martalit fonction des

doses de I'extrait utilisé a été réalisé au moyefodiciel EXCEL 2007.

La comparaison des rapports DL s, et DLso/DL; a servi de tests pour valider la droite de
toxicité et si les rapports sont égaux, I'expéritagon est validée. La Db rapportée a
I'échelle de toxicité de 'OMS (2002) et celle @detbxicité de HODGE et STERNER (1943) a

permis de classer les extraits étudiés.

Tableau I: Echelle de toxicité aigle des produits chimiquesSOI002)

DL 50 pour le rat ou la souris (mg/kg)
Classes de risque Orale Dermale Indications de
Solides Liquides | Solides Liquides risque
la: extrémement dangereux< 5 <20 <10 <40 Tres toxique
Ib: tres dangereux 5-50 20-200 10-100 40-400 Toxique
Il: modérément dangereux| 50-500 200-2 000 -1@W 400-4 000 Nocif
lll: peu dangereux <500 <2 000 <1 000 <4000 Attention
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Tableau Il : Echelle de toxicité aiglie de Hodge et Sterner, 3194

Classe de toxicité DL s (rat, souris : mg/kg)  Dose pour un enfant de 12,5kg
Extrémement toxique <1 8 mg (le fait d’en godter)
Trés toxique 1a50 500 mg (le fait d’avaler une
petite gorgée)
Moyennement toxique 50 a 500 5g (le fait d’en avalee
cuillerée a café)
Faiblement toxique 500 a 5 000 60 g (le fait d'ensommer un
coquetier)
Pratiguement non toxique 5000 a 15 000 180g
Relativement sans danger > 15000 »180¢g

Le rapport Dlgg/DL; a été calculé afin d’apprécier I'indice de sé@u(i) des drogues.

Si IS <5 =lindice de sécurité est faible.

Si 5 < IS < 10 alors l'indice de sécurité est atable

Si IS > 10 alors I'indice de sécurité est bon (OM&02).

L’estimation de I'écart type de la 4-selon la méthode de Miller et Tainter (Valette72P

se fait de la maniere suivante: on lit sur le gy les doses correspondant respectivement a
16 % et 84 % de mortalité (probits 4 et 6); en sayant le premier du second, on obtient la
valeur 2 S qui est I'accroissement de dose négesgaur accroitre la réponse de 2 probits.
L’écart type approché est donné par:

2S
E =
2N’
N’= nombre total d’animaux dans les groupes qui a@oriné des pourcentages de mortalité

compris entre 6,7 et 93,3 % (soit en probit: 3,6,80).

[I-3-5-3-Traitement statistique des résultats

Le traitement statistique des résultats toxicologg) a été effectué a laide du logiciel
PHARM/PCS (Pharmacogic Calculation System) vergidhdu "Manual of Pharmacologic
Calculations with Computer Programs "Second Ediffdaw York Inc.) avec une précision
de p <0,001.
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[I-3-6-Etude de la cytotoxicité

C’est un test préliminaire de toxicité non clinioye a été proposé par Michaeladt (1956)
et plus tard mis au point par Vanhaeekal e{1981) et Solis edl. (1999).

[1-3-6-1- Protocole de I'étude
[1-3-6-1-1-Incubation des ceufs de crevette saumetebtention des larves

Les ceufs dértemia salinaont étés mis en incubation a la température dwizdbire (28 -
30°C) dans un erlen de 1000 mL contenant de I'eamer prélevée dans I'océan Atlantique.
L’ensemble est mis sur un agitateur va-et-vientdpeh 48 heures sous agitation douce.
Pendant ce temps, les ceufs éclosent pour donnesanae a de jeunes larves de crevette.
Apres I'éclosion, les jeunes larves actives soparges des coquilles d’ceufs a I'aide d’'une
source lumineuse. Elles sont ensuite collectées ame pipette et transférées dans un autre

erlen contenant toujours de I'eau de mer.
lI-3-6-1-2-Préparation des solutions des extraits

Les solutions meres des extraits aqueux sont grépatans I'eau de mer a une concentration
de 100 mg/L.

Dans 10 tubes a essai, sont réalisées une game@ndentrations décroissantes des extraits
agueux du mélangAframomum melegueta-Citrus aurantilfoléd de Sterculia setigeraen
procédant a une dilution, en série géométriquaisem 2, de chaque solution mere.

[1-3-6-1-3-Réalisation de la Cky des extraits

Dans les tubes a essai contenant une gamme dent@tioms décroissantes de chaque extrait
(50 mg/mL dans le premier tube et 4,88 1fg/mL dans le dernier) nous ensemencons 16
larves contenus dans 1mL d’eau de mer. Tout 'ebgmmst incubé pendant 24 heures a la

température du Laboratoire (28 a 30° C).
[1-3-6-1-4-Lecture et dénombrement des larves merte

Apres 24 heures, les tubes a essai sont examieésorhbre de survivants dans chaque tube
est compté et le nombre de larves mortes est etr@gles larves sont considérées comme
mortes, si elles ne présentent pas de mouvemesin@étou externe pendant quelques

secondes d'observation. Ces résultats sont cossiarés un tableau. Les larves ne recoivent
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pas de nourriture. Pour s'assurer que la mort vésatans les essais est attribuée uniqguement
aux extraits et non a la faim, on compare les ta@bess tubes témoins contenant des solutions
larvaires uniguement. Les larves de crevette ad®rpeuvent survivre jusqu'a 48 h sans
denrées alimentaires (Michaeladt, 1956; Harwig eal., 1971) du fait qu’ils se nourrissent de

leur sac vitellin (Migliore eal., 1997).
lI-3-6-1-5-Détermination de la CL 50

La concentration létale (G a laquelle 50% des larves ont été tuées, a daFnti@ée a
partir du graphe présentant le nombre de mort deesaen fonction des différentes
concentrations. Cette valeur est obtenue a pagtitaddroite de meilleur ajustement de la

moitié du nombre de décés sur la courbe puis axeldes concentrations (Lathaakt 2007).

[I-3-6-2- Traitement statistique

Apres avoir observé 'homogénéité et la normalies dariables, nous avons effectué la
comparaison entre les variables des extraits eariable du lot ttmoin a 'aide des logiciels
STATISTICA Statsoft version 5.5 et le logiciel Mogoft Excel 2007 sous Windows VISTA.

Les comparaisons des valeurs moyennes ont étéstugfits au moyen des tests
paramétriques: Test de student en série non appareseuil de significativité est fixé a p <

0,05.

[I-3-7- Etudes des propriétés broncho relaxantes

[I-3-7-1-Protocole d’étude
[I-3-7-1-1-Prélevement et préparation des anneaux

Pour I'étude des effets des drogues sur I'orgamié i¢es rats de sexe male ont été mis

a jeun pendant 18 heures avant le test. lls ontitengté anesthésiés avec de I'uréthane 40% a
raison de 1,5 g/kg de poids corporel par voie vaireux. Une fois le rat endormi, la trachée
est prélevée le plus prés possible de la téteaesfitrée dans un récipient contenant une
solution physiologique solution de Kreb’s (Schran2®)0).

La trachée est ensuite découpée transversalemeatiensegments de cartilage, pour obtenir
4 a 5 anneaux du muscle trachéal. Ces anneauwessuite rincés et montés dans la cuve a

organe isolé de 20mL + 10% et contenant la soluti@riKrebs maintenue a 37°C grace a un
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bain-marie. Un bulleur permet I'oxygénation desgfments d’organes ainsi placés a 95%
d’'oxygene et a 5% de dioxyde de carbone. L'anmEatrachée est monté de facon parallele
entre les supports triangulaires munis de crocbet kun des bouts est fixé a I'intérieur de la
cuve et l'autre relié au capteur isométriqgue deetgpg et de marque EMKA. Apres la mise
en place de la trachée dans la cuve, la préparaibsoumise a une masse comprise entre
300mg et 500mg, pendant 1 h de sorte a obtenicdesactions régulieres et spontanées
(Loenders etl., 1992). Elle est ensuite équilibrée progressivdarada masse de 1,5g pendant
30min. Pendant ces 90 min d’incubation et de stabibn, on réalise un ringage toutes les 15
minutes afin de renouveler le milieu de survie @egbhne. Le dispositif expérimental est

représenté par la photo defilgure 16.
[I-3-7-1-2- Contraction au KClI

Le principe de I'étude est basé sur celui de Madt984) qui consiste a injecter une dose
unique de KCI (4.18M) dans la cuve & organe isolé et d’enregistremieslifications de
contractions induites. Ces modifications permetmtvérifier la fonctionnalité des fibres
musculaires lisses de la trachée au cours de @atégation. En effet, la dépolarisation active
les canaux calciques voltage-dépendant (ou volbpgeated channels (VOC), permettant
ainsi un influx calcique et une contraction des oess lisses (Coburn et Baron, 1990;
Rodger, 1992 et 1993).

Aprées la contraction de l'organe par le KCI, deseatode chaque extrait sont ajoutées

au bain selon la méthode de Magnus (1904).
[I-3-7-1-3-Contraction a I’Acétylcholing C;H16NO,)

L’acétylcholine (10M) (Kouloumenta etal., 2006) est injectée dans la cuve. Quand le
plateau de contraction est atteint, la méthode tatima est réalisée avec des concentrations

croissantes de chaque extrait.
[I-3-7-1-4-Effet du Propranolol(C;gH21NO,)

Afin de vérifier une implication des récepteud,-adrénergiques dans [l'activité
bronchodilatatrice des extraits aqueux, certapréparations sont incubées en présence du

propranolol 16M.
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[I-3-7-1-5- Effet de I'Atropine (C17H23NO3)

L’effet anti-spasmolytique de l'atropine est exaéimen l'introduisant & concentration
cumulative (1M & 10°M) dans la cuve, quinze (15) minutes aprés I'adstiation de

I'acétylcholine.

[I-3-7-1-2-Analyse des données

La relaxation produite par chaque extrait aqueux esprimée en pourcentage (%) de
relaxation. Les courbes concentrations-réponses tsarees et les concentrations efficaces
50% (EC50) sont déterminées.

Les résultats ont été exprimés sous forme de m@gehrSEM pour la mise en évidence de
I'effet broncho relaxant des extraits aqueuxStierculia setigeraet du mélangéframomum

melegueta Citrus aurantilfolia,sur les anneaux de trachée

Le pourcentage de relaxation de la contraction din &venement (acétylcholine, KCI ou
propranolol) est calculé selon la formule suivante:

(H1-H2)
Pr=— x100
H1
Avec Pr = Pourcentage de la relaxation de la cotitra

H1 = Hauteur du pic atteint suite & un premier énaent

H2 = Hauteur du pic atteint suite a un second awnemne

Les différentes figures ont été tracées au moydoglaiel EXCEL 2003 et du Logiciel Prism
2.01

lI-3-7-1-3-Traitement statistique des résultats
Les données statistiques ont éteé traitées avegiedl PCS, one way analysis of variance. Le
test t-student a permis la comparaison des moyehmssrésultats ont été exprimés sous

forme moyenne + SEM (Means Standard Error). luél ske significativité est fixé a p< 0,05.
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1: Bain-marie2: Cuves a organe isc¢ 3: amplificateur4: Moniteur5: Programme de mesu
uVaisseels$: Disque dur7: Réservoirs de solution physiologic 8: Capteurisométriques

Figurel6: Dispositif expérimental pour les études sur orgasags
(MEPHATRA/PH/IRSS/Burkina Faso., 201

[1-3-8- Etudes des propriétés an-inflammatoires
[1-3-8-1- Protocole d’étude

Pour chgue test, 6 lots de 5 animauont constitués. Tous les animaux sont mis a jeu

moins 18 heures a I'avance, mais ils ont de ad libitum

[1-3-8-1-1- Induction de I'cedém

L’cedéme est provoqué par l'injection, dans I'apanéede la plantale la patt droite arriere
des cochons diide, de 0,1m de solution de formol a 1%. Les mesures du volumgidd
sont effectuées a 0, 30, 60, 120, 180, 240, 3@®B@tminutes apres l'injectii (Abéna etal.,
1995, 1997, 2007)Trente minute avant l'injection de la solution de formol, les @maiux &
traiter recoivent par voie orale 1000 mg/kg et 150@/kg de poids corporel d’extrait
Sterculia setiger&t du mélangAframomum meleguefaitrus aurantilfolie dans 4 mL d’eau
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distillée L'indométacine (anti-inflammatoire non stéroidig@quemment utilisé pour réduire
la fievre, la douleur, la raideur et l'inflammatiehqui agit par inhibition de la production de
prostaglandines (molécules qui provoquent ces symmgs) est utilisée comme produit de
référence a la dose de 100 mg/kg. Les animaux té&naai niveau de tous les tests recoivent 4
ml d’eau distillée. Au total 6 lots de 5 animauxaotilisés.

Le volume de la patte est déterminé par la métlkidemersion (dispositif de Bhatt modifi€)
ce qui provogue une augmentation du niveau d'eaunikeau de I'eau est ramené a sa
position initiale dans la grande seringue a I'adds seringues 1 et Eigure 17). Le volume

de la patte qui correspond a la quantité d’eauad&gl est directement lu sur la seringue 1.

1I-3-8-1-2- Activité antalgique/analgésique

Elle est recherchée chez les animaux par la métdeddoot soaking”. Une heure apres
'administration orale des solutions des extraits Sterculia setigeraet du mélange
Aframomum meleguetditrus aurantilfoliaa 1000 mg/kg et a 1500 mg/kg, la patte gauche
de chaque animal est placée dans de I'eau chauddemze a 50°C. Le temps que met
animal pour retirer sa patte est mesuré et esisidéré comme temps de réaction.

L’acétylsalicylate de lysine (Aspégic) a 50mg/kg @disé comme produit de référence.
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Figure 17: Photo du dispositif de Bhatt &t (1977) modifié
[I-3-8-1-3- Activité antipyrétique

L'hyperthermie est induite par administration errafpéritonéale i) au niveau de
I'abdomen, d'une solution aqueuse de la levurei@e IILB) a 20% a la dose de 4mL/kg aux
cochons d’Inde. Les températures rectales témainsraesurées 24 h apres l'injection de la
levure de biere a lI'aide d’une sonde (Adoukonoalgt2007). Deux doses ont été testées
(1000 mg/kg et 1500 mg/kg) par extrait aqueldacétylsalicylate de lysine (Aspégic) a

50mg/kg de poids d’animaux est utilisé comme prodeiréférence.

[I-3-8-2- Analyse des résultats

Le volume de I';edeme+va un temps ti donné esVy = Vi — Vo

Avec Vy = le volume initial du pied, ) le volume du pied au temfis

Le pourcentage d’augmentation A du volume du pgdienné par la relation

\%:
A =—— x100
\b
Le pourcentage d’inhibition P de 'oedéme est :
(Vl'f - VTp)
P= —  x100
M

Avec Vs = volume de I'oedéme chez les témoing, ¥ le volume de I'edeme chez les

animaux traités.
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[I-3-8-3-Traitement statistique

Pour I'analyse des résultats obtenus, nous avdasteé dans un premier temps, un test A
NOVA, pour comparer les valeurs. Dans un seconghsee test "t" de STUDENT-FISCHR
avec le logiciel STATISTICA version 5.5. Les diffdrces sont hautement significatives, si p

< 0,05; elles sont calculées par rapport aux tBmoi

[1-3-9- Etudes des propriétés antitussives

[1-3-9-1-Protocole d’étude

Des lots de 6 animaux chacun sont constitués.ol$ maintenus a jeun pendant 18 heures

mais ils ont de I'eaad libitum

[1-3-9-1-1-Induction de la toux par inhalation ded vapeur de 'acide citrique a 20%

La méthode utilisée est celle de Hosseinzadeh (26G&lifiee. Le jour de I'expérience,
chaque animal est placé dans un bocal cylindriqueeere de 20 cm de diamétre et de 32 cm
de hauteur. Pour 'administration des extraitsgcidoses de chaque extrait ont été testées
(1000, 1500, 2000, 2500 et 3000 mg/kg). Les animdwxot témoin sont traités a l'eau
distillée. Ceux du lot référence sont traités panmig/kg de Néo-Codion. Tous les animaux
d’'un méme lot recoivent la méme dose d'extraitssou volume constant égal a 4 mL de
solution et ce, 30 minutes avant l'induction delax.

La toux seche est provoquée par inhalation de jpeewade 10 mL d’une solution d’acide
citrigue a 20% vaporisée dans le bocal cylindrigles, sous une pression de 550 mm Hg a

I'aide d’une pompe a air de marque Biichi ¥86500 pendant 10 mirfigure 18).
[1-3-9-1-2- Enregistrement des contractions des roles intercostaux

Apreés l'induction de la toux, les animaux sont dégé dans une cage en verre (20 x 20 x 40
cm®) et on observe le thorax en comptant le nombreoéractions des muscles intercostaux

pendant 10 min.
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[1-3-9-2-Traitement statistique

Les résultats sont traités par le logiciel SPS® 1&. Windows et représentent les moyennes
plus ou moins l'erreur standard sur la moyenne 1&M). Le test de Student, par rapport

au lot témoin, a permis d'évaluer la différenceisicative au seuil de probabilité p < 0,05.

Cavias porcellus

™ 1

1: pompe a air de marque Biichi Vac® V-500 qui permhetpulvériser la solution d’acide citriqué;
pulvérisateur contenant 10 mL d'une solution d'aciitrique a 20% pour induire la toux secBe,bocal
cylindrique clos dans lequel I'animal est placé pimhaler le gaz d’acide citriqud,: cage en verre (20 x 20 x
40 cn?) pour le décompte des contractions inter-costales.

Figure 18 Photographie du dispositif expérimental d’indantde la toux
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[I-4- METHODES DE L'ETUDE CLINIQUE

[1-4-1- Nature de 'étude

C’est une étude longitudinale comparative et cdérde type expérimental, avec traitement
préventif réalisé en quatre groupes. Elle vise &figé I'effet du mélange aqueux de

Aframomum melegueta-Citrus aurantifosar le bronchospasme induit par I'exercice (BIE).
[I-4-2- Préparation de I'extrait aqueux

Le décocté du citron est préparé selon la méthaitisée par le praticien de la médicine
traditionnelle (qui a mis la recette a notre digjms). 125 + 2,5 g de feuilles et 290 + 2,59 de
fruits de Citrus aurantifolia sont introduits dans 1L d’eau potable. L’'ensemdsé mis a

ébullition pendant trente (30) minutes. Le décoaldenu est filtré et conservé dans un

thermos afin de le garder tiede, le temps quel&sisujets prennent leur dose.

NB : Les différentes quantités de feuilles (125 g)frdas (290 g) et de graines (125 g) sont
des valeurs moyennes obtenues aprés environ A@ygeésais par le praticien de la médecine

traditionnelle.
[I-4-3- Sujets de I'étude

L’échantillon d’étude est constitué des étudiamsSeiences et Techniques des Activités
Physiques et Sportives (STAPS) de I'INJEPS, pratids des sports individuels et collectifs
(athlétisme, gymnastique, football, basket-ballndihall et volley-ball) et ayant satisfait a
tous les criteres de I'expérience. lls ont au mdifgeures d’activités physiques par jour, soit
20 heures au moins par semaine durant 'année migké. lls vivent a l'internat et sont

soumis au méme régime alimentaire au cours ded@amacadémique.

[1-4-3-1- Critéres d’inclusion

Les sujets des deux sexes sont utilisés. Pouriréthes dans I'’échantillon d’étude, chaque
sujet devrait :

- Etre de sexe masculin ou féminin et volontaire,

- Etre pratiquant dans I'un des sports précités,

- Etre 4gé (e) de 18 a 25 ans inclus,
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- Donner son consentement écrit (annexe 2) en toom@atssance de cause, pour
prendre part a I'étude,

- Avoir connaissance de la notice d’'information (ate2),

- Etre apparemment sain et n'ayant aucune patholegeratoire,

- Avoir des géniteurs non asthmatiques.

[1-4-3-2- Critéres de non inclusion

Les sujets malades ou qui le seront au cours dgsuidqui vont précéder le début de I'étude
ne seront pas inclus dans I'échantillon d’étude. méme que ceux qui auront des

traumatismes de tout genre au cours de I'étude.

[1-4-3-3-Critéres d’exclusion

Les sujets qui pourront avoir un épisode de fiegteediarrhée, de rhume, de toux ou d’asthme
et ceux qui n‘auront pas respecté les consignesoaus du traitement seront exclus de

I’échantillon d’étude.

[I-4-3-4- Formation des groupes experimentaux

Au total, 52 sujets ont respecté tous les critetesont retenus pour le test. Quatre groupes,
contenant chacun de 13 étudiants, ont été formégomction de leur pourcentage de
diminution du Volume Expiratoire maximal par Secefid{EMS).

- G1 (groupe témoin recevant de I'eau tiede),

- G2 (groupe avec traitement a I'extrait Agamomum meleguetaul),

- G3 (groupe avec traitement au décoct€&drus aurantifolia)et

- G4 (groupe avec traitement au mélange aquewAfd@momum melegueta-Citrus

aurantifolia).
I1-4-4- Variables étudiées

Deux variables sont étudiées dans le cadre de éaitle : la variable indépendante et la

variable dépendante.
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lI-4-4-1-Variable indépendante

La variable indépendante dans cette étude espéedy traitement aux extraits :

- traitement a I'extrait aqueux ddramomum melegueteul (une cuillerée a café (5 g)
de Aframomum meleguetians un demi-verre d’eau tiede (100 mL) au grdspe

- traitement au décocté aqueux @érus aurantifolia (un demi-verre (100 mL) du
décocté des feuilles et fruits) au groupe G3,

- traitement au mélange aqueux Aamomum melegueta-Citrus aurantifol{ane
cuillerée a café daframomum meleguei® g) dilué dans un demi-verre du décocté
des feuilles et fruits d€itrus aurantifoliatiede au groupe G4.

- Le groupe G1 constitue le groupe témoin et rec&0fanL d’eau tiede.

Tous les groupes G1, G2, G3 et G4 vont appliquertlaitement par jour pendant 14 jours.
Notons que les verres utilisés ne sont pas traesggarLes sujets n’identifient pas ce gu'ils

consomment.

lI-4-4-2-Variables dépendantes
Il s’agit du VEMS et de la CRP

* Le Volume expiratoire maximal par seconde (VEMS)
C’est le volume maximal soufflé lors de la premigexonde de I'expiration forcée. Les
valeurs individuelles post exercice du VEMS sorjirgrées en pourcentage de variation par
rapport aux valeurs de VEMS au repos. Le bronclsymspaest observé par la réduction du
VEMS. Le diagnostique positif de bronchospasmefdiefest fait sur une diminution du
VEMS d’au moins 10%. Le diagnostique négatif egtdar une chute du VEMS inférieure a
10% (Mannix etal., 1996; Leuppi etl.,1997; Wilber etal., 2000; Rundell eal., 2003;
Rundell etal., 2004; Durand edl., 2005).
Calcul du pourcentage de variation du VEMS :

(VEMS post — VEMS pré)
Pourcentage de variation du VEMS = x 100
VEMS pré
Avec VEMS pré = Volume expiratoire maximal par sed® avant effort, VEMS post =

Volume expiratoire maximal par seconde apreés effort
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» La C réactive protéin (CRP)

C’est une protéine du sang, synthétisée par le dpie@s la pénétration dans le sang d'un
antigéne. Son apparition dans le plasma (partigdegdu sang) s’effectue immédiatement
apres introduction d’'un antigene dans l'organismeelee disparait plus tard lors de la
formation d’'un anticorps (Volanakis, 2001). C'est des marqueurs de l'inflammation et sa
concentration sanguine s’éléve en présence d@tooessus inflammatoire dans I'organisme.

En dehors de toute inflammation, la valeur de tdéne C réactive est inférieure a 6 mg/L.

[I-4-5- Protocole expérimental

[1-4-5-1-Procédures

Toutes les mesures anthropomeétriques ont été faities 07 heures et 09 heures du matin. Il
s’agit de la taille et de la masse corporelle. @esures nous ont permis de calculer l'indice
de masse corporelle.

L’étude a été effectuée en double aveugle, c'eliteaque les sujets savaient tous qu’ils
consommaient des médicaments, mais ils n'avaiest g@naissance de leur groupe
d’appartenance. Les techniciens chargés des apadgs®yuines ne connaissent pas non plus
les groupes d’appartenance des sujafs1 d'éviter I'effet des extraits de plantes sa |
concentration sanguine de la protéine C réactivRP(Cde début (JO) et dans le souci de ne
pas biaiser les différentes valeurs de la proténetactive (CRP), le premier prélévement
sanguin pour le dosage de CRP de début est effebretous les sujets de I'étude 24 heures
avant le début du traitement.

Au jour JO tous les sujets participants ont subiel de provocation bronchique sur tapis
roulant au laboratoire. lls subissent le méme tesiprovocation bronchique, a la fin du
traitement par les extraits de plantes (J14), pourparaison des valeurSigure 19). Le test

sur tapis roulant provoque l'obstruction des vaespiratoires. Les 4 groupes ont appliqué
leur traitement journalier pendant 14 jours da J..

Pour garantir une bonne compliance des sujets lgsutraitements proposes, il leur a été
demandé de consommer leur extrait le matin entreu8es et 10 heures.

Les préléevements, mesures et analyses de sandéoafféctués par les mémes évaluateurs
pour le dosage de la protéine C réactive. Troisdweapres la derniere séance de provocation
bronchique sur tapis roulant au laboratoirg)(Ja protéine C réactive (CRP) a été également

dosée. Les troisieme, quatrieme et cinquieme peéiénts ont été effectués respectivement
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24, 48 et 72 heures apres la derniere séancetddetpsovocation bronchique pour le dosage
de la protéine C réactive. Au total 5 prélevememtsété effectués chez chaque sujet. Le test
de diagnostic du BIE est réalisé le jowiefl le quatorzieme {¢) jour chez tous les sujets de
I'étude (Figure 19).

Les sujets n'ont été autorisés a consommer augopiéuent nutritionnel ni & avaler aucun
médicament pendant les 15 jours qui ont précédsuetédé a la séance de provocation
bronchique. Tous les sujets victimes d'épisode ddadie accompagnée de fiévre, sont
systématiqguement exclus de I'expérimentation. lLgsts participants ont été soumis au repos

sans effort physique, au cours des 72 heures quuaeédé le dernier prélévement.

Exercice et mesure
VEMS, (Post et pré)

Exercice et mesure
VEMS, (Post et pré)

TRAITEMENT
JO J1 < > J14 J15 J16 J17
ler 2éme 3éme 4éme 5éme

A
N

PRELEVEMENT SANGUIN ET DOSAGE DE CRP

Figurel19: Résumé schématique du protocole expérimental
lI-4-5-1-1-Mesures spirométriques de repos

Apres avoir pris connaissance de la notice d’inftian, donné son consentement libre et
rempli le questionnaire (annexe 2), les valeurdadeasse corporelle, de la taille, de I'age
ainsi que le sexe du sujet sont enregistrées. jet sel familiarise d’abord avec le spiromeétre
par essais. Des explications lui sont données @fiil puisse prendre connaissance des
objectifs et du déroulement du test. Les emboutsdux a usage unique sont utilisés pour

observer I'hnygiene médicale. Le test de spiroméiieée est réalisé pour enregistrer les
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parameétres ventilatoires de repos. Le sujet asspgire a travers I'embout buccal qu’il met
dans la bouche. Il recoit ensuite pour consignegaigler au maximum ses poumons, puis de
vider l'air le plus rapidement possible, de manigyatinue et complete. Apres I'expiration, le
sujet reprend sa respiration normalemdsat courbe débit/volume s’affiche instantanément
sur I'écran de I'appareil. Le test est répété jisqe que deux courbes reproductibles soient
enregistrées en mémoifieigure 20).

Aprés ces manceuvres, le sujet observe une pausk) denutes environ avant le test de
provocation bronchique sur tapis.

# DEbit

d b L=
- L __:I__-._D'EF"

——— e

Figure 20: Courbe débit volume lors de la spirométrie
lI-4-5-1-2-Test de diagnostic de I'BIE

Le tapis roulant est I'ergométre choisi car il nigli plus rapidement un débit ventilatoire
élevé. Il s’agit d’obtenir au cours de I'effort dou, 80 a 90% de la fréquence cardiaque
théorique et de maintenir cette intensité d’exerg@endant quatre minutes. A cette intensité
d’effort, la ventilation maximale cible est obtenue

Le protocole utilisé est le suivant : un échauffetrage trois a quatre minutes pendant lequel
on monte rapidement la charge pour atteindre 80% &e la fréequence cardiague maximale
théorique du sujet (220 - 4ge + 10 années). Cétdege est maintenue ensuite constante

pendant quatre minutes au moins. La durée totaleffiert est de huit a dix minutes.

lI-4-5-1-3-Mesures spirométriques apres effort

A la fin de l'effort, le sujet observe une pausesdainutes avant de souffler a nouveau dans
'embout buccal afin d’éviter l'influence de la iigie des muscles respiratoires sur la qualité

des données spirométriques (Andersaal.e2001).
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L’index spirométrique choisi dans I'appréciation ldefonction respiratoire est le Volume
Expiratoire Maximum par seconde (VEMS). L'Asthmelliit par I'Exercice est observé sur
une diminution d’au moins 10% du VEMS apres effort

[I-4-5-1-4-Protocole de dosage de Greactive protein (CRP)

Pour le dosage de la CRP, le protocole suivant awévi, en utilisant un kit AVITEX CPR de
chez Omega avec une méthode semi quantitative bdiods successives en série
géomeétrique de raison 2.

- 50 pL d’eau physiologique ont été distribuées damsgue cercle de la plaque qui

accompagne le réactif.

- 50 pL du sérum positif ont été ajoutés dans’ledrcle (dilution au %2)

- 50 uL du mélange ont été transféré dansTé 2ercle (dilution au ¥a)

- Continuer 'opération jusqu’au dernier cercle

- du dernier cercle, 50 pL ont été prélevé et rejetés
Le dosage a été effectué en distribuant 50pL deif@ans chaque cercle. Le résultat positif
est donné en mg/L et est représenté par le dererete ou on note encore une agglutination
visible (Figure 21).

G o O o

12 mg/L 24 mal/L 48 mal/l 96 ma/l 192 ma/l
384 mall 768 mal/l 1536 3072 ma/l 6144 ma/l

Figure 21: Méthode semi quantitative de dilutions successaresérie géométrique
de raison 2

[I-4-6- CONSIDERATIONS ETHIQUES

Pour la réalisation de ce travail, nous avonsrabtien consentement libre, écrit et éclairé
(annexe 2) des sujets participants. Un avis sfigné (annexe 2) a été accordé par le Comité
Scientifique Sectoriel de 'INJEPS sur présentaties résultats de toxicité et biologiques de

I'extrait.
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L’ avis éthique favorable, N°002 du 03 Mars 201lest obtenu aprés étude du dossier et
I'autorisation administrative de recherche, N°4079/M®>C/SGM/DRS/SA du 12 Juillet
2011est signée par le Ministére de la Santé du Bemingiee 2).

[I-4-7- TRAITEMENT STATISTIQUE

Le logiciel Statistica Soft Inc (version 5.5) a aiBlisé pour le traitement des données
enregistrées. La moyenne (X), I'écart type (s)estdur standard de la moyenne (SEM) ont
été calculés pour chaque variable considérée. bgamison de I'évolution des différents

parameétres considérés a été effectuée par le test Student sur échantillon indépendant
d'une part et en séries appariées d’autre parseld de significativité des tests statistiques a

6té fixé a p < 0,05.
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RESULTATS
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I-PARTIE PRECLINIQUE

[-1-ANALYSES PHYTOCHIMIQUES

I-1-1-Rendement d’extraction

Le rendement de I'extraction est de 7,54% pour &anmgeAframomum meleguetaCitrus
aurantilfolia et de 3,26% pousterculia setigeral’extrait agueux du meélang&framomum
melegueta- Citrus aurantilfolia présente un meilleur rendement par rapport a addui

Sterculia setigera
I-1-2- Groupes chimiques mis en évidence dans lesuk extraits
Les résultats du screening phytochimique sont goési dans leableau Il .

De I'observation de ce tableau, on note que lemsanes flavonoides, les alcaloides, les
anthocyanes et leuco anthocyanes, les mucilagescdegosés réducteurs, les dérivés
guinoniques, de méme que des huiles essentielepeEsents dans chacun des extraits.

[-1-3-Extraction des huiles essentielles deéframomum meleguet&t de
Citrus aurantilfolia et analyse chromatographique

Les résultats des analyses chromatographiques ulles lessentielles (HE) sont consignés
dans letableau 1V et illustrés par leigures 22 (a et b).
Les composeés identifies sont respectivement de 2%,Qour I'huile essentielle de
Aframomum meleguett de 98,5% pour celle datrus aurantifolia
Les composés majoritaireSigure 23) sont :
- pour T'huile essentielle deAframomum meleguetap-caryophylléne (16,3%),
a-caryophylléne (64,2%) etl7a-cyano-17a-hydroxy-prégn-3-one (3,45%).
- au niveau de I'huile essentielle @&rus aurantifolig B-pinene (8,38%), para cymene
(14,23%), limonéne (51,37%) eitterpinéol (6,84%).
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Tableau lll: Groupes chimiques mis en évidence dans les exigieux de Sterculia

setigeraet dumélangeAframomum melegueteCitrus aurantilfolia.

Aframomum
Groupes chimiques Sterculiasetigera melegueta - Citrus
recherchés aurantifolia

Alcaloides + +
Tanins catéchiques + -
Tannins galliques + +
Flavonoides + +
Anthocyanes * *

+ +
Leuco anthocyanes
Dérivés quinoniques + +
Saponosides -
Triterpenoides + -
Stéroides - -
Mucilage + +
Composés anthracéniques libres - -
Composés réducteurs + +
Coumarines - -
Cardénolides - -
Huiles essentielles + +
(+): réaction positive (-): ré@on négative
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TableaulV: Composition chimique des huiles
Citrus aurantilfolia

essentielleAftamomum meleguetet de

INDICE DE COMPOSES IDENTIFIES
KOVATS

871 4-Méthyl-2-hexanol
939 alpha pinene

953 alpha fenchéne

954 camphéne

971 linalol oxyde (pyranoique)
975 sabinene

978 béta pinene

991 myrcene

1015 1,4-cinéol

1025 para cymene

1026 0-Cyméne

1029 limonene

1031 1,8-cinéol

1044 1-Méthylhexyl acétate
1060 gamma terpinene

1089 terpinolene

1091 para cymeénene

1097 linalol

1117 endofenchol

1123 trans mentha-2,8-dién-1-ol
1134 terpinéne-1-ol

1142 trans oxyde de limonéne
1146 cis beta terpinéol

1169 endobornéol

1177 terpinéne-4-ol

1183 para cymene-8-ol

1195 alpha terpinéol

1217 transcarvéol

1269 transascaridol glycol
1317 menth-1-én-4,8-diol
1338 delta éléméne

1349 limonéne glycol

1409 beta-Caryophylléne
1419 alpha-Caryophyllene
1435 transalphbergamoténe
1437 y-élémene

1443 (Z,E)-a-Farnéséne
1504 mentha-1,2,8-triol

1506 (E,E)-alpha farnéséne
1506 béta bisaboléne

1583 Oxydede caryophyllene

- acide 3-bromo-7-méhyl-1-adamantanoique
- 17a-cyano-17a-hydroxy-pregn-4-én-3-one,

- Acide
docosahexaenoique

TOTAL COMPOSES IDENTIFIES

POURCENTAGE (%)

(all-2)-4,7,10,13,16,19-methylestet ,06

Aframomum  Citrus
melegueta aurantilfolia
0,27
1,96
0,19
0,56
0,22
0,29
0,98 8,38
0,61
0,93
14,23
0,33
51,37
0,67
1,76
1,02
0,47
0,46
0,27
0,51
0,21
0,58
0,92
0,54
0,32
0,90
0,98
6,84
0,79 0,25
0,28
0,48
0,28
0,76
16,3
64,2
0,80
0,48
0,83
0,23
0,22
1,31
2,02 0,46
0,45
3,45
94,02 98,5
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Figure 22a Chromatogramme de I'huile essentielleAfeamomum melegueta
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Figure 22b: Chromatogramme de I'huile essentielleGlus aurantifolia
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o-terpineol OH

b-caryophyllene

Limoneéne para cymene

B-pinene

Figure 23 Structure des composés chimiques majoritairagifies dans les huiles
essentielles Aédramomum meleguet deCitrus aurantilfolia
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[-2-ETUDE DE LA TOXICITE

I-2-1- Toxicité géneérale aigué et toxidrome des extraitsgaieux desterculia
Setigeraet du mélangeAframomummelegueta Citrus aurantilfolia
par voie orale
L’étude de la toxicité aigué des différents extragqueux d&terculia setigerat dumélange
Aframomum meleguetaCitrus aurantilfoliaa montré que I'administration des extraits a des
doses variant entre 1000 et 3000 mg/kg, de poidgsoosl des animaux n’a donné lieu a
aucune mortalité; aucun symptéme visible d’intodara n’est aussi observé au sein des
différents groupes expérimentaux.
Pour la dose de 3000 mg/kg de poids corporel, o& mae torpeur apres 15 min avec perte de
motricité et d’appétit. Aprés 30 min, les animaumt etrouvé leur appétit et leur motricité. La
dose minimale létale limite de ces extraits paemiale est donc supérieure a 3000 mg/kg.
Au bout des 72 heures d'observation, les animawantayecu 3000 mg/kg d’extrait et les
animaux des lots témoins ont été anesthésiés eeqliss(Figure 24a et 24b) Une
observation macroscopique du rein, foie, rate, ceaiomac et poumons des animaux traités

ne révele aucune anomalie visible comparativeraextémoins.

\ Intestins———__ |

a: Souris témoin b : Souris traitée : Présenci

Aspect normal des organes de congestion organes
translucides, colorés et noirs

Figure 24: Souris NMRI disséquée (Echelle 1/12)
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[-2-2- Toxicité générale aigué des extraits aquelpar voie intra péritonéale

I-2-2-1-Extrait aqueux de Sterculia setigera

Le tableau V indique les doses de I'extrait aquaei$terculia setigerat les pourcentages de
mortalité.

A la dose de 1000 mg/kg d’extrait aqueux, 100%siesis sont mortes.

Le tracé de la droite du pourcentage de mortatittorction des doses de I'extrait utilisé a été

réalisé au moyen du logiciel EXCEL 2007 et représear lafigure 25.

Tableau V: Evolution du pourcentage de mortalité en fonctlerla dose, 2 heures aprés
administration en i.p. de tiext aqueux dé&terculia setigerdel.

Lots (n=5) Doses (mg/kg) Nombre de morts Pourcentage de
mort

Lot O (Lottémoin) O 0 0

Lot 1 100 0 0

Lot 2 250 1 20

Lot 3 500 2 40

Lot 4 750 3 60

Lot5 1000 5 100

Lot O = lot témoin ayant recu de I'eau, Lot 1, tLot 3, Lot 4, Lot 5 sont des lots traités a
I'extrait de Sterculia setigera.
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Figure 25: Droite de toxicité générale aigué de I'extrait @i deSterculia setiger®el chez
les souris NMRI (voie ip)

Ce tracé permet de déterminer la valeur de Igo@Lpartir de I'équation de la droite de
meilleur ajustement (y = 38,75 In(x) - 187,5). t€eataleur est DL 50 = 458,991 mg/mL
L'analyse des résultats au moyen du logiciel PHARG® (Pharmacogic Calculation
System) version 4.2, a permis de déterminer lgyOdorrigée et son intervalle de confiance.
Le tableau VI indique les probits (meilleure proititdh des résultats expérimentaux) des
pourcentages de mortalité en fonction de la dose.

La limite de confiance de la R4est:

322,49 mg/kg < Dlgo< 774,28 mg/kg

Les valeurs de DJg obtenues manuellement et celle donnée par lei@dES sont proches.
La détermination de la létalité de I'extrait aguele Sterculia setigerdel en 72 h donne les
valeurs suivantes :

DLs¢/DL; = 5,23

DLgg/DLsp = 5,23

DLoy/DL, = 27,34

Les valeurs Dky/DL; et DlLgg/DLsy sont similaires ce qui témoigne de la validité de

I'expérimentation.
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Tableau VI: Evolution du pourcentage de mortalité corrigésde programme informatique
PCS et leur probit, deux heures aprés administratel’extrait aqueux dsterculia setigera
Del

Doses (mg/kg) Log (doses) Pourcentage Probit
de mortalité

100 02 1,3 2,77
250 2,40 20 4,16
500 2,70 40 4,75
750 2,88 60 5,25
1000 3 91,6 6,38
DL; = 95,562 mg/kg 1,980 1 2,67
DLs = 155,142 mg/kg 2,190 5 3,35
DLig = 246,415 mg/kg 2,391 16 4
DLsc = 499,698 mg/kg 2,698 50 4,99
DLgs=1013,32 mg/kg 3,005 84 5,99
DLgs = 1609,478 mg/kg 3,206 95 6,64
DLgo= 2612,939 mg/kg 3,417 99 7,33

Probit = 3,238745 x Log (Dose) — 3,749426 Bl= 499, 70 mg/kg

La comparaison de I'indice de sécurité selon 'O(@802) a donné :
IS = DLgy/DL 1= 27,34. IS > 1Q&e qui traduit une bonne sécurité d'utilisationadrogue, la

maniabilité n’étant pas difficile en intra-péritaié.

L’écart type approchk de la Dlsg est 121,26 mg/kg
d’ ouDLso=458,991 mg/mL + 121,26 mg/kg

[-2-2-2-Extrait aqueux du mélangeAframomum melegueta - Citrus aurantilfolia

Le tableau VII indique les doses de I'extrait aqueux @éange Aframomum melegueta

Citrus aurantilfoliaet les pourcentages de mortalité.
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Tableau VII: Evolution du pourcentage de mortalité en fonctitenla dose 2 heures aprés
administration de I'extrait aqueux ehitlangeAframomum melegueta - citrus aurantifolia.

Lots (n=5) Doses (mg/kg) Nombre de morts Pourcentage de
mort

lot O (Lot témoin) 0 0 0

Lot 1 1000 0 0

Lot 2 1250 1 20

Lot 3 1500 3 60

Lot 4 1750 3 60

Lot 5 2000 5 100

A la dose de 2000 mg/kg de I'extrait igm., 100% des animaux sont morts.
Le tracé du pourcentage de mortalité en fonctiedieses de I'extrait utilisé a été réalisé au
moyen du logiciel EXCEL 2007 et est représentdafgure 26:

Ce tracé permet de déterminer la valeur de lgoBLpartir de I'équation de la droite de
meilleur ajustement (137,9 In(x) - 956,9). Cettdeur est DLso = 1482,277 mg/kg.
L'analyse des résultats au moyen du logiciel PHARG® (Pharmacogic Calculation
System) version 4.2, a permis de déterminer lgo[@L son intervalle de confianctalfleau
VII).

La limite de confiance de la R4est:

1290,61 mg/kg < Dlge< 1744,81 mg/kg

La valeur de Dk, obtenue expérimentalement et celle donnée paodeiél PCS sont
proches.

La détermination de la létalité de I'extrait agyelw mélangéAframomum melegueteCitrus
aurantifoliaen 72 h donne les valeurs suivantes :

DLs¢/DL; = 1,64

DLgg/DLsp = 1,64

DLgy/DL; = 2,68
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Les valeurs Dky/DL; et DLyo/DL5so = 1,64 sont similaires ce qui témoigne de la vididie

I'expérimentation.

y =137,9 In(x) - 956,9

100 ¢ R2 = 0,938
< 90 /'
‘W 80 /
& 70
g 60 7L
g 50 - . — ‘
& 40 /
(1]
t 30 DL, = 1482,277
]
g 20 /L mg/kg
S 1w

: FE |

100 1000 0000
Concentration (mg/mL)

Figure 26: Droite de toxicité générale aigué de I'extrequeux du mélangAframomum
meleguet@itrus aurantifolic chez les souris NMRI (voie ip)

La comparaison de l'indice de sécurité selon 'O(@802) a donr :

IS = 2,68. IS < &ce qui traduit une mauvaise sécurité d'utilisatiena drgue, la maniabilité
étant difficile en intrgpéritonéale

L’écart type approchE de la Dlspest 116,36 mg/kg

DL50 = 1482,277 mg/kg 416,3t mg/kg

La classification sur I'échelle de toxicité de HodgeSterner (1943) des différents extr.

étudiés par voietra-péritonéaleest donnée par lableau IX:
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Tableau VIII : Evolution du pourcentage de mortalité corrigé oselle programme
informatique PCS et leur probit deux heures aprésiimistration de I'extrait agueux
Aframomum meleguetecitrus aurantifolia

Doses (mg/kg) Log (doses) Pourcentage de Probit
mortalité

1000 3 2,6 3,06
1250 3,10 20 4,16
1500 3,18 60 5,25
1750 3,24 60 5,25
2000 3,30 94,3 6,58
DL1 = 916,381 mg/kg 2,96 1 2,67
DL5 =1058,813 mg/kg 3,02 5 3,35
DL16 = 1215,426 mg/kg 3,08 16 4
DL50 = 1500,622 mg/kg 3,17 50 5
DL84 = 1852,739 mg/kg 3,26 84 5,99
DL95 =2126,785 mg/kg 3,32 95 6,64
DL99 = 2457,348 mg/kg 3,39 99 7,32

Probit = 3,238745 x Log (Dose) — 3,749426DL50 50D,622 mg/kg

Tableau IX: Valeurs des Dy en 2 h (i.p.), des Indices de Sécurité (IS) edsifecation sur
I'échelle de toxicité de Hedet Sterner (1943) des extraits.

Echelle de toxicité

Extraits DL 50 (mg/kg) Isr"écggﬁté de (Hodge et Sterner,
1943 et OMS, 2002)

Aframomum

m.-Citrus 1500,622 2,68 Faiblement toxique

aurantifolia

Stgrculla 499,698 27.34 Mo_yennement

setlg_jera toxique
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[-2-2-3- Toxidrome par voie intra-péritonéale des traits aqueux deSterculia setigeraet

dumélangeAframomum melegueta- Citrus aurantilfolia

Au cours des 72 heures d'observation qui ont sladministration de 1000 mg/kg de
Sterculia setigerat 2000 mg/kg dunélangeAframomum melegueta- Citrus aurantilfgli@ous
avons observeé les signes de toxicité suivantsiaulss animaux qui ne sont pas morts :

- des troubles respiratoires de type polypnéddsafion),

- des torsions immédiatement aprés I'administraties extraits (douleurs),

- une somnolence pendant les premiéres heures aghmginistration des extraits,

- une baisse de I'activité motrice,

- des convulsions précedent toujours la mort desaux.

Nous avons remarqué que les animaux ne mourraigntgns l'intervalle de 2 heures a 24

heures aprés administration des extraits. Il s@gihe toxicité générale aigué immédiate.

Juste apres la mort, une dissection rapide desaamimgvele, par observation macroscopique,
sans différence pour les deux extraits, une coimgedbtale des organes biologiques
comparativement a ceux des animaux témoins. Lemesjobservés sont: I'estomac, le foie,

le cceur, la rate, les poumons et le (&gure 27 et 28)

[-2-3- Analyse de la cytotoxicité des différents dpaits aqueux

Les résultats a différentes concentrations de Xicité des extraits sur les larves ont étée
représentés par les graphes dédare 29 et nous ont permis de déterminer la valeur de la
CLso de chaque extrait. La courbe de la toxicité dudotoin se retrouve confondue a l'axe
abscisses (axe des concentrations) du fait qujilanpas eu de larves mortes dans les tubes

témoins.
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Estomac témoin Estomac aprés
traitement colorés, noil

Foie témoin Foie apres
traitement, noir

N
y

Coeur témoin Cceur aprés traitement,
noir et volumineux

Figure 27 : Photos de: estomac, foie et cceur des souris térebinaitées aux extraits aqueux
en i.p. Sterculia setigera 1000 mg/kgmélangeAframomum melegueta-Citrus
aurantilfoli&a 2000 mg/kg) (Echelle 1/12)
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\

Rate témoin Rate apres
traitement, noir
Poumons écrasés aprés
Poumons témoins traitement

b
S

Reins témoins Reins apres traitement
noir

Figure 28 Photos de : rate, poumons et reins des souris m&neditraitées aux extraits
agueux en i.p.Sterculia setigera 1000 mg/kgmélangeAframomum melegueta-Citrus
aurantilfoliaa 2000 mg/kg) (Echelle 1/12)
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Figure 29: Graphes comparatifs de la toxicité des extraitsles larves de crevette

saumure Artemia saling

Les valeurs des Gb des deux extraits sont consignées dartabdkau X. Ainsi, nous avons
enregistré les Gl de 0,366211 + 29.18 mg/mLet de 0,24414 + 16.F0mg/mL
respectivement pour I'extrait d&terculia setigerat I'extrait aqueux du mélangdramomum
melegeuta - Citrus aurantifolia

L’analyse statistique de ces résultats, effectsdeptest de Student en séries non appariées,
nous a permis d'observer une différence signifieafp < 0,05) entre les variables de chaque
extrait et la variable du lot témoin.

L’extrait aqueux deSterculia setigergparait moins toxique pour les larves que celui du

meélangeAframomum melegeuta - Citrus aurantifolia

Tableau X: Valeurs des Cig des extraits

Extraits Concentration létale (CL s) mg/mL
Sterculia setigera 0,366
Aframomum melegeuteCitrus aurantifolia 0,244
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[-3-ACTIVITE BRONCHORELAXANTE

[-3-1- Effet de I'extrait agueux du mélangeAframomum meleguet&Citrus
aurantifoliasur la contraction a I'acétylcholine

L’étude montre pour les contractions induites &dtgicholine (10M), une amplitude
maximale de 4,06 + 0,30 g. L'extrait aqueux totalrdélangeAframomum melegueta-Citrus
aurantifolia testé, a inhibé, de fagon concentration-dépendéntmntraction développée par
I'acétylcholine (figure 30) avec une concentration efficace 50% §gEde 1,80 + 0,48
mg/mL. L’effet maximum (100% de relaxation) est eh® avec la concentration de 14

mg/mL d’extrait.

~
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Figure 30: Enregistrement de I'effet du mélangdamomum meleguetaitrus aurantifolia
sur la contraction & I'acétylcholine (1M1).

El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9 E10, corresponcdespectivement aux concentrations 3,100%, 3.10",
6.10%1, 2, 3, 6, 10, 14 mg/mL de I'extrait aqueux rélangeAframomum meleguefitrus aurantifolia.

L’administration du propranolol (1), induit une légére réduction de I'effet relaxate
l'extrait aqueux total du mélangd&framomum melegueta-Citrus aurantifoliavec un
déplacement de la courbe vers la droite. La valeuCEk, passe de 1.80 mg/mL & 2,60mg/mL

respectivement en absence et en présence de potgpr@@igure 31).
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Ao Propa+ Ach +Afra + Citrus
(ECso = 2.60 mg/mL)
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Figure 31: Effet de I'extrait aqueux du mélangéramomum melegueta-citrus aurantifolia
sur la contraction induite par I’Acétylcholine IMen absence (carreau) et en présence du
propranolol 1M (triangle). Chaque point représente la moyennkéeart type. (n: 5-7)

I-3-2- Effet de I'atropine sur la contraction a I'acétylcholine
Sur les lambeaux de trachée pré contractés aylahétine, I'addition cumulative d’atropine

(10 & 10'M), a provoqué une réduction de I'effet contractaracétylcholine. On observe

alors une chute du tonus musculaire plus accenawe® une diminution de 69,5%

d’amplitude(figure 32).

Amplitude de la contraction

(@)

O r N W b U
|

W Contraction

Ach10-5M  Atr 10-8M Atr 10-7M

Drogues

Figure 32 Effet de I'atropine sur la contraction a I'acétydtine
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[-3-3- Effet du mélangeAframomum meleguet&Citrus aurantifolia sur la
contraction au KCI

Le KCI (4.10°M) a produit une contraction maximale (4,2 + 0,28y la trachée. L’extrait
agueux total du mélanggramomum melegueta-Citrus aurantifoigorovoqué un
relachement de la trachée. La concentration e#i&i®6 est de 1,86 + 0,6586 mg/mL. L’effet
relaxant de 'extrait sur la concentration au K€ @omparable a son effet sur I'acétylcholine.
Il 'y a donc pas de différence significative entess deux effets a p < 0,(Bigure 33).

= Ach + Afra + Citrus
(ECsp = 1.80 mg/mL)

Ao KCI + Afra +Citrus
(ECsp = 1.86 mg/mL)

Relaxation (%)
S

~
a1

100

-1.75 -1.25 -0.75 -0.25 0.25 0.75 1.25
Log[Concentration](mg/mL)

Figure 33 : Effet de I'extrait aqueux total du mélanggamomum meleguetaitrus
aurantifolia sur la contraction induite par I'’Acétylcholine™ (carré) et le KCI 4.16M
(triangle). Chaque point représente la moyenn@eit type. (n:5-7)

I-3-4- Effet de I'extrait aqueux de Serculia setigerasur la contraction a
I'acétylcholine en présence du propranolol

L’extrait aqueux de terculia setigeraa inhibé de facon concentration-dépendante, la
contraction développée par I'acétylcholine avec oorecentration efficace 50% (GdE de
0,91 + 0,48 mg/ml(figure 34).

Lorsque les récepteufsadrénergiques sont bloqués en présence du prdprgh6°M), le
relachement da a I'extrait est encore plus sigaifiqp = 0,0085) si I'on compare la valeur de

CEso a celle obtenue en présence du proprarfbipire 35).
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Figure 34: Enregistrement de l'effet de I'extrait aqueux deter8ulia setigerasur la

contraction a I'acétylcholine.
E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9 correspondespactivement aux concentrations 3,107, 3.10% 6.10
%1;1,5; 2; 3,6, 10mg/mL de I'extrait aqueur Serculia setigera.
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Figure 35: Effet de I'extrait aqueuxde Sterculia setigerasur la contraction induite par
I'’Acétylcholine 10°M (cercle) et en présence du propranolofMiQ(triangle). Chaque point
représente la moyenne et I'écart type. (n : 5-7)

[-3-5- Effet de I'extrait agueux de $erculia setigerasur la contraction
au KCI

L’extrait aqueux de ®rculia setigerad dose cumulative, inhibe les contractions dedehiee
dues au KCI. La valeur de la concentration effica0&o est de 1,39 = 0,48 mg/mL. La
comparaison statistique de cette valeur par ra@poeile obtenue dans la contraction induite
a l'acétylcholine, montre gqu'’il y une différencasificative entre I'effet relaxant de I'extrait

en présence des deux drogues (KCI et Acétylchotimeg p = 0,000€figure 36).
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Figure 36. Effet de I'extrait aqueux d8terculia setigeraur la contraction induite par
I'’Acétylcholine. ItM (carré) et le KCI 4.18M (triangle). Chaque point
représente la moyenne et I'éggme (n : 5-7).

[-4- ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

[-4-1- Activité inhibitrice des extraits aqueux su 'cedéme

Les deux extraits aqueux sont administrés par @& 30 min avant l'injection du formol
aux doses de 1000 et 1500 mg/kg. Avant les troksnres heures et a la dose de 1500
mg/kg, les deux extraits ont des taux d’inhibitioomparables a celui de I'indométacine
(produit de référence). Mais apres 3 h, les estisatrévelent plus efficaces que le produit de
référence (p = 0,0030), soit 98,00 = 0,57% ; 9&42,22% et 80,83 = 0,38% d'inhibition
respectivement poubterculia setigera, Aframomum melegueteCitrus aurantofolia et
lindométacine. L’activité anti-inflammatoire moetgu’avec les deux extraits, le pourcentage
d’inhibition croit dans le temps et en fonction ldedose avec une meilleure activité pour

Sterculia setigerdfigure 37).
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Figure 37: Courbes des taux d'inhibition de I'oedeme, induit apres
les traitements, des pattes droites des cobayes

[-4-2- Activité antalgique des extraits aqueux

Lorsque les animaux sont protéges, la durée derséje leur patte gauche dans I'eau est plus
élevée. Les durées de séjour sont respectivemedt 88 + 10,72, 29,29 + 12,15 et 27,0
0,30 sec pousterculia setigera la dose de 1000 mg/kg, I’Aspégic (produit déméfice) a

50 mg/kg et le mélang&framomum melegueteCitrus aurantifoliaa 1000 mg/kg.

Les deux extraits augmentent efficacement le tedepséjour de la patte des animaux dans
'eau & 50° C.Sterculia setigerasemble étre plus efficace que I'Aspégic a 50 mgkde
mélangeAframomum melegueteCitrus aurantifoliaa 1000 mg/kg (p = 0,007@jgure 38).
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Figure 38: Histogrammes des durées de séjour des pattes
gauches des cobayes dans I'eau a 50°C apreés les traitements

[-4-3- Activité antipyrétique des extraits aqueux
L’extrait de Sterculia setigeraa 1000 mg/kg a baissé de fagon significative laptmature

induite par la levure de biére comparativementtémoins(figure 39).
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Figure 39: Courbes de I'évolution des températures rectales des
cobayes apres indution de I'hyperthermie suivie des traitements
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[-5- ACTIVITE ANTITUSSIVE

L'étude in vivo de I'effet des extraits agueux$kerculia setigera&t du mélangeAframomum
melegueta Citrus aurantifoliasur la toux a donné les résultats illustrés pafidrires 40 et
41 (fréquences et taux d’inhibition des contractiantgricostales).

De l'observation des histogrammes dagires 40 et 41 on note que la référence Néo-
Codior®, & la dose de 10 mg/kg de poids corporel, inda inhibition trés hautement
significative de 63% des contractions intercostalar rapport au témain.

Pour I'extrait deSterculia setigerac’est a partir de la dose de 1500mg/kg de poidpazel
gue nous obtenons une inhibition significative ¢29@ des contractions avec p = 0,0237.
C’est a partir de 1000 mg/kg de poids corporel geumélangeAframomum melegueta -
Citrus aurantifoliaqu’une inhibition significative des contractiormgdrcostales de 4,62% a
été obtenue. A dose égale de 1500 mg/kg, I'exthaiimélange se révele quatre fois plus
efficace questerculia setigera

Aux doses de 3000 mg/kg, le mélargfeamomum meleguef@itrus aurantifoliasemble étre
plus efficace que le Néo-codion a 10 mg/kg avectaux d’inhibition de 73,70% contre
63,20%. Par contrSterculia setigergarait étre moins efficace (50,70% contre 63,20%).
L’activité antitussive des deux extraits est dogpahdant et I'extrait du mélangéramomum

melegueta Citrus aurantifoliaest plus actif que celui d&erculia setigera.
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Figure 40: Histogramme des fréquences des contractionsitEsostaux
SS: Sterculia setigel®MCA: mélangeAframomum melegueta - Citrus aurantifol{&l= 6).
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Figure 41 : Histogramme des taux d'inhibition des contmaides intercostaux
SS: Sterculia setigerAMCA: mélangeAframomum melegueta - Citrus aurantifo{ld= 6).
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II- PARTIE CLINIQUE

[I-1- CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES DES SUJETS

Les données relatives aux caractéristiques géisédate sujets étudiés par type de traitement

sont présentées dangddleau XI.

Tableau Xl : Caractéristiques anthropométriques des sujetiést selon le type de
traitement.

GROUPES

G1(N:13) G2(N:13) G3(N:13) G4(N:13)
Caractéristiques > Xi+ SEM
anthropométrigu X £ SEM X+ SEM X+ SEM X+ SEM

esS 4

Age (ans) 22,27 +1,41 21,57 +1,3422,56+1,94 22,06+1,64 22,12+1,58
Taille (m) 1,76 £+0,06 1,75+0,07r 1,74+0,07 1,72+0,05 1,74+0,06
MC (kg) 69,27 +7,18 71,36 +6,33 72,67 +8,77 72,05+755 71,33+7,45
IMC (kg/m2) 22,51 +1,78 23,41+1,94 22,21 +2,23 23,69+2,18 23,39+ 2,03

G1: témoin; G2: Aframomum melegueteul; G3: Citrus aurantifoliaseul G4: Aframomum melegueta.-Citrus
aurantifolia; N: effectif ; X: moyenne;SEM: Standard Error of MeatMC: masse corporelldMC : indice de
masse corporelle.

Le tableau XI montre gu'’il n'y a pas de différersignificative au niveau ni de I'age, ni de la
taille, ni de la masse corporelle et de l'indicendasse corporelle entre les sujets des quatre

groupes. Nos quatre groupes sont homogenes.

[I-2- PARAMETRES VENTILATOIRES

[I-2-1- Evolution du VEMS et du pourcentage de dinmution du VEMS au
cours de I'expérience

Le tableau Xll et lafigure 42 montrent I'évolution du VEMS en fonction du type d
traitement. On constate que:
Avant traitement, le VEMS preé-exercice des sujetgiebupe 1 (3,41 £ 0,18 L/mim)
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est inférieur au VEMS post- exercice (3,69 + 0,4&im). Par contre, au niveau des sujets
ayant recu le mélang&framomum meleguetaCitrus aurantifolia la valeur du VEMS post-
exercice (3,09 £ 0,53 L/mim) est inférieure a celeepré- exercice (3,84 + 0,47 L/mim). La
méme observation est faite au niveau du grougdrarhomum meleguetd,34 + 0,20 contre
3,55 +0,21).

Apres traitement, le VEMS post-exercice a diminaégles quatre groupes et ce de fagon
relativement significative. Ces valeurs sont: G583t 0,54 L/mim; G2: 3,37 =+ 0,33 L/mim,
G3: 3,28 £ 0,37 L/mim et G4: 3,46 + 0,41 L/mim aentespectivement G1: 3,77 = 0,50
L/mim; G2: 3,49 + 0,35 L/mim, G3:3,42 + 0,32 L/mieh G4: 3,72 + 0,34 L/mim pour le pré-

exercice.

Tableau XII: Valeur moyenne du VEMS et du pourcentage de dition au cours du

traitement
Paramétres Eal A. melegueta Citrus A. melegueta -
ventilatoires seul aurantifolia C. aurantifolia
Avant Aprés Avant Aprés Avant Apres Avant Aprées

3,41 3,77 3,55 3,49 3,45 3,42 3,84 3,72
Pré + + + + + + + +

018 050 021 035 034 032 047 034

VEMS
(L/mim) 3690 358 334 337 321 328 309 4
Post +
+ + + + + + + 0.41
042 054 020 033 036 037 053 ’
% 907 517 601 331* 696 3,09 1913 6,89*
diminution + + + + + + + +
VEMS 142 144 320 108 156 145 393 012

G1: témoin; G2: Aframomum melegueteul;G3: Citrus aurantifoliaseul; G4: Aframomum melegueta - Citrus
aurantifolia;, SEM: Standard Error of Meanivant: avant le traitementAprés: apres le traitementPré:
Volume Expiratoire Maximal par Seconde avant exerd?ost: Volume Expiratoire Maximal par Seconde apres
exercice;% de diminution du VEMS : Pourcentage de diminution du VEMSant le traitement eapresle

traitement;*; valeurs significatives.
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Figure 42: Evolution du VEMS au cours de I'expérience

La figure 43 présente les variations du pourcentage moyenrdimdiion du VEMS avant et
apres exercice en fonction du type de traitement.
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Figure 43 Evolution du pourcentage de diminution du VEMSdqmatt I'expérience

On observe une différence significative (p = 0,038@tre les valeurs du pourcentage de
diminution du VEMS avant et aprés traitement dangrbupe 2, soit une chute de 44,92%.
Au niveau du groupe 3, la chute est environ de@®®,@ans le groupe 4, la significativité est
tres élevée (p = 0,0003) entre les valeurs du potage de diminution du VEMS avant
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(19,13 + 3,93 L/mim) et apres (6,89 = 0,12 L/mingjtune chute de 63,98%. Quant au
groupe témoin, le pourcentage de diminution du VEMBpassé d’'une valeur négative (-9,07
+ 1,42 L/mim) a une valeur positive (5,17 + 1,44nirh) en dessous de la norme.

[1-2-2-Prévalence du BIE

Elle est le rapport du nombre de cas d'un troubbebide a I'effectif total d’'une population,
sans distinction entre les cas nouveaux et lesapagens, a un moment ou pendant une
période donnée.

Durant toute la période de notre expérience, nooessarecense au total vingt quatre (24)
sujets prédisposés a un BIE sur un effectif togatidquante deux (52) soit une prévalence de
46,15%.

[I-3- VARIATION DE LA CONCENTRATION SANGUINE DE CRP

La figure 44 présente la variation de la concentration sarmgdanCPR en fonction du type

de traitement et du temps.

On constate une évolution de la concentration saegle CRP au cours du traitement et en
fonction du temps. Pendant quatorze jours de tnaite (J1 a J14), on note une diminution
significative de la CRP surtout dans le G4 (p D021). Apres le quatorzieme jour (J14), les
valeurs de la CRP tendent & augmenter légéremsqu’pu 17™ jour dans les quatre
groupes.

L’analyse de ces résultats montre que I'extraittitlange aqueuRframomum melegueta

Citrus aurantifoliaa diminué la concentration sanguine en CRP clsegugts de I'étude.
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Figure 44Variation de la concentration sanguine de CRP
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DISCUSSION GENERALE
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- ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS DE STERCULIA
SETIGERA ET DU MELANGE AFRAMOMUM MELEGUETA-CITRUS
AURANTIFOLIA.

Le but de cette partie est d’évaluer la toxicitéestpropriétés anti-inflammatoire, antitussive
et bronchodilatatrice des extraits aqueuxSierculia setigeraet du mélangeAframomum
melegueta-Citrus aurantifolia.

Les rendements de I'extraction &erculia setigeraet du mélangé\framomum melegueta-
Citrus aurantifolia sont respectivementle 3,26% et 7,54%. Le mélange Aframomum
melegueta-Citrus aurantifoliprésente le meilleur rendement.

Les résultats du screening phytochimique des éxtde Sterculia setigeraet du mélange
Aframomum melegueta-Citrus aurantifoli@vele la présence des alcaloides, des tanniss, de
flavonoides, des anthocynes, des leuco-anthocyessdérivés quinoniques, des mucilages,
des huiles essentielles et des composés réducieit&analyse phytochimique de ces deux
extraits et en nous référant aux propriétés biglogs de ces composés chimiques nous
pouvons dire que ces plantes auront des proprigtisussives, anesthésiques locales,
vasoconstricteurs, sympathomimétiques, antialleegg anti inflammatoires, émollientes,
adoucissantes, anti oxydantes et antalgiquesinii;ident ainsi la perméabilité des capillaires
sanguins en renforcant leur résistance (Brunet6@9R Fernandez etl. (2004) ont réveélé
dans l'huile essentielle d&framomum meleguetda présence de: gingerol {#,604),
shogaol (G7H»403), paradol (G7H2¢03), gingerdione (GH2404), zingerone (GH140s), qui
sont des substances oxygéneées anti-inflammato8ekan Ernest «dl. (2000), ces substances
pourraient réduire les nausées dues au transpdiéesia la grossesse et aussi, réduire les
migraines. Leurs propriétés anti-inflammatoiresaetioxydantes sont bien connues (Surh,
1999) et leur potentiel anticancéreux est démomtrétro (Aggarwal et Shishodia, 2006;
Kim etal., 2005). Nacoulma (1996) a signalé que les flavae®imbntenus dans les graines de
Aframomum meleguetaduiraient les hémorragies. Cet auteur indique lga graines sont
utilisées contre les maux de ventre du fait desla@ides tropaniques, réputés contre les
spasmes gastro-intestinaux. Ces alcaloides pyidivligues exercent un effet ocytocique et
sont donc utiles pour faciliter les accouchemeRecoulma, 1996).

L’'analyse chromatographique de l'huile essentiaidraite des graines dAframomum
meleguetaévele comme composés majoritaires le beta-Casjigpie et lea-Caryophylléne.
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Ce sont des composés chimiques a propriétés angigjle, antispasmodique et antalgique
(Roulier, 1996). La différence entre les compod@mitjues présentes dans I'huile essentielle
des graines deAframomum meleguetaétudiée et celle de Fernandez et.
(2004) réalisée, montre que les composants aronestid’'une plante varient en fonction des
divers facteurs comme I'ensoleillement, la natutelae composition du sol, la situation

géographique (longitude et latitude) et les saisons

Une méme plante issue de deux sites différentsqueméter des essences dont les différences
sont plus ou moins importantes. Ce qui renvoie ewné de chémotype utilisé pour

différencier les huiles essentielles extraites (t@ioe 1999).

Au niveau duCitrus aurantifolia, les flavonoides sont des antioxydants puissants qu
permettent de neutraliser les radicaux libres dips@t, ainsi, prévenir I'apparition des
maladies cardiovasculaires, de certains cancets ptaladies liées au vieillissement (Minato
etal., 2003). En effet, certains flavonoides contenuss @atrus aurantifoliapouvaient aussi
inhiber le développement de cellules cancéreusesvaau de I'estomac, des poumons et de
la bouchdgLam etal., 2000; Miller etal., 1994), et ce, par différents mécanismes (Millér e
al., 2004). D’autres types de flavonoides se sont awfficaces pour diminuer l'incidence de
tumeurs du colon (Tanaka &t, 2000) et pour diminuer le nombre de tumeurs daolache
(Miller etal., 2004) chez I'animal.

La présence de béta pinene, para cymene, limonerde alpha terpinéol dans I'huile
essentielle d€itrus aurantifolig lui confere des propriétés antifongiques, antéueateuses

et anti-inflammatoires (Amvam at., 2002).

Au regard de ces différentes propriétés, quel aspgtésente la consommation des deux

extraits aqueux étudiés?

Les différents tests de toxicité réalisés ont psrda déterminer la B des extraits aqueux
de Sterculia setigerat du mélangé&framomum melegueta-Citrus aurantifolia.

La DLsp obtenue par voiep. de I'extrait aqueux du mélangdramomum melegueta-Citrus
aurantifolia est de 1500,622 mg/kg/Pén 24 heures d’observation. Ce qui indique une
toxicité générale aigué immédiate et permet deselakextrait selon I'échelle de toxicité de
Hodge et Sterner (1943) et celle de 'TOMS (2002 étant un produit faiblement toxique.
La quantité de poudre seche correspondant pouutiisation sans danger chez un homme
de 70kg (soit 1/108°de la Dlso) serait de 13 923,38 mg (13,92 g).
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Au niveau deSterculia setigerala DLsp eni.p est de 499,698 mg/kg/PC et se révéle comme
un produit moyennement toxique. Chez un étre hurdei@Okg, la quantité de poudre séche
correspondant pour une utilisation sans danget GsidlD(fme de la DL50) serait alors de
10 713,28 mg (10,71 g).

La DLs trés élevée des différents extraits, par voieeocaintrairement a celle obtenue par
voie intra péritonéale pourrait s’expliquer paditiérence des voies d’administration.

En effet, le tube digestif va de la bouche au mactues membranes que le médicament doit
franchir sont I'épithélium digestif et I'endothéliwvasculaire. Une particularité de I'absorption
digestive est le métabolisme. Le médicament absaubd@veau du tube digestif, passe par le
sang pour le foie, atteint le cceur et aprés pagsalgeonaire, se distribue dans I'ensemble de
l'organisme. Au niveau de la muqueuse intestinal@uefoie, le médicament rencontre des
enzymes susceptibles de le transformer en un @iepits métabolites parfois actifs (Yuasa et
al., 1998) mais le plus souvent inactifs. C'est le b@liame de premier passage (First pass
metabolism) qui explique la moindre efficacité dertains médicaments, surtout lorsqu'ils
sont administrés a doses faibles, car ils sontrandg partie métabolisés avant d'arriver dans
le sang. Or, au niveau de la voie intra péritondalevitesse de résorption est rapide et une
grande biodisponibilité est offerte a la substaongeue.

Un toxique qui péneétre le corps par la vbe, atteint premiérement la circulation sanguine
porte hépatique. C’est ce qui explique I'obtentd®s organes translucides, noirs et colorés
apres traitement; les troubles respiratoires etd@vulsions observés au niveau du toxidrome.
L’effet neuro biologique est prédominant au nivelul’administration en i.p. On pourrait
expliquer cette congestion par la présence en grgodntité dans les extraits des alcaloides,
tannins et flavonoides qui développent des effétatsf, anti-calcique, anti-inflammatoire et
anti-cholinergique probables (Terao, 2002).

L’indice de seécurité de lextrait aqueux du mékangframomum melegueta-Citrus
aurantifolia est inférieur a 5 ce qui traduit une mauvaisensgcd emploi. Le maniement de
cet extrait est donc difficile, car trés rapidemenh atteint les doses toxiques. Celui de
Sterculia setigerast supérieur a 10 et indique alors un bon indli@st tres facile a manier.
L’étude de la toxicité des différents extraits paie orale a donné une dose minimale toxique
supérieure a 3000 mg/kg/PC. Ces extraits sontagassmme pratiguement sans toxicité par
voie orale sur I'échelle de toxicité de Hodge etrer (1943) et celle de 'OMS (2002).
L’administration de ces extraits par voie orale @stecommander et justifie ainsi la voie

d’utilisation des extraits par les praticiens den&decine traditionnelle.
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Selon Joséet al. (2002), il existe une corrélation entre cytotobécdes larves de crevette
(Artemia salind et cytotoxicité des cellules humaines pulmonaites larves de crevette
saumure sont sensibles aux effets toxiques desitsxtl’extrait du mélangeAframomum
melegeuta-Citrus aurantifoliast Iégerement plus toxique que I'extraitSterculia setigeravec
comme concentration létales (§)-respectives 0,24 et 0,37 mg/mL. Néanmoins onate pas
une grande différence entre ces concentrations Q5) Cette toxicité observée au niveau des
deux extraits serait due a la présence des aleal@id quantité élevée car, selBismuth(2000),

les alcaloides présentent une certaine toxicité fgsuganglions lymphatiques et pour le cceur a
dose élevée. En plus des alcaloides, nous retrsugassi les anthracéniques libres dans les
composeés chimiques présents dans lextrait du rgélaAframomum melegewaitrus
aurantifolia. Or, les dérivés anthracéniques font partie desposés toxiques des plantes. Nous
pouvons donc dire que la Iégere difference obseaté@iveau de la toxicité serait due a une
différence au niveau de la composition chimiquedias« extraits.

Toute fois les doses létales obtenues sur lesdateecrevette saumure sont trop faibles pour

prédire d’une toxicité chez ’lhomme.

L’asthme étant caractérisé par une broncho cotistriet un phénomene inflammatoire,
'étude des propriétés broncho relaxantes de nomieximplique la relaxation du muscle
lisse bronchique in vitro, et une broncho dilatatio vivo.

L'acétylcholine provoque une excitation de l'annedai trachée par couplage pharmaco
meécanique sur les récepteurs muscariniques (Rodl§ég; Challis etl., 1993; Somlyo et
Somlyo, 1994). Il y a donc production de I'inosifight,5 triphosphate (¥ (Rasmussen etl.,
1990) et mobilisation du &aa partir du réticulum sarcoplasmique. Ce qui pouela
contraction de I'anneau de trachée (augmentatdrachplitude de contraction).

Les extraits aqueux du mélange 8Sterculia setigeraet Aframomum melegueta Citrus
aurantifolia ont exercé une action inhibitrice sur la contactide la trachée par
l'acétylcholine. Cette action serait en partie deune stimulation des récepteuts
adrénergiques, observé par I'antagonisme partellpropranolol (Walle, 1974).

En effet, le blocage des réceptepssadrénergiques par le propranolol M) provoque un
déplacement de la courbe concentration réponsexé&dit Aframomum meleguetaCitrus
aurantifolia, vers la droite. Il y a une modification significeg de la concentration efficace
50% comparativement au contrdle. L'extrait aqueaXSterculia setigeras’est révélé deux
fois plus puissant (EC50 = 0,91 + 0,34 mg/kg) geleicdu mélangé&framomum melegueta
Citrus aurantifolia(EC50 = 1,80 * 0,48 mg/kg).
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En présence de I'extrait aqueux 8terculiasetigera, le relachement est plus rapide (0,46 +
0,11 mg/kg) et il n'y a pas de déplacement a drdé la courbe concentration réponse.
L’antagonisme physiologique entre la relaxationuitel par la stimulation des réceptefigs
adrénergiques et la contraction due a la stimulaties récepteurs muscariniques a été bien
démontré sur le tissu bronchique du rat. Ces isutont comparables a ceux obtenus par
Nelson (1995). La stimulation des récepteuss-adrénergiques provoque la libération de
I’Adénosine Monophosphate cyclique (AMPC;0H14NsO7P) qui diminue la concentration
des ions CH intracellulaires et provoque la bronchodillatatides 3-mimétiques peuvent
egalement exercer leur action bronchodilatatricem@miere indirecte en diminuant d’'une
part, le tonus parasympathique au niveau des garsgbympathiques ou des terminaisons
nerveuses parasympathiques et d’autre part, ebhanhies mécanismes biochimiques de la
réponse contractile du muscle lisse a des agontstesne l'acétylcholine, I'histamine, la
bradykinine et les leucotrienes, exercant ainseftet bronchoprotecteur.

L’extrait aqueux du mélang&framomum meleguet@itrus aurantifoliaa agit tres faiblement
sur les récepteurf adrénergiques contrairement a celui Sterculia setigerall se révele
donc comme antagoniste pharmacologique fonctiogingbn action est comparable a celle du
salbutamol.

Le KCI (4.10°M) induit une dépolarisation des cellules muscekirisses et cette
dépolarisation conduit a une ouverture des canaltages dépendants avec entrée de
calcium et la régulation de la contractilité dusdle lisse bronchique (Nelsonadt, 1990).

Les deux extraits aqueux ont réduit de facon diépendante, I'effet du KCI. Ce qui montre
que les extraits n'ont pas seulement une actigité-cholinergique mais aussi ont
agit sur la mobilisation du calcium intracellulaiféos résultats sont comparables a ceux de
Ouédraogo (2009), qui a démontré que I'effet reftode Calotropis procerasur la trachée
isolée de lapin implique une interaction avec lleigen intracellulaire.

En présence de l'extrait aqueux du méladgeamomum melegueta Citrus aurantifolia,
lanalyse statistique des résultats obtenus a ugdigu’il n’existe pas une différence
significative entre I'effet de I'extrait face auQKet I'acétylcholine (p < 0,05). Avesterculia
setigerala différence est significative et p = 0,0009.

L’effet relaxant obtenu serait alors di a la préserdans les extraits des alcaloides qui sont
anti cholinergiques sur le systeme nerveux auton@neeton, 2009; Peter at., 1999), des
flavonoides qui réduisent la survenue des spasmes khsthme (Kenkéet al, 2002), des

tanins et des huiles essentielles a propriétésrawiogiques multiples.
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L’atropine a été utilisée comme référence pour icowr son activité anti cholinergique
(Arunlakshan, 1959).

En somme, nous dirons que [gsstimulants adrénergiques, bronchodilatateurs tégenéce,
représentent avec les anti-inflammatoires, lessdsetraitement de I'asthme (Nelsorakt
1995). Les progres en pharmacologie moléculaire mp#ent de mieux
comprendre les mécanismes d'action de ces moléstl@ségulation de leurs effets.

En nous basant sur les propriétés révélées (naqumxanti-inflammatoires, antitussives et
broncho relaxantes) par les extraits de notre étndes sommes amenés a dire qu’ils

pourraient étre utilisés dans le traitement deHiae.

L’inflammation est un phénoméne réactionnel mioamvre par I'organisme chaque fois que
l'intégrité de ses constantes morphologiques dbgiques est menacée (Singlaaét 1990).
Elle n'est donc pas synonyme d’infection, mais féction peut étre une cause de
linflammation (Rousselet &tl., 2005 ; Abena «il., 2007).

L’injection de formol aux animaux provoque une amfimation locale causée par une Iésion
tissulaire qui résulte de l'action des prostaglaadi et de I'histamine produites. Ces

meédiateurs augmentent la perméabilité des cagiflale la région. En conséquence, I'exsudat
s’échappe de la circulation sanguine vers I'espaisstitiel. Cet exsudat est la cause d’un

cedeme localisé, qui a son tour comprime les teiguna nerveuses et détermine ainsi une
sensation de douleur (Devulderagt 2002 ; Rousselet at., 2005).

La protection des animaux par les extraits dimirmgeleme de facon significative (P < 0,05).
Nos résultats sont semblables a ceux de Kaill ¢€2006) qui ont observé une diminution significatiu taux de

leucocytes et de prostaglandines produits aprédmiigistration orale de I'extrait aqueux déolygala
japonica chezles rats Sprague Drawley.a diminution de I'cedeme et 'augmentation duilseu
douloureux au bain-marie s’expliquent par un prédablocage de I'excitation des
terminaisons nerveuses afférentes nociceptiveslepatannins, les flavonoides et les leuco
anthocyanes contenus dans ces extraits (Ghe#d@5). Une probable inhibition de la
synthese des prostaglandines (inhibition de la PbA2le la cyclo oxygénase) pourrait tout
aussi bien expliquer I'effet de ces extraits. G=sultats sont comparables a ceux de O&bli
al. (2007), qui ont évalué par des tests in vitrd'effet anti-inflammatoire de Aframomum
meleguetasur les ratsMais I'effet diminue dans le temps. Ce qui s’expgar la résorption
de certains composants de ces extraits ou leuindiion par I'urine (propriétés diurétiques

des flavonoides) ou les selles (Khalilagét 2006).
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Les résultats du test antipyrétique montrent quetdmnins, les flavonoides et les leuco
anthocyanes présents dans les extraits inhibesibsgnthese des prostaglandines (Kiuchi et
al., 1992) comme le font les salicylés et les anfaimimatoires non stéroidiens (AINS) contre
linflammation (Umukoro eal., 2008; Singla eal., 1990).

Par ailleurs, signalons que I'effet anti-inflammegades extraits aqueux dgterculia setigera

et du mélangeAframomum melegueta - Citrus aurantifokst plus élevé que celui de la
référence (Indométacine). Ces extraits contienmemic des substances inhibitrices de la
prostaglandine en quantité élevée. L'effet antiaimimatoire deAframomummeleguetaserait
alors potentialisé en présence @irus aurantifoliatres riche en flavonoides (Minaéd al.,

2003) et en huile essentielle

Un asthmatique en crise présente des difficultésgirer et a expirer l'air contenu dans ses
poumons. Une toux et un sifflement caractéristicamsmpagnent cette géne et témoignent
du rétrécissement de ses bronches (Karilaalet 2001). L'identification de [Iactivité
antitussive des extraits aqueux étudiés est réafisé le traitement de la toux séche induite
par inhalation de la vapeur d’acide citrique.

Apres inhalation de la vapeur d’acide citrique, uoex séche s’est installée car les
contractions des muscles intercostaux sont deveplussintenses qu'avant l'inhalation. Ces
contractions musculaires sont probablement duégitation des RARS (Rapidly Adapting
Receptors ou récepteurs irritants) (Widdicombe39)L9 Cette irritation serait due a la
libération de I'histamine et a la formation d'asitreédiateurs (Yu eil,. 1999; Widdicombe,
1989. L’histamine provoque la broncho constriction, &swedilatation et I'augmentation de la
perméabilité capillaire (Sudo, 2000).

L'administrationper osdu Néo-Codiofi et des extraits a provoqué de facon significaldve
diminution des fréquences des contractions descimdgtales induites par la vapeur de I'acide
citrique. Ceci par comparaison a I'histogrammefdiEguences des contractions des animaux
du lot témoin qui n'ont recu que de I'eau distill€e qui nous améne a dire que ces extraits
contiennent des substances chimiques qui ont inlebémédiateurs qui agissent sur le
processus de déclenchement de la toux au niveaerdte nerveux. Le taux d'inhibition des
fréequences des contractions par les extraits dwangélAframomum melegueta Citrus
aurantifolia est plus élevé que celui des extraitsSderculiasetigera Cela montre que les
extraits du mélange ont été plus efficaces cortteux que ceux dsterculiasetigera.D’un
point de vue de la phytochimie, la différence thae antitussive des deux extraits ne peut

s’expliquer que par la présence des alcaloidestathss des anthocyanes, des coumarines et
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des flavonoides en quantité plus importante danglange.

Etant donné que la codéine (alcaloide et dérivéphioigue) permet un traitement
concomitant antalgique et antitussif et est métaéel partiellement en morphine et
dihydrocodéine (Dudgéon et Roenthal, 1996), on naituémettre I'hypothése selon laquelle
les récepteurs des dérivés de la morphine (Kotzal.,1999) peuvent étre mis en jeu dans
l'activité inhibitrice de ces deux extraits qui tiennent des alcaloides. Ces alcaloides
pourraient avoir une structure proche de celldadedéine (GH>1NOs).

Nos résultats sont semblables a ceux de Hosseimzdehenaat{2006) qui ont étudié les
propriétés antitussives des extraits aqueux enétigme deCrocus sativugjui contiennent
des alcaloides. Ces auteurs ont constaté une id@dsaynificative du nombre de contractions
intercostales. Dans le cadre de cette étude, narsaitilisé des extraits agueux uniqguement
per os,mode d'utilisation des tradipraticiens de sant&ce que nous sommes dans le cadre
de la validation de cette méthode d’utilisationtiopge de la population. Par ailleurs, les doses
des extraits dans notre étude (1000-3000 mg/kagpigsent élevées mais n’atteignent pas la
DLsy orale. Cela peut s'expliquer par le fait queper os les extraits
subiraient I'action des enzymes digestifs et €etfe premier passage (Yuasalet1998), ce

qui diminuerait la biodisponibilité des composaantsifs.

Les tests précliniques effectués en ce qui condart@xicité de ces extraits, leurs propriétés
anti-inflammatoire, antitussive, anti spasmolytique donné de résultats intéressants et ont
montré que ces extraits, selon la norme OMS (208@)f sans innocuité et peuvent, par

conséquent faire I'objet de tests cliniques.
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II-EFFET DE L’EXTRAIT AQUEUX DU MELANGE AFRAMOMUM MELEGUETA-
CITRUS AURANTIFOLIA SUR LE BRONCHOSPASME INDUIT PAR L’EXERCICE
CHEZ LES ETUDIANTS DE L'INJEPS (BIE)

I a été eétudié l'effet de l'extrait aqueux du nma Aframomum meleguefaitrus
aurantifolia sur le Bronchospasme Induit par Effort (BIE) cb@zétudiants sportifs au moyen
d'un interrogatoire couplé a un test d’Explonationctionnelle Respiratoire (EFR) sur tapis
roulant, au repos et aprés exercice.

En ce qui concerne I'indice de masse corporelemeyennes sont: G1 (22,51 + 1,78) ; G2
(23,41 £ 1,94); G3 (22,21 £ 2,23); G4 (23,69 48, au niveau des sujets des quatre
groupes. Ces valeurs indiguent, suivant la normeatssification de I'obésité, que nos sujets
ne sont pas obéses, car la valeur normale poutrerh@main est comprise entre 18,5 et 25
(18,<IMC<25) (Delpeuch et Marie, 1997). Il n’y a donc pasdifférence significative entre
les indices de masse corporelle de nos sujets.

Afin d’éviter linfluence de I'dge sur la qualitéed bronches de nos sujets, nous avons
recherché une homogénéité dans I'échantillon d&nat rapport a ce facteur. Car SelRem
Saad et al. (2006)les sujets agés ont une tendance obstructive samgsosante restrictive et
une diminution de la force des muscles inspirasoitédage moyen de nos sportifs est: G1
(22,27 £ 1,41 ans) ; G2 (21,57 £ 1,34 ans) ; G35@2 1,94 ans) ; G4 (22,06 = 1,64) et la
moyenne obtenue est de 22,12 + 1,58 ans. Aucunsdjess enquétés n’a présenté une
obstruction a la spirométrie de base, de méme adieurx n’avait un asthme évolutif.

Cette recherche a montré une prévalence de 46,86% uh échantillon d’étude composé de
52 sujets. L'analyse de cette prévalence montrellguest élevée par rapport a celle obtenue
dans d’autres études. Terblan@ial. (1990) ont mis en évidence une prévalence de 4,05%
chez des jeunes sud africains de 6 a 20 ans, apeesourse libre de 6 minutes. Les études de
Ouattara et al. (2004) sur 21 handballeuses de niveau intenmatiagées de 19 a 33 ans,
avait révélé une prévalence de 14%. Celle de Mestsaln(2008) a montré une prévalence de
35% chez des basketteurs béninois dont 'age métahde 19 ans, apres un test d’effort de
course libre réalisé sur terrain. En 2009, les eétude Médjigbodo sur la prévalence du
bronchospasme induit par I'exercice chez des éattslide 'INJEPS, apres un test d’effort de
6 minutes sur terrain, a donné une prévalence e Yeiler et al. (1998), ont montré que les
athlétes qui s’entrainent plus de 20h/semaine présgent un risque, 1,9 fois supérieur a
ceux qui s’entrainent moins de 10h/semaines. Caairgit expliquer la différence avec nos
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enquétés qui s’entrainaient en moyenne 20 h/senfdingeures en moyenne d’activités
physiques par jour).

En effet, les athlétes endurants sont ceux quildgpent les hauts débits ventilatoires, ce qui
entraine une sollicitation accrue des voies aéegnau processus de réchauffement et
d’humidification de l'air (Lockhart eal., 1994). Les déperditions hydrique et thermique des
zones distales du poumon qui s’en suivent serdotigine de désordres inflammatoires qui
expliguerait la survenue de I'asthme. Autrementlditemps passé a I'entrainement influe sur
le développement des troubles respiratoires (Atees Holzer, 2000).

Du point de vue critéeres de diagnostic du BlEchaite du pourcentage de diminution du
VEMS est fixée au moins a 10% dans toutes les étoidées ci dessus. A part I'étude de
Terblanchestal. (1990), toutes les autres études ont été réaliesle méme climat (chaud
et humide).

Toute fois, signalons aussi que le test spécifiqaeprovocation bronchique n’est pas le
méme. La technigue d’induction du BIE dans nottelétest différente de celle utilisée dans
les études ci-dessus citées et pourrait explicuerleur élevée de prévalence observée. En
effet, le tapis roulant mobilise plus rapidementdéfit ventilatoire élevé. Il s’agit d’obtenir
80 a 90% de la fréquence cardiague maximale oa d&Op max théorique et de maintenir
cette intensité d’exercice pendant quatre minufesette intensité d’effort, la ventilation
maximale cible est obtenue (Rundellakt 2000). L'environnement et I'alimentation aussi
pourraient étre des facteurs influencant la surgehuBIE car tous nos sujets étaient soumis a
la méme alimentation.

Le Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS3té le parametre utilisé pour affirmer
I'apparition du BIE.

Le test d'effort consiste a étudier la réponsendhimue du sujet lors de la réalisation
d'un exercice, soit au laboratoire, soit sur leraiar afin de tenter de reproduire un
bronchospasme et de poser ainsi le diagnosticfgpéxidu BIE. Selon les recommandations
de I'ATS/ERS (American Thoracic Society/European Respiratoryi&gy; un test d'effort
est considéré positif lorsqu’il existe une chutevltMS d’au moins 10% a 15% par rapport a
la valeur de base aprés un exercice physique éé&alisy niveau ventilatoire élevé. Ce critere
de chute du VEMS a été la base de la compositiorodalifférents groupes d’études.
L’'analyse des pourcentages de diminution du VEMSontne qu'’il y a une différence
significative entre les valeurs avant et apréestemaént au sein de chaque groupe. La

diminution du pourcentage de VEMS est tres sigaiii@ dans le groupe 4 ayant recu le
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mélange agueux d&framomum melegueta - Citrus aurantifol@mparativement aux autres
groupes.

Le test sur tapis roulant a entrainé une contnadtfonchique par hyperventilation (Lumme et
al., 2003), ce qui a provoqué une réduction du volerpratoire maximal par seconde aprés
effort et une augmentation de leur pourcentagardendtion de VEMS au-dela de 10%.
Lorsque les sujets sont traités par le mélangelagle pourcentage de diminution de VEMS
chute de 63,98%. Ce resultat confirme alors lepr@tes anti-inflammatoires, broncho
relaxantes et antitussives révélées par les atsybrécliniques sur I'extrait. De plus, les
composeés chimiques présents tels que alcaloidesstdlavonoides, mucilages... dans le
mélange, conferent a [I'extrait des propriétés esdémateux, anti-inflammatoires,
émollientes, anti oxydantes, analgésiques, anfirargiques et de diminution de la
perméabilité des capillaires sanguins. Ces résuiant semblables a ceux de Kenkiakt
(2002) qui suggerent la consommation de certaitioxydants tels que les flavonoides dans
le traitement et la réduction de la survenue dsthime. L'effet du mélange aqueux de
Aframomum meleguetaCitrus aurantifoliaserait donc comparable a celui du salbutaifol (
mimétique) a propriétés bronchodilatatrice (Boekedl, 1989).

L’extrait aqueux déAframomum melegueteat celui deCitrus aurantifoliaont aussi réduit la
survenue du BIE chez les sportifs, mais leur effttpeu remarquable par rapport a celui du
mélange agqueux dAframomum melegueta - Citrus aurantifoli@eci indiqgue donc que,
Citrus aurantifolia compte tenu de sa composition chimique et dgpegmiétés pharmaco
biologiques aurait potentialisé I'effet ddramomum melegueta.

L'analyse de la C-reactive protein (CRP) est efféet généralement pour détecter
I'existence d’'une inflammation dans le corps.

Au niveau hépatique, les cytokines modifient I'eegmion des protéines de la phase aigué: C-
reactive protein, sérum amyloide A (SAA), haptogieb orosomucoide, fibrinogene (Gabay
et al., 1999). Parmi ces protéines, la C-reactive prof€RP) est actuellement reconnue
comme le marqueur de choix de la réponse inflamineatba meilleure connaissance de ses
fonctions fait de plus en plus considérer la CRRmoe un acteur clé de 'immunité innée et
un protagoniste de I'athérogenese accélérée (Dapal, 2003). C'est un marqueur dont la
concentration augmente avec le degré de linflationa

L'inflammation est alors le dénominateur commun'ligper réactivité bronchique (HRB) et
releve aussi de la réduction du calibre des voiésemnes, de I'hypertrophie et de
I'hyperplasie des fibres musculaires lisses, elédmns de la barriere épithéliale (Molliex,

2004).
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La concentration dans le plasma (partie liquidesdng) de la C-reactive protein (CRP)
s’éleve immédiatement aprés introduction d’'un amtegy dans I'organisme et elle disparait
plus tard lors de la formation d’'un anticorps (Mwa&is, 2001).

La C-reactive protein (CRP) a diminué dans le ssrgs quatorze (14) jours de traitement au
niveau de tous les sujets quel que soit le grotmepdrtenance.

Cette diminution est hautement significative dangroupe 4 (G4) ou les sujets ont recu le
mélange aqueux déframomum melegueta - Citrus aurantifol@e qui serait di aux tanins,
alcaloides, flavonoides, mucilages, anthocyanefiudes essentielles a propriétés anti-
inflammatoires révélés par les résultats précliegqu

L'obstruction bronchique occasionnée par le BIEzles sujets de I'étude serait due a une
réduction de la lumiere des bronches (Gaillard,4208ar formation de I'oedeme. Selon
Dupuy etal. (2003), lors d’'une réponse inflammatoire, le terdpssécrétion de la CRP peut
étre réduit de 18 heures a 75 minutes par diminutie I'affinité vis-a- vis des estérases
(enzymes opérant I'hydrolyse des estetd)si, le principal déterminant du taux plasmatique
de la CRP est la vitesse de synthese, qui dépendrdbre d’hépatocytes recrutés et donc du
taux circulant deytokines (médiateurs de I'inflammation).

L’inflammation bronchique occasionnée par le test mtovocation bronchique est alors
responsable de I'élévation de la CRR &1 jour de provocation bronchique). Aprés 14 jours
de traitement, on constate une diminution de lawatle CRP, ce qui confirme les différentes
propriétés révélées par les travaux de I'étudelipigue sur I'extrait.

Le mélange aqueux ddramomum melegueta - Citrus aurantifofiadonc bloqué I'action des
médiateurs de l'inflammation tels que les prostadgijiaes, les cytokines, les leucotriénes....
Au dela du quatorzieme jour, la légére augmentatieria concentration sanguine en CRP
(Figure 44) s’explique par le fait que les sujets de I'étudatsen pleine activité physique,
surtout qu’il s’agit d’'une population de sportifééanmoins, la valeur de la CRP, 72 heures
apres le traitement, est inférieure a la valeuraie & 4, surtout dans le groupe 4 (groupe plus
prédisposé au BIE) comparativement aux autres g@soup

Ces différents résultats confirment I'efficacité mig¢lange aqueux dé&framomum melegueta-

Citrus aurantifoliadans le traitement traditionnel de I'asthme.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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CONCLUSION

Notre travail a porté d’'une part, sur I'étude devites biologiques ainsi que la toxicité aigué
des extraits aqueux d8terculia setigeraet du mélangeAframomum melegueta Citrus
aurantifolia, et d’autre part, sur I'évaluation de I'effet anttamatique de I'extrait aqueux du
mélange Aframomum melegueta Citrus aurantifolia sur une population de sportifs de
'INJEPS.

Le screening phytochimique des différents extraisieux étudiés révele la présence des
flavonoides, des tanins, des alcaloides, des ngesiJales composés réducteurs et des dérivés
guinoniques, des anthocyanes, des leuco anthocgades huiles essentielles. Dans I'extrait
agueux du mélangaframomum meleguetaCitrus aurantifolianous avons la présence des
antracénosides.

De la détermination des rendements d’extractios dkux extraits, il ressort que I'extrait
agueux du mélangéframomum melegueteCitrus aurantifoliadonne le meilleur rendement
comparativement a celui @terculia setigera.

Par ailleurs la détermination de la dose létale p@¥ovoie i.p. des extraits permet de classer
I'extrait aqueux du mélang&framomum meleguetaCitrus aurantifoliacomme faiblement
toxique et celui dé&terculia setiger&aomme moyennement toxique. En administration prale
les deux extraits sont pratiqguement sans toxit@équantité de poudre seche tolérable pour
un homme de 70 kg est de 13,92 g pour le mélakigamomum melegueta Citrus
aurantifolia et de 10,71 gour Sterculia setigeral.es deux extraits aqueux étudiés présentent
aussi des propriétés antitussives et anti-inflaroires.

In vitro les extraits aqueux dSterculia setigeraet du mélangeAframomum melegueta
Citrus aurantifolia ont manifesté une activité broncho relaxante didé&gendante sur les
anneaux de trachée de rat. L’activité broncho eeléex observée apres contraction au KClI,
prouve que les extraits étudiés ont agit sur lailisation des ions Ca intracellulaires.

La présence des composés chimiques dans ces ®jisdifie cette activité broncho relaxante
car ils sont doués de propriétés anti-oxydantetffuasives antispasmodiques, de protections
vasculaires et anti-inflammatoires.

Au regard des différents effeits vivo et in vitro des extraits aqueux d&terculia setigeraet

du mélangéframomum melegueteCitrus aurantifolig ils semblent étre tolérables pour une
utilisation thérapeutique et justifient leur ddiion traditionnelle dans le traitement de

I'asthme et de la toux au Bénin.
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Les résultats de I'étude clinique ont montré un&valence d’hyperréactivité bronchique de
46,15% chez des sportifs en formation a I'Instilgtional de la Jeunesse de I'Education
Physique et du Sport (INJEPS) du Bénin et pratijukes sports collectifs et individuels
(hand, basket, volley, foot, gymnastique, athlééissh judo). Ce taux élevé de la prévalence
s’explique d’une part, par la charge hebdomadagregal/ail auquel sont soumis les sujets (20
heures au moins d’activités physiques par semaigte))’'autre part, par le matériel de
diagnostique utilisé (tapis) dans le cadre de rétirde.

Selon les recommandations de I'ATS/ERS, pour diatigoer le BIE, un test d'effort est
considéré positif, lorsqu’il existe une chute dulivoe Expiratoire Maximal par Seconde
(VEMS) de 10% a 15% par rapport a la valeur de bases un exercice physique réalisé a un
niveau ventilatoire élevé d’au moins 20 fois le VEMe repos. Notre étude a pris en compte
ces recommandations et la chute du pourcentagengeution du VEMS est d’au moins
10%.

Les résultats de I'étude clinique ont montré queBIE existe bel et bien chez le sportif
béninois avec une prévalence tout aussi imporiguntedans les pays développés. Il s'agit 1a,
d’'un domaine pour lequel, les pays a climat chautiuenide doivent investiguer afin de
formuler aux sportifs, des recommandations de b®rpratiques et de prise en charge
pharmacologique.

Le traitement de I'AIE chez des sportifs par le angle agueux daframomum melegueta
Citrus aurantifolias’est réveélé efficace

Ce mélange aqueux, a non seulement amélioré le@uage de diminution du VEMS, mais
il a aussi réduit la concentration sanguine endetree protein (CRP) des sujets de I'étude.
Ces résultats confirment alors ceux de I'étude Imi§oe qui ont prouvé lactivité
antispasmodique, anti-inflammatoire, anti-cholingug et broncho relaxante de [l'extrait
agueux du melang&framomum meleguetaCitrus aurantifolia

Le mélange aqueux d&framomum meleguetaCitrus aurantifoliarévele donc une activité
bétamimétique et présente une action similaireathusamol.

L’accessibilité trés facile de ce produit, permetcdnseiller et de vulgariser son usage dans le
traitement de l'asthme et plus particulierement stime induit par l'effort ou le
Bronchospasme induit par I'effort.

La pleine possession de ce produit a colt moingélermettra alors de redonner aux sujets
asthmatiques ou prédisposés a l'asthme d’efforpdssibilité de pratiquer leur discipline

sportive sans géne respiratoire.
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PERSPECTIVES

Les principaux résultats de notre étude permettentvisager les perspectives suivantes :

» approfondir I'étude sur le réle de I'épithélium letrachée dans les effets broncho-
relaxants des extraits aqueux @erculia setigeraet du mélangeAframomum
melegueta Citrus aurantifolig

» étendre I'étude sur les effets cardiaques (deesitu et/ou coeur isolé) et rénaux afin
approfondir I'étude vasculaire des deux extraits,

» étudier la toxicité chronique des deux extraits,

» rechercher des fractionnements de chaque extrait pwoluer vers la relation
substance chimique/effet sur le muscle lisse brigueh

» étudier I'effet du mélange aqueux AFfamomum meleguetaCitrus aurantifoliasur
la récupération post-effort des sportifs,

> identifier la famille chimique la plus active du lamége aqueuxAframomum
melegueta Citrus aurantifoliaet le (s) principe (s) actif (s) par des testscuimés,

» formuler un phytomédicament ou Médicament TraditelnAmélioré (MTA) a base
du mélange aqueukframomum meleguetaCitrus aurantifolia

> faire I'étude clinique sur I'extrait d8terculia setigera
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ANNEXES
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ANNEXE 1:
- Réactif Carr-Price (trichlorure d’antimoine SBCI
- Solution d’anhydride acétique
- Réactif de Shibatadfinexe
- Solution d’ammoniaque 25%
- Solution d’acide sulfurique (($0O;) concentré
- Solution de méthanol 95%
- Solution d’éthanol 99%
- Carbonate de calcium anhydre
- Pastilles de soude
- Solution d’acide 3,5-dinitrobenzoique 1%
- Hydroxyde de sodium (NaOH) anhydre
- Solution da-naphtol 1%
- Trichlorure de fer (FeG)
- Solution de Liqueur de Fehling (I+11)
- Acide gallique
- Quercétine
- Réactif du NEU (Diphénylborinate 1% dans du méthanBolyéthyléne glycol 4000

a 5% dans I'éthanol).

REACTIF DE MAYER
- 1,35 g de chlorure de mercure + 60 mL d’eau déstit 5 g d’iodure de potassium

dans 10mL d’eau distillée + Eau distillée qsp (1640.
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COMPOSITION POUR LA PREPARATION DU REACTIF DE DRAGE NDORF
- Etapel : Dissoudre 0,85 g de nitrate de bismuth basique 88nmsL d’'une solution
constituée de 40 mL d’eau et 10 mL d’acide acétique
- Etape2 :Dissoudre 8 g de Kl dans 20 mL d’eau distillée.

- Etape3 :Mélanger les deux solutions et bien homogénéiser.

SOLUTION DE KREBS (composition pour 1L).

La solution de Krebs utilisée est composée de: N&GY; NaHCQ, 2,02g; KCI(LABOSI P
1295 1 kg Lot 083151) (0,35g); kRO, (0,169); MgSQ, (0,30g); CaGl (0,379g); D-
Glucose, (0,69) dans 1L d’eau distillée

PROTOCOLE EXPERIMENTAL DU SCREENING PHYTOCHIMIQUE S ELON
HOUGHTON ET AMALA (1998)

1) Recherche des alcaloides

Elle s’est faite grace a deux tests :
a. Test général en milieu acide.

On mélange 5 g de la poudre a 25 mL d’acide chbiiijye dilué a 5 %. Le mélange est
macéré pendant 24 heures. On recueille 1 mL datfituquel on ajoute 5 gouttes de réactif
de MAYER. En cas de présence d’alcaloides, on gbser précipité jaune ou louche dans le
tube.

b. Extraction des alcaloides

On met 5 g de poudre dans 5 mL d’ammoniaque diluéleani. A ce mélange, on
ajoute 25 ml d’éther chloroformique et on laissecémar pendant 24 heures dans un flacon
bouché. Le filtrat est séché sur du sulfate sodaig/dre et ensuite épuisé avec 5 mL d’acide
chlorhydrique a 5 % deux fois de suite. Au filtégtuisé, on ajoute 5 gouttes de réactif de
MAYER. En cas de présence d’alcaloide, le filtnaqgipite ou devient dans le tube.
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2) Recherche des composeés polyphénaoliques.

Dans un erlenmeyer, on met 5 g de poudre auxquelgjoute 100 mL d’eau
bouillante. Le mélange infusé est laissé 15 minstass agitation continue, puis filtré. Ce

filtrat réparti en 2 portions servira aux rechescheapres :

a) Recherche des tanins

A la premiére portion du filtrat, nous ajoutons lgues gouttes de chlorure ferrique a
1 %. L'observation d’'une coloration bleu-foncéeyteeou noire indique la présence des
tanins.

* Recherche des tanins catéchiques

A 30 mL de la seconde portion, nous ajoutons 15 daLréactif de STIASNY et
chauffons le mélange au bain-marie a 90°C pendamhibutes. L'apparition d’un précipité
rose indique la présence des tanins catéchiques.

* Recherche des tanins galliques

Apres récupération du filtrat, celui-ci a été satafacétate sodique additionné de
guelques gouttes de chlorure ferrique a 1 %. Umgetdleue ou noire indique la présence de

tanins galliques.

b) Recherche de flavonoides

A 5 mL de la deuxieme portion, nous ajoutons 5 ralcdol chlorhydrique (réactif de
SHINODA) et une pincée de poudre de magnésiumt téeseaction de la cyanidine, dite
réaction de SHINODA. L'apparition d’'une coloratiemangée (flavones), rouge (flavonols)
ou violette (flavonones) indique la présence deciteides.

c) Recherche des anthocyanes

Nous additionnons quelques gouttes d’acide chlothyd a 5 % a 1 mL de la
deuxieme portion. Ce mélange est ensuite alcalimiaé ajout de quelques gouttes
d’ammoniaque dilué au demi. Une coloration rougestaccentue et vire au bleu-violacé ou

verdatre indique la présence d’anthocyane.
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d) Recherche de leuco-anthocyane

A 5 mL de la deuxiéme portion, nous ajoutons 5 mnlréactif de SHINODA. Le
mélange est ensuite chauffé pendant 15 minutesaimuniiarie a 90°C. L'observation d’'une

coloration rouge cerise ou violacée indique la @nés de leuco-anthocyane.

3) Recherche des dérivés quinoniques

Dans un erlenmeyer, nous mélangeons 2 mL d’'HCl% Bt 2 g de poudre. A ce
mélange, nous ajoutons 20 mL de chloroforme et taasons en agitation continue pendant
24 heures. Apres macération, nous ajoutons 5 mhmi@niaque au meélange précédent : c’est
la réaction de BORN-TRAGER. Une coloration roserauge violacée indique une réaction

positive.

4) Recherche des saponosides

lIs sont mis en évidence par I'indice de mousseegtifourni par le degré de dilution
d'un décocté aqueux de la drogue qui, dans desitaomal déterminées, donne une mousse

persistante.

Le décocté de 1 g de poudre est préparé pendanmifdtes dans 100 mL d’eau
distillée avec une ébullition modérée. Le filtrafroidi puis ajusté a 100 mL est réparti dans
10 tubes a essais (hauteur 16 cm x 16 cm de di@&rirsérie arithmétique de raison 1/10
eme de concentration du décocté (successivemeit 3..., 10 mL de décocté; ajuster le
volume de chaque tube a 10 mL avec de I'eau disjillAprés 30 agitations dans le sens de la
longueur pendant 15 secondes (deux agitations g@onde, aprés I'avoir bouché avec le
pouce), le tube est laissé au repos pendant 15tesina hauteur de la mousse est mesurée.
Si elle est- 1 cm dans 'un des tubes, la dilution dans ce egdid’indice de mousse cherché.

Sinon, l'indice est inférieur a 100 (négligeable).

5) Recherche de triterpénoides et de stéroides y conigples cardénolides

Pour cette recherche, nous ajoutons a 1 g de pdidnel d’alcool éthylique a 70°C
et nous agitons pendant 30 min. A ce mélange, ajmugons 10 ml d’eau distillée puis 2 mL
d’acétate de plomb a 10 % a volume égal V/V. Adrgsninutes de repos, nous ajoutons au
filtrat 2 mL de solution agueuse de phosphate digmda 10 %. Apres 15 minutes de repos, le

filtrat est recueilli dans une ampoule a décanteexdrait a trois reprises avec 5 mL de
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chloroforme (CHGJ). Les solutions chloroformiques sont séchées susulfate de sodium

anhydre puis divisées en trois portions et évappoaésccité (bain de sable).

a) Recherche de triterpénoides

La premiere portion est solubilisée par quelquagtge d’acide acétique. Au mélange
obtenu, nous ajoutons 3 mL d'un mélange d’anhyd@aétique-acide sulfurique. Une

coloration violette, bleue ou verte indique la pré&se de triterpénoides.

b) Recherche de stéroides

A la deuxiéme portion, nous ajoutons 2 gouttes el'smiution alcoolique a 2% d’acide
dinitrobenzoique et 2 gouttes d’hydroxyde de sodaurtN. L'apparition d’'une coloration
rouge pourpre ou rouge au vin indique la présercstéroides. C’est la réaction de KEDDE

(également pour les cardénolides)

c) Recherche de cardénolides

Réaction de RAYMOND pour les cardénolides : ellesiste a ajouter a troisieme
portion successivement 2 gouttes d’une solutiondigue a 1 % de métadinitronenzene et 2

gouttes de NaOH a 20 %. Une coloration bleue ingligne réaction positive.

6) Recherche de dérivés cyanogéniques

A 15 mL d’eau distillée on ajoute 2 g de la pougdres bouché immédiatement et
laissé en macération pendant 1 heure. Le col denimeyer est recouvert de papier imbibé
d’acide picrigue et on chauffe pendant quelquesutes L’'apparition d'une coloration

marron indique le dégagement de HCN.

7) Recherche des mucilages

Nous avons introduit 1 mL de décocté a 10 % dansuba a essai et ajouté 5 mL
d’alcool absolu. L’apparition d’'un précipité flocoaux indique la présence de mucilage aprés

une dizaine de minutes.
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8) Recherche de coumarines
a) A 20 mL d’éther on ajoute 1 g de poudre puis boudmenédiatement dans un
petit erlenmeyer et laisser en macération pendéahieRres. Le filtrat a été ajusté a
20 mL avec I'éther. 5 mL de filtrat ont été évamodans une capsule a I'air libre.
Au résidu obtenu, nous avons ajouté 2 mL d’eau db &t partagé la solution dans
deux tubes a essai. Dans I'un des tubes, nous ayout® 0,5 mL d’ammoniaque a
25 %. Le second tube représente le témoin. Nousretiss la fluorescence des
deux tubes a essai sous UV a 365 nm. Une fluoresdetense dans le tube test
indique la présence de coumarines.
ou
b) 10 g de poudres sont mis dans un erlen de 500 mly @rse 180 mL d’éthanol
et 20 mL d’eau distillée. On met I'erlen sous agita magnétique pendant une
nuit. Apres filtration, la solution est concentrael’évaporateur rotatif jusqu’a
siccité. L'extrait hydro-éthanolique concentré éstité, dans une capsule de
porcelaine, avec une goutte de solution saturéehtiehydrate d’hydroxylamine
10% et une goutte de solution alcoolisée de KOH#3,de KOH dans I'éthanol).
Ce mélange est chauffé pendant 2 min. Aprés réfsmdent, on ajoute une petite
quantité d’'HCI 0,5N et de FegLlL%. Un test positif consiste en une coloration

violette.

9) Recherche des composés réducteurs

Le décocté a 10 % est obtenu par ébullition modgedelant 3 minutes d’'un mélange

de 50 mL d’eau distillée et de 5 g de poudre.

Apres refroidissement, le filtrat a été ajusté arl0avec de I'eau distillée. 5 mL de
filtrat sont introduits dans un tube a essai. Apeeshauffage au bain-marie a 90°C pendant
quelques minutes, on ajoute 1 mL de réactif deifghliqueur de Fehling A + liqueur de
Fehling B a volume égal). On réchauffe le filtraetgues minutes apres. L’observation d’un

précipité rouge vif indique la présence de compaoéducteurs.
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10) Recherche des dérivés anthracéniques
a) Anthracéniques libres

A 1 g de poudre, on ajoute 10 mL de chloroformerethauffe prudemment pendant
3 minutes au bain-marie. Apres filtration a chadednélange est complété a 10 mL avec le
chloroforme. 1 mL de I'extrait chloroformique estditionné de 1mL d’ammoniaque dilué a
1/2 puis agité. L'apparition d'une coloration roygles ou moins intense indique la présence
d’anthracéniques libres.

b) Anthracéniques combinés

* O-hétérosides

A une partie du résidu épuisé par le chlorofornmeajoute 10 mL d’eau distillée et 1
mL d’acide chlorhydriqgue concentré. Le tube a egmaintenu au bain marie bouillant
pendant 15 min est ensuite refroidi sous un coudéedu. L’hydrolysat est obtenu apres
filtration et ajustement a 10 mL. On préleve 5 nd_lthydrolysat qu’on agite avec 5 mL de
chloroforme. La phase organique soutirée est inftedlans un tube a essai et additionnée de
1 mL d’ammoniaque dilué au 1/2 puis agité (on galaephase aqueuse). La présence

d’anthracénique est réveélée par la coloration rqaige ou moins intense.

Si la réaction est négative ou faiblement positive,recherche les O-hétérosides a
génines réduites. Pour ce faire on préleve 5 mididlysat qu’on additionne de 3 a 4 gouttes
de FeC} (chlorure ferrique) a 10 %. Le mélange chauffébain-marie pendant 5 min est
ensuite refroidi sous courant d’eau puis agité avemL de chloroforme. A la phase
chloroformique soutirée et introduite dans un tabessai, on ajoute 1 mL d’ammoniaque au
1/2 puis on agite. Une coloration rouge plus oun®antense signe la présence des O-

hétérosides a génines réduites.

e C-hétérosides

A la phase aqueuse conservée plus haut, on ajmltedé FeC a 10 %. Le mélange
est porté a ébullition au bain-marie bouillant pamd30min puis refroidi. Aprés agitation
avec 5 min de chloroforme, la phase chloroformigsiesoutirée et recueillie dans un tube a
essai. On y ajoute 1 mL d’ammoniaque dilué a 1/@neagite. Une coloration rouge plus ou

moins intense signe la présence de génines dedtobigtes.
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ANNEXE 2

Questionnaire

Dans le cadre de la réalisation d’'une étude sufet'ede I'extrait aqueux du meélange

Aframomum melegueta-Citrus aurantifgli@ous sollicitons cher étudiant, votre bonneaioi

remplissage de cette fiche, en vue d'une expérimtient Merci pour votre franche

collaboration.

1.

10.Si oui, année de survenance

11.Quelle activité physique pratiquez-vous?

12.Combien d’heures d’activité physique pratiquez-vpassemaine?

[ (=T 01070 015 ) T
Date et LieU de NaISSANCE. .. ..ottt e et e e e eaaens
S X ittt e e e e e e
L1211

MaSSE COIPOTEIIE. ... e e e e e e e e e e e

COCHEZ D'UNE CROIX, LA CASE QUI CORRESPOND A VOTRE
REPONSE
Avez-vous des parents asthmatiques? Oui Non

Si oui, Pere el ¢

Etes-vous asthmatique ou avez-vous des troublpsatsres ?

Oui Non
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NOTICE D'INFORMATION

Dans le cadre de ses travaux de recherche en Riwogi@/Physiologie de I'Effort,
Judith AHOUNOU, étudiante en thése de doctorat &A&ST, méne ses recherches sur
«EFFET DE L'EXTRAIT AQUEUX DU MELANGE AFRAMOMUM MELEGUETA-
CITRUS AURANTIFOLIASUR L’ASTHME INDUIT PAR L'EXERCICE CHEZ LES
ETUDIANTS DE L'INJEPS ». Cette étude vise a meénevaleur nos ressources naturelles et
promouvoir leur utilisation dans la prise en chadges sportifs confrontés aux problémes
ventilatoires.

Les tests précliniques effectués sur l'extrait ague du mélangeAframomum
melegueta-Citrus aurantifolian ce qui concerne la toxicité, les propriétés-amfiammatoire,
antitussive, anti asthmatique ont donné de bongdtaés et ont montré que ces extraits, selon
la norme OMS (2002), sont sans innocuité.

Cette étude est dirigée par les Professeurs JoaéhinGBENOU, Maitre de
Conférences en Chimie Organique et Chimie des Sobss Naturelles a la FAST et Pierre
H. DANSOU, Professeur Titulaire en Physiologie '@fort a 'INJEPS.

Cette étude comporte deux phases:

- Premiére phase:Prise de mesures anthropométriques (taille, pes3.

- Deuxieme phase:

« Détermination de la prévalence de I'AIE au seifadgopulation d’étude

» Prélevement sanguin et mesure des parameétres gpirgnes avant et apres
I'effort physique.

» Traitement des sujets prédisposés a I'AIE penddnfolrs avec l'extrait
aqueux du mélang&framomum melegueta-Citrus aurantifolia

* Mesures des parametres spirométriques avant et Bgiffert physique.

Deux groupes d’étudiants seront constitues :
- Le premier groupe d'étudiants recevra pendant l4sjale I'eau. C’est le groupe
témoin.
- Le deuxieme groupe d’étudiants recevra pendant difsjle mélange aqueux

Aframomum melegueta-Citrus aurantifolia.

Selon le praticien de la médecine traditionnedgyrise du produit n’a aucun effet adverse.
Néanmoins au cours de I'étude et lors de la pusprdduit, I'étudiant va identifier et signaler

les effets adverses éventuels qu’il aurait constaté
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L’effort physique se déroulera sur api$ roulant et durera 8 a 10 minutes. Pendant
les 4 premieres minutes, I'effort sera d’intensib@stante.

Une surveillance médicale est faite par un médegireumologue praticien
d’exploration fonctionnelle de I'Unité d’Enseignemieet de Recherche en Pneumo-
Phtisiologie, Faculté des Sciences de la santé atenBu, afin de traiter des obstructions
bronchiques spontanées qui pourraient éventuellesuevenues chez certains sujets au cours
du test.

Durant toute I'expérimentation, votre surveillanoeédicale est assurée par le
linfirmier de I'INJEPS et le médecin pneumologuaicien associé.

Les prélevements et les analyses seront effectaésup personnel qualifié du
laboratoire du Centre Hospitalier Départemental @eémé/Plateau (CHD-O/P) et habitué a
de telles opérations. La mesure des parametresllatites sera réalisée par le méme
meédecin pneumologue.

Votre refus de participer a I'étude, n’a aucun teffier votre qualité d’étudiant. Vous
étes libre d’'interrompre votre participation aliée quand vous le désirez.

Au terme de cette étude, les résultats obtenus seusnt communiqués des que
possible et leur utilisation conservera un caracéonyme et confidentiel.

Cette étude vous permettra de connaitre vos capaeispiratoires au cours de I'effort
ainsi que votre prédisposition a I'asthme induit p#fort (AIE). Par ailleurs, elle vous
permettra de connaitre I'efficacité de certainesf@s médicinales en matiere de traitement

de I'asthme.
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FORMULAIRE DE CONSENTEMENT LIBRE ET ECLAIRE

Vous étes invité a prendre part a une étude podant<kEFFET DE L'EXTRAIT
AQUEUX DU MELANGE AFRAMOMUM MELEGUETA-CITRUS AURANTIFOLBUR
L'ASTHME INDUIT PAR L'EXERCICE CHEZ LES ETUDIANTS [E L’INJEPS ».
L'objectif recherché par cette étude est d'évalliefficacité du mélangeAframomum
melegueta-Citrus aurantifoliaur I’Asthme induit par I'Effort (AIE).

Les tests précliniques effectués sur les animaubalg@ratoire en ce qui concerne la
toxicité de ces extraits, leurs propriétés antiamimatoire, antitussive, anti spasmolytique ont
donné de bons résultats et ont montré que cedtexalon la norme OMS (2002), sont sans
innocuité et peuvent, par conséquent faire I'obgetests cliniques.

Les mesures, les préléevements et les analysest sdfectués avec des spécialistes.
Votre qualité d'étudiant a participer ou non a d@#, n'a aucun impact sur la relation
étudiant-enseignant qui doit normalement prévaloir.

Seuls les sujets prédisposés a I'AlE, aprés lendistipue seront traités au mélange
Aframomum melegueta-Citrus aurantifolia.

Apres avoir pris connaissance de la notice d’infatramn, vous étes libre de participer
ou d’interrompre votre participation a I'étude qdarous le désirez.

Nous vous garantissons la ferme confidentialitérdssltats.

Vous avez pris connaissance de ce qui préceder@i penportance de notre étude,
vous étes priés d’exprimer votre consentement eamaiesance de cause quant a votre
participation, en inscrivant la mention « lu et aqwé » sur les pointillés et en apposant votre

signature.
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UNIVERSITE D’ABOMEY-CALAVI République du Bénin

Institut National de la Jeunesse,
de (Education Physique et du Sport
(INJEPS)

FRATERNITE - JUSTICE TRAVAIL

Porto-Novo, lef)4—ﬁ7/2u*44

AVIS SCIENTIFIQUE DU COMITE SCIENTIFIQUE SECTORIEL
EN SCIENCES ET TECHNIQUES DES ACTIVITES PHYSIQUES ET SPORTIVES
SUR LE PROTOCOLE DE RECHERCHE DE MADAME AHOUNOU JUDITH.

Madame AHOUNOU Judith étudiante en troisiéme année prépare une thése de Doctorat
intitulée:
Traitement de I’Asthme Induit par PEffort (AIE) par Les extraits aqueux de Sterculia

setigera et du mélange Aframomum melegueta —Citrus aurantifolia.

Dans le cadre de la partie clinique de son travail portant sur I’évaluation de Iactivité
de ces extraits sur les sportifs, elle a présenté un protocole de recherche de I'étude, les
résumés des résultats des tests de toxicologie, de pharmacologie et de biologie réalisés sur ces
extraits ainsi que le formulaire de consentement libre et éclairé des sportifs pour participer a
ce test.

Les tests précliniques effectués sur les animaux de laboratoire en ce qui concerne la
toxicité de ces extraits, leurs propriétés anti-inflammatoire, antitussive, anti spasmolytique ont
donné de bons résultats et ont montré que ces extraits, selon la norme OMS, sont sans
innocuité et peuvent, par conséquent faire I’objet de tests cliniques.

La problématique est bien libellée et la justification est clairement effectuée. Les
objectifs sont précis et bien définis. Les hypothéses a vérifier, afin d’atteindre les objectifs
fixés, sont émises avec clarté et sans ambigité.

La méthodologie expérimentale & suivre pour la réalisation des tests cliniques respecte
les normes en la matiére avec de bons critéres de sélection et d’échantillonnage.

Les mesures, les prélévements et les analyses qui seront effectués avec des spécialistes
d’une part et la nature de I’équipement & utiliser d’autre part, témoignent du prix et du sérieux
qu’attache Madame AHOUNOU Judith a sa recherche.

De plus, la cible de la recherche est sans confusion. Car I’asthme est aujourd’hui un
probléme de santé publique. Les facteurs de risques sont nombreux et I'activité physique en

est un.

Campus Universitaire de Porto-Novo - BP : 169 - & (229) 20 21 30 87 - Tél/Fax (229) 20 21 28 28 - Télex : 5910 UAC:INJEPS
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L asthme Induit par I’Effort constitue actuellement un probléme trés préoccupant et un
facteur limitant de la performance sportive.

Par ailleurs, les références bibliographiques présentées permettent de conclure que
Madame AHOUNQU Judith maitrise le domaine dans lequel elle s’investit et que I’asthme en
milieu sportif n’est pas seulement spécifique au climat froid et sec, il existe aussi en climat
tropical.

La mise au point des Médicaments Traditionnels Améliorés efficaces permetira de
soulager les athlétes concernés car I’accés aux médicaments modernes dans ce domaine
devient de plus en plus difficile.

Cette recherche se révéle étre trés originale et pertinente et s’inscrit alors dans le cadre
de la promotion et la valorisation de nos ressources naturelles d’origine végétale.

En conséquence, nous émettons un avis favorable pour que cette étude soit réalisée.

Le Secrétaire Permanent

3 Lspmcn ui‘esseur AKPLOGAN Barnabé
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‘ REPUBLIQUE DU BENIN AVIS ETHIQUE

MINISTERE DE LA SANTE

Fokkk kA
DIRECTION DE LA FORMATION ET DE LA RECHERCHE EN SANTE FAVO RAB I- E

FRHE AR

COMITE NATIONAL PrOVISOIRE D'ETHIQUE N° 002 du 03 mars 2011

DE LA RECHERCHE EN SANTE

o e sk ok ok
N° d'enregistrement : IRBOOODG860
LA PRESIDENTE

A

Madame AHOUNOU Judith

N° 084/MS/DC/SGM/DFRS/CNPERS/SA COTONOU

Madame

Suite & votre requéte au sujet du protocole de recherche intitulé « Effet de I'extrait
aqueux du mélange aframomum melegueta-citrus aurantifolia sur 'asthme
induit par 'exercice chez les étudiants de 'INJEPS», lors de sa session du jeudi
03 mars 2011 :

en présence des membres ciaprés: 1) OGQUYEMIHOUNTO Aurore

2) PADONOU Mousbaye

3} AYEMONNA HOUNGAN Claire
4) LIGALI Isiaka

5} ZOMONTO Gbodja

6) GANGBO Flore

le Comité National Provisoire d’Ethique de la Recherche en Santé (CNPERS) a:

vérifié la complétude des documents qui lui ont été transmis ;

examiné le protocole dont le but est d’évaluer 'effet préventif de 'AMCA sur la
crise de I'AlE, I'hypothése étant d’empécher les malades d’AIE de faire de crise
en cas d’épreuve d’effort.

validé globalement les aspects scientifiques étudiés par les experts sollicités ;
évalué les aspects éthiques centrés sur les bénéfices attendus pour la santé des
sujets et la qualité des informations transmises en vue de I'obtention d'un
consentement libre et éclairé,

émis son avis éthique favorable assorti des recommandations suivantes (voir
encadré)
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RECOMMANDATIONS

LE CNPERS DEMANDE AU MEDECIN IMPLIQUE DANS LA RECHERCHE D’ASSUMER
LES TACHES DECRITES DANS LES CONDITIONS CI-DESSOUS :

¢ TACHES : Le médecin est tenu de :
1) soumettre au CNPERS tout événement indésirable grave
- ayant un lien possible avec la médication a I'étude;
- survenu dans le cadre de la recherche -ci et impliquant des participants
recrutés.
L'information doit étre transmise, méme si elle est incompléte,

2) soumettre au CNPERS le registre/fiche devant permettre de collecter les
informations sur les effets secondaires éventuels signalés par les participants,
en y mentionnant en particulier :

- la personne responsable de I'administration du produit aux étudiants ;
- le moment de survenue ;
- le nombre de fois que ce(s)t effet(s) a(ont) été signalé(s) ;
- la conduite tenue,
o clairement dire, si selon lui :
= il existe ou non un lien potentiel de I'événement indésirable grave avec
le projet de recherche;
s ¢'il s‘avere ou non nécessaire de modifier le formulaire de
consentement qui a-été validé par le CNPERS;
= ¢’'il savére ou non nécessaire d’effectuer un suivi particulier auprées du
sujet recruté.
¢ DUREE ET RYTHME DES TACHES

- tous les mois et a la date du 15 de chague mois

- & partir de I'approbation de cette étude

- pendant toute la durée de I'étude et trois mois apreés la fin signalée de I'étude

¢ MODALITES DE TRANSMISSION DES TACHES

Rapport écrit adressé & la Présidente du CNPERS sous pli fermé, dactylographié,

police calibri, taille 14 points, interligne 1.

Cet avis éthique favorable conditionnelle est accordé sous réserve de l'autorisation
administrative.

Cet avis éthique favorable conditionnelle est valable pour une durée d’un an a
compter de sa date de signature.

Par ailleurs, le CNPERS vous demande de :

1) Iinformer de toute nouvelle information/ modification, qui surviendraient a une
date ultérieure 3 cette approbation-ci et qui impliqueraient des changements

9
Avis N°002 du 03 mars 2011
Comité National Provisoire de I'Ethique de la Recherche en Santé
site web : www.ethique-sante.org téléphone : 21 00 60 00 courriel : contact@ethique-sante.org
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dans le choix des sujets, dans la maniére d’obtenir leur consentement, dans les
risques encourus ou tout évenement indésirable survenant dans le cadre du
déroulement de cette recherche. Le CNPERS doit, en effet, dans ces cas, ré-
évaluer et donner une nouvelle approbation avant I'entrée en vigueur desdites
modifications.

2) utiliser les documents qu’il a validés ;

3) conserver dans vos dossiers, la version originale des formulaires de
consentement signés par le sujet et lui en remettre une copie ;

4) lui adresser un rapport au terme de la validité de cet avis.

Tout en vous souhaitant pleins succés pour la réalisation de votre recherche, le
CNPERS vous remercie pour la confiance a lui, accordée.

Cotonou, le 28 juin 2011
La Présidente

\\n»&i\iifiﬂ NCEO
2 U

\
2

Sz,

Professeur agrégé Flore GANGBO

(9% ]

Avis N°002 du 03 mars 2011
Comité National Provisoire de 'Ethique de la Recherche en Santé
site web : www.ethique-sante.org téléphone : 21 00 60 00 courriel : contact@ethique-sante.org
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REPUBLIQUE DU BENIN COTONOU, le 1 2 JulL 2011

DIRECTION DE LA FORMATION
ET DE LA RECHERCHE EN SANTE

* Kk kK % % -

N6 30, /MS/DC/SGM/DRS/SA

AUTORISATION ADMINISTRATIVE DE RECHERCHE

* k ok ok Kk k ok ok k k ko k ok k Kk %

Le Ministre de la Santé, soussigné, atteste que le projet de recherche
intitulé « Effet de I'extrait aqueux du mélange aframomum melegueta -
citrus aurantifolia sur I'asthme induit par I'exercice chez les étudiants de
PINJEPS » s'inscrit dans le cadre des préoccupations du Ministére de la Santé

en matiére de recherche sur les maladies non transmissibles.

Madame Judith AHOUNOU, Doctorante a [Institut National de la
Jeunesse, de [I'Education Physique et Sporiive (INJEPS) de ['Universite
d’Abomey-Calavi, a pris les dispositions nécessaires pour obtenir le
consentement libre et éclairé des participants a I'étude, sur la base d'une

information compléte a leur fournir.

Au vu de l'avis favorable N° 002 du 03 mars 2011 délivre par le
Comité National Provisoire d’Ethique pour la Recherche en Santé (CNPERS),

jautorise la réalisation au Bénin de la recherche sus-mentionnée.

Pour le Ministre et par delégation,
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ANNEXES 3

Tableau V: Toxicité larvaire des extraits : nombre de larvestas

Concentrations (mg / mL)
Extraits
25 | 125 6,25 |3.125| 1,562| 0,781 0,39 | 0,195| 0,097| 0,048
Aframomum
melegeuta -| 16 16 16 16 16 16 16 5 2 0
Citrus
aurantifolia
Sterculia | 16 16 | 16 | 16 | 12 | 12 9 2 1 0
setigera
Témoin |0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tableau VI: Volume de I'oedeme (mL)
TRAITEMENT TEMPS (min)
0 30 60 | 120] 180] 240 304 360
f%gcrﬁ N 000 | 035 | 035 | 045 | 035 | 035 | 025 | 020
grkg +0,00| +0,02| £0,05| +0,02| +0,04| +0,02| +0,00| + 0,00
fgf;acrﬁ " 000 | 028 | 037 | 028 | 005 | 002 | 0,01 | 001
g7kg +0,00| +0,04| +0,00| +0,04| +0,00| +0,04| +0,04| + 0,00
000 | 033 | 035 | 044 | 041 | 0,35 | 030 | 0,05
SS1000ma/kg | 15 00| +0.16| £0.20| +0.27| £0,07| £0,07| +0,00| + 0,04
000 | 028 | 024 | 024 | 001 | 001 | 001 | 0,05
SS1500malkg | 5 00| +0,04] +004| £011| £0,07| £0,04| +0,07| +0,04
ndo 100 ma/kq | 00 | 035 | 040 | 046 | 040 | 0,15 | 0,15 | 0,15
9%G | +000|+011|+0,07|+0,11|+0,07| +0,04| +0,04| +0,04
Témoin (Eau 0,00 | 046 | 051 | 061 | 050 | 055 | 055 | 0,56
physiologique) | +0,00| +0,18| +0,14| + 0,14 | + 0,00| +0,04| + 0,04| + 0,11

AM+CA : Extrait du mélange daframomum melegueta@itrus aurantofolia

SS :Sterculia setigeralindo : Indométacine
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Tableau VIl : Durée de séjour de la patte gauche des cochardeddians eau a 50°C.

TRAITEMENTS TEMPS (sec)
27,20+ 0,71
AM + CA 1000 mg/kg
SS 1000 mg/kg 37,63 +£10,72
ASPEGIC 50 mg/kg 29,29 +£12,15
TEMOIN (Eau physiologique) 10,92 £1,43

AM+CA : Extrait du mélange daframomum melegueta@itrus aurantofolia
SS :Sterculia setigera,

Tableau 1X: Evolution de la température

24 h -
TRAITEMEN \ TEMPS (min)
T Avant apres
Induction | Inducti | 60 120 | 180| 240 300 360
on
AM + CA 36,84 | 37,70 | 37,28 37,03| 37,08/ 37,04| 36,83| 36,84
1000 mg/kg +0,23 | +0,07 | +0,26| +0,29| +0,26/ +0,23 +0,29 +0,16
37,01 | 37,37 | 36,50/ 36,17| 36,10/ 35,96/ 35,71| 35,82
SS 1000 mg/kg
+0,20 | +0,29 | +0,07| £0,29| +0,00 +0,23 +0,20 +0,26
o 36,52 | 37,46 | 37,00/ 36,66| 36,44| 36,50| 36,56 36,45
Aspégic50 mg/k
+0,26 | +0,16 | +0,00, +0,10| +0,16/ + 0,00 + 0,10 + 0,03
TEMOIN(Eau 36,21 | 37,21 | 37,20, 37,30| 37,15 37,04| 36,80 36,60
physiologique) | +0,13 | +0,13 | +0,06| +0,03[ +0,33] +0,10, + 0,06 + 0,06

AM+CA : Extrait du mélange daframomum melegueta@itrus aurantofolia
SS :Sterculia setigera,
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Tableau XI: Effet antitussif des extraits aqueuxSkerculiasetigeraDelile (Sterculiaceaegt
du mélangeAframomum melegueta Schum. (Zingiberaceae)3itrus aurantifoliaSwingle
(Rutaceae)

Substance utilisée Dose Fréquence des Taux d’inhibition
administrée contractions par
(mg/kg, p.o) minute
Témoin - 50,92+ 0,32* -
Référence 100 18,71+ 0,37* 63,2%
SS 1000 1000 50,95+ 0,64* 0,1%
SS 1500 1500 50,08 +0,17* 1,6%
SS 2000 2000 45,55 +0,32* 10,5%
SS 2500 2500 41,75 +0,42* 25,2%
SS 3000 3000 38,08 + 0,16* 8,8%
AM+CA: 1000 1000 50,53 +0,31* 0,8%
AM+CA: 1500 1500 47,60 + 0,36* 6,5%
AM+CA: 2000 2000 43,17 +0,31* 15,2%
AM+CA: 2500 2500 40,87 +0,35* 19,7%
AM+CA: 3000 3000 31,53+0,17* 38,1%
AM+CA: 3000 3000 51,47 +£0,19* 1,1%

AM+CA : Extrait du mélange daframomum meleguet&itrus aurantofolia
SS :Sterculia setigera,
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Tableau XlI: Valeurs de la concentration sanguine de CRP ettitondu temps et du

traitement

TRAITEMENT Jo N Jis Jis Ji7
CRP (
mg_]/L)

Témoin (N: 13) 3,33%1,22 2,00+0,87 3,33+0,87 3,56+0,73 3,89+1,05
A.melegueta 2,78 +0,44 1,56-+0,53 2,89+0,78 2,89+0,78 2,99+1,50
seul (N: 13)

Citrus 322+707 169 +£0,66 293+ 056 29+ 0,17 3,00+1,15
aurantifolia
(N: 13)
A.melegueta-C. 5,22+7,07 1,56 £0,73 2,78 + 0,97 2,7& + 0,97 2,89 +1,05

aurantifolia
(N: 13)
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RESUME

Sterculia setigeraAframomum meleguet Citrus aurantifoliasont des plantes couramment
utilisées dans la médecine traditionnelle africalaes le traitement de plusieurs affections,
dont la toux et I'asthme.

L’objectif du présent travail est d’évaluer la toixé des extraits aqueux de ces plantes et leurs
effets sur 'asthme et ses symptomes.

L’analyse phytochimique des extraits de ces plaréesle la présence des alcaloides, tanins,
flavonoides, anthocyanes, leuco-anthocyanes, ngesjacomposeés réducteurs et des huiles
essentielles. La détermination de la dose |étald p@r voie intra-péritonéale des extraits
permet de classer I'extrait aqueux du méladdemomum meleguefditrus aurantifolia
comme faiblement toxique et celui &erculia setigeracomme moyennement toxique. En
administration orale, les deux extraits sont pregigent sans toxicité. Par ailleurs, ces deux
extraits ont des propriétés anti-inflammatoiregitassives et broncho relaxantes a des doses
variées.

En application clinique sur le bronchospasme IndultEffort (BIE) chez des sportifs, le
mélange aqueuwAframomum meleguet@itrus aurantifolia a amélioré le pourcentage de
diminution du Volume Expiratoire Maximum par Secen(VEMS) et a fait baisser la
concentration de la C-reactive protein (CRR¢z tous les sujets de facon significative.

Ce mélange peut donc étre conseillé dans le traitede I'asthme d’effort.

Mots clés:
Aframomum meleguef@itrus aurantifolig Sterculia setigera, extrait, symptomes
asthmatiques, toxicité.

ABSTRACT

Sterculia setigera, Aframomum meleguetad Citrus aurantifolia are commonly used
medicinal plants against various affections inahgdcough and asthma in African traditional
medicine.

The present work was undertaken with the ultiméjeaive to evaluate the effect of aqueous
extracts of these plants on asthma and asthmadedginptoms, as well as the toxicity profile
of the extracts.

The phytochemical analysis revealed the presencealkéloids, tanins, flavonoids,
anthocyanins, leuco-anthocyanins, mucilages, regucobompounds and essential oils. The
determination of lethal dose 50% in intra-peritdngassified theAframomum melegueta
Citrus aurantifoliaaqueous extract mixture as slightly toxic and tifabterculia setigeras
fairly toxic. However, the two extracts are praalig with no toxicity in oral administration.
These extracts have been found to have anti-inflatorg, antitussives and spasmolytic
properties at various doses.

In clinical application on exercise (BIE) inducedichospasm, thaframomum melegueta
Citrus aurantifoliaaqueous extract mixture improved the reduction gueege of Maximum
Expiratory Volume per second (MEVS) and signifi¢grdecreased the concentration of C-
reactive protein (CRP).

This mixture can be used in the treatment of astimhaced by physical exercise.

Key words:
Aframomum meleguet&itrus aurantifolia, Sterculia setigeraymptoms of asthma, toxicity.
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