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~ INTRODUCTION

Parmi les maladies courantes dans les poys duy Tiersemonde, le palu~
disme, les maladies infectieuses, les parasitoses et les diarrhées viennent
en tBte de liste. Les renseignements recueillis auprés de notre Ministere de
la Santé confirment d'ailleurs cette cowdedtétesn ((4)

A cOté du paludisme, les maladies infectieuses comme la pneunonie,
les plaies, les maladies vénériennes surtout sont répandues & Madagascar.
Depuis de longque date, les guérisseurs ont déja utilisé des plantes dont
certaines sont réputées efficaces pour soigner ces genres de maladies.

Face & 1a pénurie actuelle des médicaments importés dans les pays
en voie de développement, 1'Organisation Mondiale de la Santé, au cours de
sa 31" assemblée qui s'est tenue 3 Genéve en 1978, a pris la résolution re-
lative & 1l'application d'un programme destiné & évaluer et & employer la mé-
decine traditionnelle de fagon & subvenir aux besoins de santé vers la fin
de ce siscle.

Répondant aux souhaits de 1'0.M.S. et afin de promouvoir la valori-
sation scientifigue de la potentialité de la médecine et de la pharmacopée
traditionnelles malgaches, le Centre National de Recherches Pharmaceutiques
a2 inclus dans son progremme de travail depuis 1980, la recherche de nouveaux
antibiotigues & partir des végftaux supérieurs.

Apreés les engquBtes pharmacognosiques, un certain nombre de plantes
ont été récoltées et soumises & dés tests antibactériens systématiques. Cae-
salpinia sepiaria, qui a donné les nremiers résultats encourageants, a éte
Fetena entregutres pour ¢tudes approfondies.

C'est dans le cadre de ce travail, gue le département de Chimie du
C. N. R. P. nous a confié la partie chimique, c'est & dire l'isolement du ou
des nrincipe(s) actif(s) de la plante et éventuellement la détermination de
structure.

.

MOTIVATIONS DE LA RECHERCHE

Quelles sont les raisons qui nous ont motivé dans le choix de la mé-
thodologie d'approche et du programme de travail 7
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D'abord, concernznt la méthodolonie d'approche, il est a soulkgaercgee dowxs
méthodes principales sont utilisées dans 1& recherche de nouveaux médicaments :

-~ la méthode utilisant l'hémisynthese et la synthése organiques

~ la méthorde extractive

Malgré l'originalité et l'efficacité des produits de synthese, cette
méthode synthétique est longue et colteuse. Il faut compter prés de dix ans pour
wiumiss: gulp  le marché d'un produit synthétigue. L'investissement prend alors
urne importarce fnorme, au-dessus des possibilités des pays en voie de dévelop-
pement.

Par contre la méthode extractive nécessite moins de temps, car dés le
premier abord on connait les vertus thérapeuticues a étudier par les indica-
tions empiriques millénaires. D'ailleurs, on assiste 3 l'heure actuelle 3 un
regain d'intérét pour les recherches effectuées sur les plantes mécicinales
en Europe.

Berceau de plus de dix mille espeéces de plantes médicinales,possédant
un important potentiel culturel en matiére de médecine traditionnelle baste
sur l'héritage des récits ornux, et devant faire face aux difficultés inhéren-
tes 3 sa situation géographigue insulaire pour son approvisionnement en médi-
caments, Madagascar ne fait que suivre ce courant universel.

En ce qui concerne le choix des végétaux supérieurs comme source d'an-
tibiotiques, ceci a &té dicté par trois motifs principaux :

- le premier est la tendance actuclle des laboratoires a explorer d?
autres matiéres premiéres d'antibiotigues comme les végétaux supéricurs
(2,3,4,5,6,7). En effet, & part les sulfamides, les antibiotiques classiques
comme 1es Ppnicillines, les Céphalosporines etc ... sont isolés & Pamtibyn:
des vegetaux inférieurs. Malgré leur efflrac1te incontestée, ils présentent
1'inconvénient commun de résistance de germes & leur action.

- le deuxiéme motif est l'accessibilité relativement facile de ces
plantes, ce quil facilite leur approvisionnement.

- 11 faut également souligner le large éventail de leur choixe

I1) ETUDE CHIMIGUE PN
TAIR
22 €

a) Matériel végétal

;Q/
P4
2

Nous avons utilisé le

tiges ef/leur écorce. Elles ont été préalable-
ment séchées et broyfes. 9

b) Screkning phytochimique

Dans le but de déterminer les différentes catégories de substances
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naturelles présentes dans la plante, nous avons fait un scfeening phytochimi-

que. Pour cela des extraits agueux et hydroalcooligue ont ¢té soumis & des

tests analytigues classiguess

Les résultats . sont consignés dans le tableau I

Substances naturelles

!
!

|
Techniques 1
!
!

Résultats

- e o - — - -

! Extrait agueux! Extrait hydro-al«t

!
!
! ] ! cooligue |
! 1 ! v
Sapaonines ! Indice de moussel! - ! - !
| e o e e e e e e e e S - —
! ! ! ! !
! Alcaloides ! Mayer ! - ! - H
! e T R e B | !
! ! ! ! !
! ! Wagner ! - ! - !
——————— ome e —————— . !
! ! ! ! !
! Stérols et triterpénes ! Testde€'iebermann- - ! - !
! ! Buschard ! ! !
! R e T e ettt LR ettt i I
! ! ! ! !
! ! Test de SdYkowski! + ! + !
USSR U !
! ! ! ! !
! Flavonoides et leucoan-! Test de Uikstater) - ! - !
! thocyanes ] cmememeee et R e !
! ! ! ! !
! ! Test de Bathe-Smith + ! ++ !
I et R ettt R e —————— !
! ! ! ! ! !
! Tanins ! Pyrogallols ! -Gélatine 1 % ! + ! ++ !
! ! -1 - -1
! ! ! ! ! !
! ! Catéchols ! -Gélatine salée! - ! - !
! el Rl P ! R R ————————— !
! ! ! ! !
! Ro:lyphénols ! --Fecl3 ! ++ ! ++ !
. [P S [  J— ——
! ! ! ! !
! Anthraguinone ! Test de BorntrBger - ! - !
! ! !
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) Choix cde mode d'extraction

11 noudl onf=llu tebddcessais pour arriver & une méthode d'extraection conve-
nable des principes actifs @

1. premier essai

La plante séche broyée est extraite directement par l'hexane, per le
chloroforme, par le méthanol et par l'eau. Les cdifferents extrzits ont &t
soumis Aaux tests microbiologigues pour localiser le (s) principe(s) actif(s).
Les résultats et 1l'opération sont résumés dans le Schéma I.

Plante seche broyée

décoction
: .
| |
Hexane Chloroforme Mé&thannl
! | I L
Extrait Extrait Extrnit Extrait
hexanigue chloroformigue methanoliqu agueux

i

TESTS MICROBIOLOGIQUES

aucune aucune activité tres sctif
activiteé activité faible
Schéma I
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2) deuxieme essai

L'extrait agueux brut obtenu par décoction de 1la plante broyée, s'a-
vérant actif, est emsuite extrait par du butanol dans une ampoule 3 décanter.
Les phases@®M@EEEel budernligueont subi ensuite des tests pharmacologigues. Le
schéma II résume le protocole et les résultats.

3) trosieme essai

Ce dernier essal est basé sur 1o technigue d'extraction par polarité
décroissante.

La plante seche broyée estextfsdf® 3 deux reprises per de 1'enu bouil-
lante. La solution agueuse obtenue aprés filtration est lyophilisée directement
nous obtenons ainsi 1l'extrait agueux brut gui est traité par le métbmddbaureflu:
pour séparer les substances polycondensées des produits légers. Les tests anti-
bactériens effectués sur 1l'extrnit agueux initial se sont révélés positifs,
tandis gue ceux de l'extrait méthanolicue et de 1'extrait aqueux obtenu en dis-
solvant la poudre, épuisée par le méthanol, dans 1l'eau ont montré une activitd
faible. Le schéma II résume ces résultnts.

[]
£ 1

Plante seche hroyfe

décoction
TESTS
Retivité ———— §Xtr?it agueux
[Anette SIDRCATOLCET e brut
r MICROBIOLOGICUES g
Extraction lyophilisation
au BulH
E— . '%4-f~mv—i Poudre marron
Phase agueuse l phase ihmtanoliquel.
chafiffage au
reflux dans le MeQOH
l $ -
poudre
fnuisée
TﬁSTS MICRUBIDLGG{QUES eau
| ‘ extrait métha-
positifsl i négatifs! solution] nolique
| S —_— 1 aguauge

TETS MICRDBI?LDGIQUES

t antivitd Fathlio |




4) Extraction aduﬁtée

Compte tenu des résultats précédents, nous avons choisi lar-décoction,
méthode employée par les gardiens de la médecine traditionnelle c'est 3 dire
les guérisseurs, comme mode d'extraction des principes actifs. D'autant plusque
c'est une technicue simple et peu colteuse. :

La plante seche broyée est extraite A deux reprises par de l'easu bouil-
lante. La solution aqueuse obtenue aprés filtration est directement lyophilisée.
Nous obtenons alnsi l'extralt aqueux brut contenant le (8) principe (%) =ctif(s,

d) Recherche du nombre de constituants de l'extrait aqueux brut :

Dans le but d'iscler le(s) principe (s) nctif (s) de Cagsalpinia Beph-
-Bria, mous svons commencé par déterminer le nombre de .constituants dc 1'extrait
anueux.

Une analyse chromatographique sur couches minces a été effectude dans
les systémes d'éluant utilisés habituellement au département de Chimie du C.N.
R.P. dans l'étude des extraits acueux des plantesi

Chmte Butanol-Acide acétique-Eau (4-1-5) ; Acétate d'ethyle-Méthanol-
Eau (65-45-10) ; Chloroforme-Méthanol-Eau £65-35-10) .

Elle a montré la présence d'un seul constituant majoritéire et d'une
tratnée indéchiffrable au-dessus et au-dessous de 1a tAche intense apTes révé-
lation & 1'H;50, 3 50 %. L'essal d'autres systeémes de solvant et de révélation
comme UV, Fecl3 8 5 %, vanilline sulfurinue n'a donné aucun résultet satisfai-
sant.

Pour vérifier ces résultats, deux chromatographies bidimensionnelles
sur couches minces ont €té effectufes, mais cucun renseignement supplémentaire
n'‘est apporté.

e) Localisation du (des) principes(s) actif(s)

1) Isolement du produit majoriteire :

Dans 1a recherche du (des) principe(s) actif(s), nous nous sommes d'a-
bord attachés & 1'isolement du produit majoritaire.

Pour cela, nous avons effectué une séparation par chromatographie sur
colgnne de silice G par élution avec le systéme Acétate d'éthyle-Méthanol-Eau
(65-45-10) de l'extrait agueux brut. Nnus avons alors obtenu trois lnts :
une fraction de t@te, une fraction intermérdiaire et 1a fraction contenant le
produit majoritaire pur mais encore coloré. Par filtration sur colonne de si-
lice G avec le systéme chloroforme - Méthnnol (70-30), nous aveons cbtenu le
produit majoritaire pur sous forme de cristaux blancs.

Les tests antibactériens se sont rfvélés négatifs sur le produit majo-

ritaire, tandis gue la frecticn de tBte a présentd une activitd antibactérien-
ne notable. Ainsi nous nous sammew orientés 3 1'étude de 1a fraction de t@te.
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2) Etucde de 1a fraction do t84cC

2a - Chromatograpbie sur colenne d'alumine

Nous avons essay( une s®paraticn sur colonne dbadimise. Mals le pro-
duit se cclore en rouge au cours de son passage dons la colonne, montrant sa
dégradation. En fait les froctions recueillies n'ont pas présenté  l'activité
attendue. ‘

2b- Chromatographie sur colonne ce silice G par gradient d'éluant

AfFin d'obtenirt une meilleure sfparation, nous avons chromatogrephié '
1'extrnait agueux brut sur colonnme de silice par gradient d'éluant ; 2t 11 nousa
fallwe Frdfa essnis pour pouvoir localiser le (s) principe(s) =zctif (s).

Le premier consiste & utiliser 1'Acltate d'éthyle-Méthanol (80-20)
comme éluant de départ. Aprés ovoir group® les fractions en fonction de leur
similitude de sur CCM, nous en avans obteznu sept. Les fractions IT et ITI pri-
sentent une activit® notable au cours ces tests microbiologigues. £t sur CCM,
nous avons pu fliminer 1la troinfe avec Acide noftigue - Benzéne- Ether- Butanol
(8-60-25-12).

Mais pour mieux cerner le (s) princine(s) nactif(s), nous avons diminué
la polarité du systéme d'éluant de départ en utilisant 1'acétate d'éthyle pur,
et réduit le volume de chaque fraction recueillie. Les testantont montré que
les fractions (1 & 10), qui présentent une seule thche rans le systeme de sol-
vant précédent sont actives. Mais il est & noter que cette tfche se décompose
en trois au cours d'une deuxicme migration de la plaque précfdente dens Acéte-
ta d'éthyle-Méthanocl-Eau (65-45-10)

Pour confirmer ces résultnts, nous svens diminué davantage la polari-
té de 1'610ant de départ en partnnt de l'Rcétnte d'éthyle-Hexane (80-20). Les
fracticns (27-48), cui présentent une similitude sur CCM avec les fractions
(1-10) précédentes s'averent nctives. Nussi sfndorbehtestbeschacune a A max =
279 mm en spectrophottmétzie H.V. ‘

f) Analyse structurale du produit de Cneszalpinia 8epiaria

Les tests pharmacologinues ont montré que les holnsides sembleraient
posséder des activités intéressantes et variles. Aussi, awensencus essayé de
déterminer la structurc chimigue cu nrocuit mejorit-ire, méme s'il ne présen-
te pas d'activité mantibactérienne, Nous essayons d'apnorter guelgues éclzircis-
sements ne serait-ce que minime A 1A relation structure activité dans ce domai-
ne.

Comme les tests phytochiminues n'ont pas pu ettribuer aux constituants
de }'extrait1§queux brut une famille chimicus clessique, seuls les spectres RMN
de H et de “& du produit msjoriteire nous cnt pérmis d'avancer une hypothe-
se quant A sa femilleeifsed structure chimigue. Cette partie comprend trois
points essentiels.
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1) Anclvoz sprctrale préliminaire

4 - ’

&n RMN'H enregistré dans le DMSO,dpgufimeessituent dans la régionm

comprise entre 2.0 non et 4,8 ppm. Entre 3 et 4,2 ppm, les pics peuvent 8tre
attribuds nux ppwiany portés par des C ayant des substituants oxygénés.

A . B,.omm anraralt un doublet caractéristigue d'un proton hémiacé-
talique. En RMN '™ Cle @pamdriarrk découplage ¢otal enregistré dans le DMS0 montre
la présence d= iu sigraux, caractéristigue d'un diholoside.

2) dyirolyse =cide

1

A l'issue de cette &tude spectrale préliminzire, nous avons effectué
1l'hydrolpse ~cide du produit majoritaire par une solution de H,.SO, 3N pendant
deux heures A 85°C, Nous avons pu caractériser comme prodult dzhv%rclyse le
glucose, identifit¢ par chromatographie sur papier etrpSeFGUR.Y.

Dans lcs mémes conditions d'hydrolyse, le saccharose a donné le mfme
résultat.

3) Hypothese de structure

A 1l'issue de cette étude spéctrale et chimigue prélimisnire, le produit
majoritaire possede des =mnalogies structurales avec le saccharose. Alors, en
premier lie¥3,il nous a semblé nécessaire d'enregistrer et d'interpréter le
spectré RMN 7T du saccharose & 1l'aide des données de 1a litterature (8). L'exa-
men des spectres des deux produits montre en particulier qu'ils différaient
par lec peint diattache,

Four confirmer cette remarrue, nous avons soumis "le produlit majori-
telre" au teat o2 in ligucur de Fehling. Les précipitésrougeabricuez ainsi ob
ohtonus prouvent oue notre "procdult majoritaire" posséde une fonction hémiacé-
talicue libre, ce cuy n'est pas le cas rdu saccharose.

Pour miel: merner oint d'attache, nous avons effectud une Gtude
§ 8} ’

comparative drg oot ros RMNTC des rdgholosides connus possedant une molécule
€2 glucose. Nrus ryora remarnué gu'unme linison osidinue entrafne une augmenta-
tion du dénleson nt oiviminue du carbone imnliqué dens la fonction.

\

Dans le snectre RMN'EC du produit majoritaire, les déplacements chi-
miques soni affect?s por rapport §3ceux da sacEharose, sauf pour le C,' . En
ayant recours o cpestres RVMN de “C du ribofuranose et du saccharose ( 8 ),
1a valeur 104.97-p0 sorresnond au déplocement chiminque du carbone hémiacltali-
que d'un ngrunﬁﬂneﬁ

En RN e 'H y la faible valeur de la cOnstante de couplage (J=3,76Hz)
du proton porté par C,' irdinue da couplage cis, assignant au glucnse la con-
figuration XK. )

En céfinitive,ur? hyvnothése de structure @ -uiv-rt: est proposée pour
le produit majoritairec.
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Les déplacements chimiques du saccharose et ru produit majori*gire
anres enregistrement avec 1'appereil Bfuweer type VWBO du spectre RMN de -C

i

exprimés en ppm sont consignés dans e tableau II suivant

§ } D]
Numéro des 1

H

carhones ! !
i i i

]

]

! ! !
L 1t LY 51 & 6' !
! ! ! !
! ! ! ! 1 !
77,5170,25 74,6 72 1 62,51 60,751
et Tl DY PR -1 -1 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
Produit ! 63,52!93,321104,9 173,71182,79 172,45177,94175,36 73,91 70,66 62,89 61,58
mAajoritai- ! ! ! ! ! ! ! ! ! | !
TC ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

[2)]

Sncohorosel™ 6

Ny
“
[$)]
v e et s e

! e -

EONCLUSTON

Malgré sa concentration élevée, le produit majoritaire n'a pas présen-
té 1'activité antibactérienne. Une hypothése de sa structure a &té proposée
et serez confirmée par queloues réactions chiminues.

Le principe actif de Canrsalpinia sepiarig se trouve dams la fraction
de tlte. L'isolement & 1'état pur et la détermination de sa structure fera
l'cbjet de la suite du traveil. Elle nous renseignera si la structure de no-
tre produit actif est voisine ou completement differente de celles rencontrées
dans les végétaux inféricurs.

Face 4 1a pénurie d'antibiotigues, l'exploitation et 1l'amélioration
] z I 4 . ’ » 2
tes resultats re seront pRs néanlicds au profit d'une recherche trop académiquee.
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