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ABREVIATIONS ET
SYMBOLES



o : Déplacement chimique (RMN)

Amax : Longueur d’onde maximale d’absorption (UV)
%) : Diamétre

AE . Acétate d’éthyle

CC : Colonne chromatographique

CCM : Chromatographie sur couche mince
CHCl3 : Chloroforme

CDCl; : Chloroforme deutéré (RMN)

CONT : Controle

d : Doublet

dd : Doublet de doublet

Di . Digitoxine

DMAPP . Diméthylallylpyrophosphate

DMSO . Diméthyl sulfoxide
EE . Ether d’éthylique
EP . Ether de pétrole
EtOH : Ethanol

F, Fract : Fraction

J : Constante de couplage (RMN)
Ipp Isoprénique

M . Molarité

m : Multiplet (RMN)
MeOH : Méthanol

MHZ Méga Hertz

N.oleander : Espéce Nerium oleander
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
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Prép . Préparative

ppm : Unité de d (partie par million= 10°, RMN)

Ry : Rapport frontal (CCM)

RR¢ . Rf relatif a la digitoxine

RMN "H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton

S . Singulet (RMN)

Sys . Systéme solvants

t . Triplet (RMN)

uv . Spectrométrie / rayonnement dans le domaine de l'ultra-violet.
VS : Vanilline sulfurique

W : Symbole utilisé pour les composés isolés



INTRODUCTION



Introduction :

Dans plusieurs régions tempérées et tropicales, les infections parasitaires demeurent
une des premiéres causes de morbidité et d’invalidité, notamment dans les pays du
tiers monde. Si ces pathologies mutilent et parfois tuent, elles limitent toujours

I'épanouissement du potentiel humain.

Méme éliminées ou simplement contrélées, ces maladies ont un codt élevé dans le
budget des soins de santé. Elles constituent un probléeme de santé publique.
(Nayama. M. et col., 2007)

Les bilharzioses ou schistosomiases sont des maladies parasitaires humaines,
Connues depuis 'antiquité, due a la présence dans I'organisme de vers trématodes.
Ce parasite présente un cycle de vie faisant intervenir, a c6té de I'homme, un
mollusque ou escargot hote. (Ramanantsizehena. P. et col., 2005; Nayama. M. et
col., 2007).

Actuellement, la bilharziose est considérée comme la deuxiéme maladie parasitaire

aprés le paludisme a travers le monde. (Silva. T. M. et col., 2005).

Dans les zones d’endémie, notamment en Afrique, la bilharziose reste un probléme
de santé publique majeur (Raccurt. C.P. et col., 2007). Bien que I'incidence de cette
maladie en Algérie soit relativement minime par rapport a d’autre pays, il existe

cependant plusieurs foyers actifs de ce parasite.

La politique de développement que poursuit notre pays depuis son indépendance,
notamment en matiére d’agriculture et de développement des barrages, risque fort
de multiplier les foyers actifs déja existants, a I'image de ce qui se passe en Egypte.
Dans ce pays la bilharziose représente un probleme majeur de santé. Malgré les
efforts de contréle de la bilharziose en Egypte, cette maladie continue d’occasionner
des dégats sur les populations, notamment vivants dans les zones agriculturales
humides rurales (Van Schauck. C. P., 1986; Mehat. A. et col., 1993).



Ce travail s’insére dans un projet national de recherche de substances naturelles a

activité molluscicide.

Une étude préliminaire d’évaluation d'un certain nombre d'espéces végétales
algériennes a permis d’identifier un liste de plantes potentiellement molluscicide.
L’extrait aqueux des feuilles du Nerium oleander, un arbuste commun des lits d’oued,
appartenant a la famille des Apocynaceae, s’est révélé particulierement toxique

envers les mollusques-hbtes du parasite.

La nature de ou des agents chimiques responsables de l'effet molluscicide des

feuilles de N. oleander reste indéterminée.

Ce travail de magister fait suite a [I'étude précédente, est a comme
objectif spécifique : la caractérisation chimique du ou des principes a effet
molluscicide des feuilles de N. oleander.

Pour ce faire, le protocole de travail s’articule sur les étapes suivantes :

e Criblage biologique d’un gradient d’extraits bruts et fractionnement bioguidé

e Purification et détermination de structure des molécules isolées des fractions

actives

e Evaluation de I'activité des molécules isolées



Le manuscrit est divisé en trois sections :

La premiére partie, essentiellement bibliographique, concerne des données
générales sur les bilharzioses (maladie, son incidence, son traitement), sur le Nerium
oleander (aspects botanique, chimique et thérapeutique) et une étude restreinte sur
les hétérosides cardiotoniques, principal type de métabolites secondaires isolées

dans cette étude.

La deuxiéme partie, concerne la partie expérimentale, ou sont détaillés le matériel et

meéthodes physico-chimique et biologique, utilisés dans le cadre de cette étude.

La troisiéme partie, regroupe les résultats et la discussion.

Une conclusion générale et les références bibliographiques, ainsi que des annexes

cléturent ce manuscrit.
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A. EPIDEMIOLOGIE DE LA BILHARZIOSE

1. Historique :

La bilharziose ou schistosomiase, sous ses diverses formes, est une maladie

parasitaire, transmise a ’'homme par des vers trématodes. Connue depuis I'’Antiquite,

elle se place aujourd’hui dans les statistiques de 'OMS comme la seconde maladie

aprés la malaria (Rawi. S. M. et col., 1996; Silva. T. M. et col., 2005). Quelques

faits historiques associés a la bilharziose sont résumés dans le tableau 1.

Tableau 1 : historique de la bilharziose (Konde. H., 2005)

Année | Evénement/découverte

Au les médecins arabes parlent de « pissement de sang » des caravaniers revenant de

moyen | Tombouctou.

age

1847 Au Japon, la maladie de KATAYAMA, aujourd’hui synonyme de la schistosomiase aigué,
a été signalée.

1851 THEODOR BILHARZ, un jeune pathologiste allemand découvre le parasite dans la veine
d’'un jeune Fellah et lui donne son nom.

1854 ZANCAROL parle pour la 1°" fois de la pathologie urétérale. Il rapporte I'observation d’'un
uretére de la taille d’un intestin gréle.

1910 Sir ARMAND RUFFER décrivait les ceufs typiques de Schistosoma haematobium trouvés
dans les reins de deux momies égyptiennes datant de 1250 a 1000 ans avant Jésus
Christ.

1913 KENOSURE MIYARI et MASATSUGU SUZUKI découvrent I'hdte intermédiaire et
reconstituent le cycle biologique du parasite chez I'escargot.

1915 ROBERT LEIPER établi au Caire le cycle complet de la maladie.

1917 deux égyptiens DIAMANTIS et LOTSY présentent un cas de bilharziose urétéo-vésicale
diagnostiquée par la radiographie grace aux calcifications vésicales et urétérales.

1919 la tendance de la bilharziose a envahir les uretéres et a entrainer I'hnydronéphrose fut
établie par FAIRLEY.

1937 les aspects urographiques de la bilharziose urétérale furent publiés par VERMOOTEEN.

1948 En Egypte, MAKAR fait le point des Iésions anatomiques de I'uretére bilharzie.

1955 PIGANIOL et HERVE établirent le retentissement des sténoses et des atonies urétérales
sur le haut appareil urinaire.

1961 THIRAULT.M contribue a l'étude du traitement chirurgical des sténoses urétérales

d’origine bilharzienne.




Selon L’'OMS, en 1998(Konde. H., 2005) on estime a 200 millions, le nombre de
personnes atteintes dans le monde tandis que 500-600 millions encourent le risque
d’étre infestés par les schistosomoses (Silva. T. M. et col., 2005 ; Nayama. M. et
col., 2007). La morbidité observée chez les populations humaines infectées est
essentiellement liee a l'étonnante fécondité du parasite femelle dont les ceufs,
pondus par centaine chaque jour, sont piégés dans de nombreuses muqueuses et

tissus, ce qui est a I'origine de la pathologie (Adewunmi. C. O., 1991).

2. Agents pathogénes :

Les bilharzioses humines, sont dues au développement de vers appartenant a la
classe des trématodes et au genre Schistosoma (Strahan K.. et col., 1991,
Morgam. J.A. T. et col., 2003; Silva. T. M. et col., 2005).

Figure 1: Anatomie des Schistosoma
2.1. Classification du parasite :

Régne Animalia

Embranchement Platyhelminthes

Classe Trematoda
Sous-classe Digenea

Ordre Strigeatida
Famille Schistosomatidae
Genre Schistosoma



2.2. Espéces de genre Schistosoma:

Les bilharzies (ou schistosomes) sont des parasites sanguins, minuscules vers plats
vivant souvent en trés grand nombre, dans les vaisseaux sanguins de I'abdomen.

Cing espéces sont pathogénes pour ’'homme (N’goran. E. et col., 1997):

e Schistosoma haematobium
e Schistosoma mansoni

e Schistosoma intercalatum
e Schistosoma japonicum

e Schistosoma mekongi
Les manifestations cliniques initiales de la maladie sont, soit vésicales ou

intestinales. D’autres organes sont envahis par les ceufs de ces vers, le foie et la

rate étant les deux cibles privilégiées (Klotz. F. et col., 1998).

S.haematobium : bilharziose urogénitale S.mansoni : bilharziose intestinale

S.intercalatum : bilharziose rectale S. japonicum: bilharziose hépatosplénique

Figure 2: CEufs caractérisant les especes de Schistosoma.
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3. Répartition géographique :

Cette parasitose, retrouvée dans 74 pays en zones tropicales et subtropicales en
Afrique (figure 3), en Amérique du sud et en Asie (tableau 2) (Ansart. S. et col.,

S. mekongi

2002), est responsable denviron 500000 décés chaque année
(Ramanantsizehena. P. et col., 2005; Silva. T. M. et col., 2005).
a
0
&
2 e
T
aﬁm&\
W S. haematobium /1/\ L%
B= S. japonicum g
— / 3

Figure 3 : Distribution mondiale de la schistosomiase due a S.haematobium,
S.japonicum et S.mekongi, 1986.

La répartition géographique de chaque espece est variable (Arfaa. F. et col.,
1989; Klotz. F. et col., 1998; Morgam. J.A. T. et col., 2003). et présentée dans
le tableau ci-dessous:

Tableau 2. Répartition schistosomes par especes dans le monde.

S.haematobium

Afrique du nord, Afrique subsaharienne, Madagascar (ouest).

S.mansoni

Proche-Orient, Afrique intertropicale, Madagascar (est),
Amérique latin, Antilles.

S.intercalatum

Afrique équatoriale.

S.japonicum

Asie : Chine, Philippines, Indonésie.

S.mekongi

Cambodge, Laos.

En Algérie, il existe trois foyers actifs dans les oasis sahariennes des régions de
Djanet, de Béni Abbés et de Biskra et au nord dans la région d'Alger (plaine de la
Mitidja, foyers de Reghaia et du Gué de Constantine) enfin prés d'Oran (foyer de

Jdioua).



4. Cycle de vie du Schistosome :

Ce cycle est identique pour toutes les espéces; seuls changement les
mollusques hétes intermédiaires qui, par leurs exigences propres, leur présence
ou leur absence, rendront possible ou non la transmission dans une région
donnée (Adewunmi. C. O., 1991). Aprés avoir atteint leur maturité sexuelle dans
le systéme porte, les femelles fécondées pondent des ceufs dans les capillaires.
Pour poursuivre leur évolution, ces ceufs devront sortir du capillaire et traverser la
paroi d’'un organe creux pour tomber dans la lumiére et étre éliminés avec les
excreta. Cette phase de migration des ceufs est extrémement importante car elle
explique toute la pathologie de I'affection. Elle est longue (un ou deux mois) et
ceci entraine des conséquences sur la surveillance des traitements. Elle est
toujours incompléte : beaucoup d’ceufs restent prisonniers des réactions de

I'organisme (granulome a corps étranger) (Adewunmi. C. O., 1991).

Schistosomiasis
o Cercariae released by snail A= Infective Stage
into water and free-swimmin = Di ;

Sporocysts in snail o > A 9 A- Diagnostic Stage
(successive generations) <

/ { Cercariae lose tails during

1§ penetration and become
-y Penelrate schistosomulae
skin

294

o Miracidia penetrate
snail tissue Al

-

e in feces A in urine c
Eggs hatch \ / /\\ Iy
releasing miracidia 3

ST

Kk 8\
\;_;;.\ S. japonicum 7

./\

(}} Circulation

Migrate to portal blood
in liver and mature
into adults ﬁ:)

Paired adult worms migrate to:
mesenteric venules of bowel/rectum
v : (laying eggs thal circulate to the
S. mansoni §. haematobium liver and shed in stools)
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Figure 4: Cycle évolutif des schistosomes.

Les ceufs présents dans les selles ou dans les urines sont embryonnés; ils

contiennent une larve préte a éclore. En milieu aquatique (eau douce), la coque de
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I'ceuf se rompt et larve ciliée (ou miracidium) commence a nager activement a la
recherche d’'un mollusque hoéte intermédiaire. S’il ne trouve pas ce dernier, le

miracidium meurt en quelques heures (Klotz. F. et col., 1998).

Dans le cas contraire, aprés pénétration, le parasite passe par plusieurs formes
larvaires successives (sporocystes) qui assurent une multiplication sous forme
larvaire. Cette phase permet, a partir de chaque miracidium, d’obtenir de trés
nombreuses formes larvaires terminales, les cercaires. Ces derniéres émergent

activement du mollusque.

Les furcocercaires nagent librement dans I'eau mis sont attirées par 'homme :
un chimiotactisme puissant, bas sur les sécrétions cutanées, les ameéne a se fixer sur
la peau qu’'elles traversent apres s’étre débarrassées de leur appendice caudal.
C’est a l'occasion d’'un bain, de la traversée d’'un cours d’eau et plus encore des
travaux qui nécessitent un contact avec 'eau que la contamination s’effectue. Si, au
bout de quelques heures de sa courte vie libre, la cercaire n'a pas trouvé son héte
elle meurt (Marston. A. et col., 1993).

Dans l'organisme de I'héte, la larve est entrainée, probablement par la circulation
lymphatique, jusqu’a la grande circulation. A partir de 48 heures, et pendant
plusieurs jours, on peut trouver des larves (schistosomules) dans les capillaires
pulmonaires puis dans le coceur ou elles sont amenées par les veines pulmonaires.

De I3, par l'artére hépatique, elles arrivent au foie.

C’est dans les plexus veineux du systéme porte que se fait la maturation et que se
passe I'accouplement avant que les adultes ne migrent pour aller pondre dans leur
territoire d’élection. Leur longévité chez 'lhomme est considérable et peut atteindre

vingt ans (Marston. A. et col., 1993).
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4.1. Caracteres propres a chaque espéce :

¢ Les mollusques hétes intermédiaires de S. mansoni sont les planorbes.
Ce sont des gastéropodes pulmonés appartenant au genre Biomphalaria
(Belkacem. M. et col., 2006).

e S. haematobium et S. intercalatum sont également transmis par des
pulmonés appartenant au genre Bulinus (et couramment dénommés
bulins) (Baluku. B. et col., 1989; Dobo. A. et col., 1997; Belkacem. M.
et col., 2006).

e S. japonicum et S. mekongi sont par contre transmis par un
prosobranche du genre Oncomelania, beaucoup plus amphibie (Wajdi.
N., 1996; Morgam. J.A. T. et col., 2003; Belkacem. M. et col., 2006).

4.2. Symptomatologie de la bilharziose :

Les symptdmes rencontrés dépendent de I'espéce du schistosome qui a infesté
lindividu.

Le singe le plus courant est une démangeaison et une rougeur a I'endroit ou le
parasite a pénétré dans la peau « démangeaison du nageur » (Klotz. F. et col.,
1998).

Aprés quelques semaines, d’autres signes peuvent apparaitre en fonction des

organes atteints (Adewunmi. C. O., 1991) :

e Du sang dans les urines

¢ Une sensation de brdlure lorsque la personne urine
e Une envie plus fréquente d’uriner

e Du sang dans les selles

e Des diarrhées

e Des douleurs musculaires

e De lafievre

e Des vomissements

e De la toux
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B. LUTTE CONTRE LA BILHARZIOSE

Le traitement de la bilharziose est réalisé selon deux schémas :

1. Traitements médicamenteux (lutte contre le parasite adulte) :

L’attitude thérapeutique est équivoque : toute bilharziose évolutive doit étre traitée
afin d’éviter le risque de complication. L’abstention est possible dans le cas de
bilharzioses anciennes, asymptomatiques, manifestement éteintes (ceufs morts, taux

trés bas d’anticorps) (Ansart. S. et col., 2002). Les médicaments a retenir sont ;

1.1. VANSIL® (oxamniquine) :

Efficace uniguement dans la bilharziose a S. mansoni.
La posologie habituelle est de 15mg/kg, en une seule prise, elle peut sans
inconvénient étre majorée a 20mg/kg ou plus, La tolérance est trés bonne, seuls

quelques vertiges ont été constatés (Konde. H., 2005).

1.2. BILTRICIDE® (praziquantel) :

Est efficace sur tous les schistosomes (Ansart. S. et col., 2002) a la dose de
40mg/kg en 1a3 prises en un seul jour chez I'adulte. La tolérance est bonne ; les
échecs, peu nombreux, réagissent a une seconde cure. Les effets secondaires :
nauseées, vertiges, douleurs ou crampes épigastriques et de fievre au long court. Son
principal inconvénient est son prix de revient élevé qui limite son utilisation en
traitement de masse (Adewunmi. C. O., 1991, Klotz. F. et col., 1998).

r

Figure 5:Structure de praziquentel
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1.3. BILARCIL® (metrifonate) :

Il est présenté en comprimés dosés a 100mg. Il s’administre a la dose de 7.5 a
10mg/kg en 2 prises a 15 jours ou 3 semaines d’intervalle. Les effets secondaires :

nausées, vomissement, douleurs abdominales (Konde. H., 2005).

1.4. AMBILHAR® (niridazole) :

Il est présenté en comprimés dosés a 500mg. Il s’administre a la dose de 25mg/kg
chez I'adulte, 30 a 35mg/kg chez les enfants en deux prises journaliéres pendant 7
jours. Les effets secondaires : troubles de la repolarisation, céphalées, vertiges
(Konde. H., 2005).

Quel que soit le produit utilisé, le résultat du traitement doit toujours étre controlé

biologiquement car aucun traitement de la bilharziose n’est efficace a 100%.

2. Prophylaxie :

La chimiothérapie antiparasitaire permet la réduction du taux de prévalence de la
bilharziose mais I'endémie se poursuit par réinfection. La prophylaxie reste le
meilleur moyen de lutte contre la maladie (Schall. V. T. et col., 2001).

Les actions de lutte sont de deux natures :

e Prophylaxie générale, reposant sur [linterruption du cycle évolutif des

schistosomes (Klotz. F. et col., 1998) :

-lutte anti mollusque (molluscicides, prédateurs, compétiteurs) ;

-lutte contre le péril fécal (éducation et équipement sanitaires).

e Prophylaxie individuelle reposant sur des mesures sanitaires et des mesures
médicales (Klotz. F. et col., 1998; Ansart. S. et col., 2002) :

-éviter les bains en eau douce en région d’endémie ;

-dépistage et traitement des populations atteintes en zones d’endémie ;

-recherches en cours sur la vaccination.
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L’organisation de la lutte contre les mollusques hétes constitue une des mesures
prophylactiques capitales, trés étudiées par 'OMS et par les divers gouvernements
intéressés.

La lutte antimollusque est réalisée principalement par l'utilisation de molluscicide de

synthése et par une approche biologique :

2.1. Molluscicides de synthese :

Parmi les agents molluscicides de synthése (Marston. A. et col., 1985; Perrett. S.

et col., 1996), on retrouve des molécules tels que :

e Niclosamide:

Il utilisé comme molluscicide de référence depuis les années 1960, trés

active a tout les mollusques (Khallaayoune. K. et col., 1998).

OH cl
i
C—NH NO,
cl

Figure 6: Structure de Niclosamide

e B-2(sodium 4-bromo2,5-dichlorophenol) :

Utilisé au Japon contre Oncemelania mosophora, en Afrique du sud.

e Sulfate de cuivre:

Efficace dans certaines conditions ; inactive a PH=9, utilisé en Egypt.

e Na PCP(sodium penta chlorophenate) :
Il concerné en 1965, utilisé en Chine.
En plus de leur colt de revient élevé, les agents molluscicides de synthése sont
déversés en grande quantité dans les foyers d'endémie et posent d'énormes
probléemes a l'environnement par leur impact néfastes sur I'écosystéme aquatique
dans lequel ils sont employés (les produits chimiques qui tuent les mollusques tuent
aussi les poissons; exemples le B-2 et le sulfate de cuivre) (Marston. A. et col.,
1985; Adewunmi. C. O., 1991).
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2.2. Molluscicides naturels :

Les molluscicides naturels d’origine végétale sont d’une actualité croissante en vue
d’'une application éventuelle come moyen de lutte et de contrdle de la
schistosomiase. lls pourraient offrir un double avantage sur les molluscicides de
synthése, car ils sont moins polluants (produits naturels biodégradables) et plus
économiques (produits purifiés a base d’extraits de plantes locales). Les molécules
naturelles pourraient aussi offrir des structures guides pour le développement de
nouveaux molluscicide de synthése (Marston. A. et col., 1985; Marston. A. et col.,
1993).

e Plantes a visée molluscicide :

Les critéres prévalent dans le choix de la plante molluscicide ont été fixés par
spécifications de 'TOMS (OMS., 1965) et puis modifiées pour les besoins de criblage
des substances naturelles (Marston. A. et col., 1985; Silva. T. M. et col., 2005)
Selon cet auteur :

- I'extrait brut est considéré doué d’activité molluscicide, quand la dose létale 90
(DLgo) de 100 pg/ml ;

- les fractions enrichies et substances pures 20 pg/mi ;

- la plante en question doit croitre abondement en zone d’endémie, ou peut étre
facilement cultivée. Les parties employées devraient étre régénératives (fruits,
feuilles, fleurs) et non pas les racines.

- 'extraction des constituants devrait se faire a I'eau.
- la procédure d’application devrait étre simple et non nocive pour I'opérateur.

- la plante employée doit avoir une faible toxicité vis-a-vis des organismes non ciblés
y compris 'lhomme.

- le colt d’exploitation doit étre faible.

Plusieurs plantes ont fait 'objet d’évaluation de leur effet molluscicide : feuilles de
Polygonum senegalense (Maradufu. A. et col., 1978), fruits de Tetrapleura
tetraptera (Aridan) (Adewunmi. C. O., 1991; Gebremedhim. G. et col., 1994),
différents parties de Calendula officinalis et Ammi majus (Rawi. S. M. et col., 1996),
huile essential de Chrysanthemum viscidehirtum (Khallouki. F. et col., 2000), extrait

aqueux de Holarrhena floribunda (Tamboura. H. H., 2005).
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e Produits naturels isolés a visée molluscicide :

Quelques plantes a action molluscicide ont été caractérisées d’un point de vue de

leur composition chimique (tableau 3).

Tableau3 : Plantes molluscicide et leur profile chimique (hote intermédiaire : Bulinus
truncatus (Hmamouchi. M. et col., 2000).

Famille Nom scientifique Partie utilisée Constituants
Capparidaceae Cappuris spinosa L. Parties aériennes C, S, E.
Chenopodiaceae | Chenopodium ambrosioides L. | Parties aériennes Fd, Sa, T, E.

Asteraceae
Cucurbitaceae
Lamiaceae
Meliaceae
Meliaceae
Ranunculaceae
Rhamnaceae
Rutacea

Zygophyllaceae

Artemisia herba alba Asso.
Citrullus colocynthis L.
Lavandula stoechas L.
Melia azedarach L.

Melia azedarach L.
Delphinium staphisagria L.
Zizyphus vulgaris Lamk.
Citrus bigaradia Duhamel.

Zygophyllum gaetuhum Emb.

Parties aériennes
Fruits

Parties aériennes
Feuilles

Fruits

grains

Feuilles

Feuilles

Parties aériennes

P,Fd, AL, S, T, E.

S, T.

P,Fd, Sa, S, T, E.

Fn, Fd, AL, T.

Fn, Fd, AL.

AL, S.

P, Fn, Fd, AL, Sa, S, T.
P,C,Fd, AL, S, T, E.
Fd,Sa, T

P : phénols ; C : coumarines ; Fn : flavans ; Fd : flavonoides ; Al : alcaloides ; Sa :

saponines ; S : stérols ; T : terpénes ; E : huiles essentielles.

Les molécules a action molluscicide d’origine végétale isolées a ce jour, sont de

différents types: triterpénes saponines, spirostanol saponines, sesquiterpénes,

iridoides

glycosides,

naphthoquinones,

flavonoides,

furanocoumarines,

isobutylamides, alcaloides, chalcones et d’autres produits secondaires (Maradufu.
A. et col., 1978; Marston. A. et col., 1985; Perrett. S. et col., 1996).
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Figure 7 : Quelques exemples des substances molluscicides (Marston. A.et col.,
1985)
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Malgré le nombre élevé de molécules naturelles a activité molluscicide identifiées
jusqu’a ce jour, un faible nombre de ces produits trouvent leur chemin en pratique.
Les raisons souvent invoquées sont liées a l'instabilité des produits, leurs effets
secondaires toxiques envers les autres especes aquatiques, ou le colt de faisabilité

induit par la transposition de la production a grande échelle (Marston. A. et col.,
1993).
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CHAPITRE II

ASPECTS
BOTANIQUE, CHIMIQUE
ET PHARMACOLOGIQUE

DE Nerium oleander



A. ASPECT BOTANIQUE

1. Famille Apocynaceae :

Les Apocynaceae sont connus pour leur importance comme source de substances
médicamenteuses de premiére importance (ex. Vincristine, Vinblastine,
Vincamine,...) (Hostettman. K. et col., 2000). La famille comporte plus de 180
genres et 1300 espéces, se développant principalement dans la zone intertropicale
(Bruneton. J., 2001; Shriff. N. et col., 2006) répartis en 4 sous-familles (Gaussen.
H. et col., 1982) (Voir tableau 3).

Tableau 4 : Famille des Apocynaceae dans le monde (Gaussen. H. et col., 1982).

Sous-famille Genre Distribution géographique
Apocynum Amérique du Nord, Mexique
Nerium De la méditerranée au Japon
Apocynoideae Strophanthus De la I'Afrique a la Malaisie
Adenium Xérophytes charnues d’Afrique
pachypodium Madagascar
Allamanda Ameérique tropicale
Landolphia Madagascar
Sud-américaines
Rauwolfia Tropique
Plumériodeae Ochrosia Paléotropicale, absent d’Afrique
Plumeria Ameérique chaude
Catharanthus Tropique, particulierement
Madagascar
Vinca Méditerranée et Eurasie
Tabernaemontana Tropique
Tabernaemontanoideae
Vacanga paléotropical
Thevetia Ameérique tropicale
Cerbéroideae
Cerbera Madagascar
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2. Genre Nerium:

Le genre Nerium regroupe dans le monde deux espéces (Popenoe. J., 1975;
Yamauchi. T. et col., 1983):

e Nerium oleander L.
e Nerium indicum Mill (syn: N. odorum Sol.)

Originaire de I'Asie du sud-est. L’espéce Nerium indicum Mill. (syn. : Nerium odorum
Sol.) , est une espéce d’lran, de I'Inde (Paris. R.R. et col., 1971), répandue de
I'Arabie au Pakistan, a la Chine. Elle est aussi signalée au Japon. Introduite en
Europe au XVII®siécle, on la cultive souvent sur la cote atlantique, au sud de la Loire.
Ses pétales ont un appendice divisé presque jusqu’a la base en franges filiformes
(Bruneton. J., 2001).

3. Espece N. oleander :

Le Nerium oleander ou laurier-rose (appelée localement Défla) est un arbuste
appartenant a la famille des Apocynaceae. Le nom latin Nerium vient du grec nerion
signifiant « humide », indiquant la prédilection de cette plante pour les zones
humides (Paris. R.R. et col., 1971). nom spécifique oleander vient de [l'italien de
« oleandro » qui vient du latin « olea » qui désigne ['olivier faisant référence a la

ressemblance des feuillages.

Nerium oleander est connu sous différentes dénominations communes selon les

pays et régions consideéres :

Nom anglais
Nom allemand
Nom espagnol
Nom italien
Nom francais

Nom arabe

rose-bay
rosenlorbeer
laurel rosa
oleandro
laurier rose
el-defla 4Ll
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3.1 Taxonomie :

Selon la flore de I'Europe, le Nerium oleander est classé comme suit :

Classification :

Division : Angiospermae
Classe : Dicotyledoneae
Ordre : Gentianales
Famille: Apocynaceae
Genre:  Nerium

Espece : Nerium oleander L.

3. 2 Description botanique :

Arbuste dressé atteignant 3-4m de hauteur, possédant :

e feuilles : opposées ou verticillées par 3, longuement lancéolées (8-14 x 5-2.5cm),
coriaces, a nervures secondaires pennées, trés nombreuse, serrées.
e fleurs: en corymbes terminaux, ont une corolle infundibuliforme a gorge rose

s’évasant en 5 lobes étalés et ornés d’'un appendice a 3-4 dents courtes ; elles
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s’épanouissent de juin a septembre, sont de teinte rose ou blanche, disposées en
corymbe (Delille. L., 2007).

e fruit: comporte deux follicules allongés (8-16 x 0.5-1.5cm), soudés jusqu’au
début de la déhiscence.

e graine : duveteuse, est surmontée d’'une aigrette sessile qui en facilite la diffusion
(Paris. R.R. et col., 1971; Bruneton. J., 2001; Hussain. M. A. et col., 2004).

Figure 8: Nerium oleander (http://www.plantencyclo.com; consulter le 24-10-2007).

3.3 Distribution géographique:

Le Nerium oleander se développe notamment des pays du pourtour du bassin

méditerranéen. |l serait originaire du Proche-Orient (Paris. R.R. et col., 1971).

L’espéce croit spontanément sur les berges rocailleuses des rivieres, par fois méme
dans les zones littorales, habituellement dévolues aux espéces halophiles. Adaptée
a la sécheresse, le N. oleander est trés décoratif pour la beauté de ses fleurs (Paris.
R.R. et col., 1971; Bruneton. J., 2001).

En Afrique du Nord, le N. oleander est assez commun dans la zone steppique. En

Algérie sa présence est assez commune, surtout sur les alluvions et les terrains

23



rocailleux. Il avance le long des oueds dans le Sahara du Nord et se retrouve dans

les montagnes du Tassili et du Hoggar (Chopra. L.C. et col., 1971).

Le N. oleander se répartit maintenant dans de nombreuses régions du globe au
climat méditerranéen ou subtropical (Californie, Australie...). (Ridings. W. H., 1976;
Siddiqui. S. et col., 1987; Siddiqui. S. et col., 1989; Begum. S. et col., 1997,
Begum. S. et col., 1999; Banon. S. et col., 2006).

Elle est fréquemment cultivée comme ornemental (Ridings. W. H., 1976; Barbosa.
R. R. et col., 2008 ; Delille. L., 2007).
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B. ASPECT CHIMIQUE

1. Famille Apocynaceae :

Les hétérosides cardiotoniques et les alcaloides a noyaux indolique et stéroidique
sont considérés comme les marqueurs chimitaxonomiques de la famille des

Apocynaceae (Paris. R.R. et col., 1971; Hostettman. K. et col., 2000).

e alcaloides (stéroidiques et indoliques) :

NH;

HiC conessine halarrhimine

HsC

yohimbine

H,COO0C

OH

Figure9 : Exemples des alcaloides a noyaux stéroidique et indolique (R.R. Paris. et
col., 1971).
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e hétérosides stéroidiques cardiotoniques :

OH OH

k-strophantidine HO
OH =cymarigénine OH

HO periplogénine

OH OH

HO

HO canarigénine OH bipindigénine

OH

OH ouabaine HO a4 sarvérogénine

OH

Figure 10 : Hétérosides cardiotoniques des Apocynaceae (Bruneton. J., 2001).
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2. Genre Nerium:

Le genre Nerium est marqué par un métabolisme secondaire orienté vers les

terpénes, notamment vers les triterpénes, les cardénolides et pregnanes (Paris. R.R.

et col., 1971). L’absence des alcaloides a été signalée par plusieurs auteurs (Abe.
F. et col., 1992-A; Tiwari. S. et col., 2003).

Le tableau 5 regroupe une revue des principaux métabolites isolés de I'espéce N.

indicum.

Tableau 5 : Constituants chimiques de Nerium indicum Mill (genre Nerium)

Groupe des
substances

Substances isolées / (références)

Cardénolides

Odorosides (A a G), digitoxigénine, I'uzarigénine, gitoxigénine (Paris. R.R.
et col., 1971), adynerin, neriantin, desacetyloleandrin, neritalosides,
strospeside, urechitoxin, oleandrin (Yamauchi. T. et col., 1975),
gentiobiosyl-nerigoside, gentiobiosylbeaumontoside, gentibiosyl-oleandrin
(Abe. F. et col., 1992-B), neriaside, neriumosides, oleandrin, odoroside (A,
B), 5a-adynerin (Tiwari. S. et col., 2003).

Triterpenes

Acide urosolique, acide oleanolique, a-amyrin (Tiwari. S.et col., 2003).

Stéroides (type
Pregnane)

3-O-B-Gentiobiosyl-3[3, 14-dihydroxy-5a, 14B-pregnan-20-one.

3 B, 14-Dihydroxy-5a, 14p-pregnan-20-one.

21-0O- B-D-Glucosyl-14, 21-dihydroxy-143-pregn-4-ene-3, 20-dione. (Abe. F.
et col., 1992-A).

Polysaccharides

Rhamnogalacturonane, xyloglucane (Shan Yu. M. et col., 2004).
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OH hsa: uzarigénine
HO M H-5p : digitoxigenine

HO : gitoxigénine

o) R=H:odoroside A
H R=0Ac:nerigoside

0
H
OcHs H O,
w2 )
CHy0

Figure 11: Cardénolides isolées du Nerium indicum Mill (Yamauchi. T. et col., 1975;

oleaside A

Yamauchi. T. et col., 1983).

H,C—O-D-glucose CH;
CHy[ © cH [~ 0
CH; CHs
OH OH
o RO ﬁ
B

A
A: 21-0-p-D-Glucosyl-14, 21-dihydroxy-14p-pregn-4-ene-3, 20-dione.
B: R=H: 3p, 14-dihydroxy-5a, 14 p—pregnan-20-one.
R= p-gentibiose: 3-0-p-gentiobiosyl-3p, 14-dihydroxy-Ha, 14p-pragnan-20-one.

Figure 12: Prégnanes isolées du Nerium indicum Mill (Abe. F. et col., 1992-A).
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3. Espéce N. oleander :

Les études phytochimiques effectuées sur le N. oleander ont permis d’isoler un grand
nombre de métabolites secondaires tels que les cardénolides, triterpénes,
prégnanes, flavonoides, coumarines et des dérives stéroidiques (Hanson. J. R,,
1985). Une trentaine de cardénolides ont été séparés ou caractérisés,
majoritairement représentés par l'oleandrine, les odorosides A-M et I'adigoside
(Paris. R.R. et col., 1971).

La plante accumule les hétérosides cardénolides dans tous les organes. Les feuilles
renferment environ 1,5% de cardénolides, dont 0.1% d’oléandrine ou 3-0-0-L-
oléadrosyl-16-acétylgitoxigénine. =~ Ces  concentrations varient selon des
considérations génétiques et environnementales. L'oléandrine est accompagné
d’analogues stéroidiques tel que : la gitoxigenine, adynérigénine, l'uzarigénine...
(Bruneton. J., 1999). Les graines renferment de l'oléandrine et des composés

voisins : odorosides, adigoside, gluco-strospéside, etc. (Bruneton. J., 2001).

Toute la plante est dangereuse, ni I'ébullition ni la dessiccation des feuilles ne
permettent d’inactiver les toxines constituées essentiellement d’hétérosides
cardénolides. Les mécanismes responsables de la toxicité sont a superposer a ceux
des hétérosides digitaliques classiques agissant principalement sur linhibition de
'ATpase Na-K membranaire et par I'élévation du calcium intracellulaire (Bruneton.
J., 1999).

Le tableau 6 suivant rassemble les constituants chimiques isolés des différentes

parties de la plante :
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Tableau 6: Constituants chimiques des différentes parties de Nerium oleander

Parties
utilises

Groupe des substances
/(références)

Substances isolées

Feuilles

cardénolides (Hanson. J. R., 1985;
Siddiqui. S. et col., 1987; Bruneton.
J., 1999; Begum. S. et col., 1999)

adynerin, folinerin, kaneroside, neriaside,
neridiginoside, neritaloside, neriumoside,
nerizoside,odorobioside-G-pentaacetate,
odoroside-H, oleandrin,strospeside,
urechitoxin.

triterpénes (Hanson. J. R., 1985;
Siddiqui. S. et col., 1989; Begum.
S. et col., 1997)

acide butulinique, acide 12,13-
dihydrroursolique, acide
isoneriucoumarique,

acide oleanderolique, acide oleanolique,
acide ursolique, acide neriucoumarique,
acide kanerique, a- amyrin, betulin,
kanerocin, kanerodione, kanerin, kanerol,
cis-karenin, trans-karenin, neriumin,
neriuminin,oleanderen, oleanderol, uvaol.

prégnanes (Hanson. J. R., 1985)

3-O-B-gentiobiosyl-3(3-14-dihydroxy-5a,
143-pregnan-20-one.
21-O-B-D-glucosyl-14, 21-dihydroxy-14(3-
pregn-4-ene-3, 20-dione.
12-B-hydroxy-pregna 4,6-dien-3,20-dione.
12-B-hydroxy-pregna 4-en-3,20-dione.
12-B-hydroxy-16a-methoxy-pregna 4, 6-
dien-3, 20-dione

Racines

Ecorces

Grains

cardénolides (Paris. R.R. et col.,
1971; Hanson. J. R., 1985; Hug. M.
M. et col.,1999)

B-anhydroepidigitoxigenin ,12p3-hydroxy-53-
carda-8, 14, 16, 20(22)-tetraenolide,
3B-hydroxy-5B-carda-8, 14, 16,20(22)-
tetraenolide, 12B-hydroxy-5B-carda-8, 14,
16,20(22)-tetraenolide, neriumogenin-A-3[3-
D-digitaloside, neriumogenin-f,
neriumoside A-1, neriumoside A-2,
neriumoside B-1, neriumoside B-2,
neriumoside C-1.

graciloside, neriodorein, neriodorin,
odorobioside -K, odoroside-A, odoroside-B,
1-strophanthin.

oleandrin, odorosides.

Différent
parties

cardénolides (Hanson. J. R., 1985)

odoroside-D, odoroside-H, oleandrigenin,
oleaside A, oleaside B, oleaside C,
oleaside D, oleaside E, oleaside F.

flavonoides (Hanson. J. R., 1985)

campherol-3rhamnoglucoside, quercetin,
quercetin-3-rhamnoglucoside, rutin.

coumarines (Hanson. J. R., 1985)

scopoletin, scopolin.

phytostérols (Hanson. J. R., 1985)

sitostérol, B-sitostérol, stigmastérol...

acides gras (Hanson. J. R., 1985)

nerifol, neriumol.
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Figure 13 : Quelques substances isolées de Nerium oleander
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C. Aspects pharmacologiques

1. Famille Apocynaceae :

Au point de vue des ouvrages classiques de la matiére médicale, la famille des

Apocynaceae fournit des drogues de premiere importance en thérapeutique (Paris.

R.R. et col., 1971; Pauwels L., 1979). Cest le cas des alcaloides indoliques

anticancéreux (ex. vinblastine et vincristine extraites de la pervenche de Madagascar

ou celle de la vincamine obtenue la pervenche mineur) (Gaussen. H.et col., 1982).

Tableau 7 : Propriétés et indications thérapeutiques associées a l'usage de quelques
espéces Apocynaceae

Espéce Organe Principe actif Propriétés et usage thérapeutique /
utilisé (références)
Rauwolfia racines réserpine et utilisés dans le traitement des hypertensions
serpentina autres deérivés | artérielles. (Eyog. O. M. et col., 1999)
plante - paludisme ; ovulation (Okafor. J. et col., 1999)
plante ajmaline Antirythmique (Gaussen. H. et col., 1982)
Strophanthus grains ouabaine réputé pour le traitement des cardiopathies.
gratus (Eyog. O. M. et col., 1999)
Tabernanthe racines ibogaine utilisé comme tonique nerveux musculaire
iboga (Eyog. O. M. et col., 1999)
Holarrhana écorces de | conessine utilisé dans le traitement de la dysentrie
flofibunda tige ou de amibienne, puis abondonée en raison de sa
racines neurotoxicité.
(Guisson. J. P. et col., 1992)
écorces de | - utilisé dans le traitement des amibiases maladies
tige et (Guisson. J. P. et col., 1992)
feuilles
Catharanthus plante vincaleucobl- | propriétés leucopéniathes, elle abaisse le
roseus astine nombre de globules blancs. (Gaussen. H. et
col., 1982)
vincristine utilisé dans la thérapie des leucémies et de la

maladie de hodgkin (cancer de ganglions)
(Gaussen. H. et col., 1982)
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2. Genre Nerium:

Les espéces de Nerium, Nerium indicum et Nerium oleander, sont des plantes
toxiques. A ce titre leur utilisation en phytothérapie est limitée a l'usage externe.
Nerium indicum est largement utilisée en médecine traditionnelle chinoise, pour
stimuler les muscles cardiaques, soulager les douleurs et comme insecticide (Eun
Jeong. S., 2001; Shan Yu. M. et col., 2004). Les écorces de N. indicum ont été
signalées comme douées d’une activité molluscicide contre Lymnaea acuminata
(Singh. S. et col., 1998).

3. Espéece Nerium oleander :

Malgré sa toxicité établie, 'espéce N. oleander est utilisée en médecine traditionnelle
pour le traitement de nombreuses maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs

pharmacopées populaires (Adom. R. O. et col., 2003).

3.1 Utilisations traditionnelles dans le monde:

Le Nerium oleander est employé en médecine traditionnelle pour le traitement de
nombreuses maladies et fait d’'ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales
(Adom. R. O. et col., 2003; Almahy. H. A. et col., 2006). Les usages traditionnels
des différents organes de Nerium oleander selon les pays sont décrits dans le

tableau 8 :
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Tableau 8 : Principales utilisations de Nerium oleander en médecine traditionnelle

selon les pays.

Parties Pays Indications / (références) Mode
utilisées d’emploi
feuilles Afrique du abortif (Adom. R. O. et col., 2003) *
fraiches sud
ou Algérie nettoyage et assouplissement des pieds (peau), contre | décoction
séchées les caries dentaires (Maftah. T. et col ., 2003).
Iran cardiotonique et diurétique (Adom. R. O. et col., infusion
2003).
Maroc antidiabétique, abortif, démangeaison, male de téte Décoction,
(Bnouham. M. et col., 2002), antigale, contre la chute | infusion,
des cheveux et 'eczéma (Oukal. Z., 2008). macération
Tanzanie et antibactérien (Erdemoglu. N. et col., 2003; Adom. R. | décoction
Turquie O. et col., 2003).
différents | Cuba médecine de folklore (Adom. R. O. et col., 2003). *
organes
Inde et antibactérien (Adom. R. O. et col., 2003) *
Bangladesh

* non précis

3.2 Propriétés pharmacologiques :

D’apres la littérature, les diverses parties du N. oleander ont exhibé in-vitro et in-vivo

une série d’activités biologiques et pharmacologiques (voir le tableau 9) :

Tableau 9 : Propriétés pharmacologiques de Nerium oleander

Parties Propriétés pharmacologiques et utilisation / (références)
utilisées
Feuilles cardiotoniques, antibactériens. (Hussain. M. A. et col., 2004; Delille. L.,
2007), inhibition du systéme nerveux central (CNS) chez les souris.
(Hanson. J. R., 1985; Huqg. M. M. et col., 1999), anticancéreux (Hanson. J.
R., 1985; Bor. N. M. et col., 1988; Begum. S. et col., 1999).
Racines anticancéreux, antilépreux, anti-ulcéreux, antibactériens, cardiotoniques.
(Hanson. J. R., 1985; Siddiqui. S. et col., 1989; Hug. M. M. et col., 1999).
Différents antimalaria, antivirale, anti-ulcéreux, anticancéreux, antidote (Ibrahim. K. A.
parties et col., 2007) et comme insecticide (Adom. R. O. et col., 2003).
Emménagogue, comme Abortif, antispasmodique et dans le traitement
d’angine de poitrine... (Al-yahya. M. A. et col., 2000; Aouinty. B. et col.,
2006), antiparasitaires... (Siddiqui. S. et col., 1987; Siddiqui. S. et col.,
1989; Adom. R. O. et col., 2003; Ibrahim. K. A. et col., 2007).
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4. Toxicité du N. oleander :

Nerium oleander est une plante toxique par ingestion de ces diverses parties
(feuilles, fleurs, tiges,...). Sa toxicité envers 'homme, I'animal et certains insectes a
fait 'objet de plusieurs études (Adom. R. O. et col., 2003; Almahy. H. A. et col.,
2006 ; Barbosa. R. R. et col., 2008).

Nerium oleander étant plus souvent associé a des intoxications accidentelles chez
les enfants ou méme chez les animaux domestiques (Bruneton. J., 2001). Toutefois,
des tentatives de suicide au Nerium oleander sont réguliérement colligées par les
toxicologues dans différentes parties du globe, et un cas d’utilisation a visée

criminelle a été récemment rapporté (Bourgeois. B. et col., 2005).

L’empoisement peut étre causé par I'ingestion d’'une seule feuille verte ou séchée qui
peut s’avérer mortelle pour un adulte. Les premiers signes de [lintoxication :
inconscience, irritation de muqueuses, nausées, vomissement, douleurs
abdominales, diarrhée, polypnée, troubles cardiaques graves, brllure de la peau
parfois signalée chez les sujets sensibles. Les symptdomes apparaissent plusieurs
heures (72 h) apres l'ingestion d’une quantité toxique (Adom. R. O. et col., 2003).

Les hétérosides cardiotoniques principaux constituants de N. oleander sont les

toxiques reconnus a cette espéce (Bruneton. J., 2001).
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CHAPITRE I

ETUDES DES STEROIDES
ET CARDENOLIDES



A. INTRODUCTION

1. Etymologie :

A l'origine le nom de « stérol » (du grec stéréos= solide) a été donné aux alcools
solides issus de I'insaponifiable des extraits lipidiques des tissus végétaux. Le nom
général de « stéroide » fut introduit en 1936 pour couvrir tous les composes dont le
squelette est du type stérol, appelé perhydrocyclopenténophénanthréne (Klyne. K.,
1966), (figure11) :

18
12 17
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19 13
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2 9 14
A10 g [8 15
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Figure 14: Noyau perhydrocyclopenténophénanthrene

2. Classification et répartition :

Les stéroides constituent une grande famille de composés largement répandus dans

la nature, aussi bien dans le monde végétal qu’animal (figure 12) :
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Figure 15 : Répartition des stéroides dans la nature (Geoffrey. D. B., 1998)

Les stéroides végétaux se distinguent par une grande diversité structurale. Ceci
induit des composés aussi différents quant a leurs propriétés que les phytostérols,
les saponosides, les ecdystéroides, les glycosides cardiotoniques ou les alcamines
stéroidiques (figure 22) (Bruneton. J., 1999).

3. Origine biosynthétique :

Les terpénes (stéroides et triterpénes compris) sont issus de la voie acétate, a partir
de l'acétyl-CoA (Bruneton. J., 1999; Rodney. C. et col., 2000). L'unité isoprénique
constitue le motif de base (Goodwin. T. W., 1971; Lamarti. A. et col., 1994-A).

Il existe deux routes de biosynthése de l'unité isopréne, la route de l'acide
mévalonique (MVA pour « mevalonic acid ») et celle du 2-désoxyxylulose (Rodney.
C. et col., 2000).

Les deux voies partent du glucose et utilisent 'acide pyruvique comme intermédiaire
(figure 16) :
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Figure 16 : principales voies de biosynthése impliquées dans la production des
terpénoides (Rodney. C. et col., 2000).

3.1 Séquences de condensation des unités isopréniques (IPP et DMAPP):

Deus types de séquences de couplage des unités isopréniques existent (Lamarti. A.
et col., 1994-A):

e Condensation téte-a-queue:

Tel que décrit en figure 17, la condensation du DMAPP avec I'lPP conduit au
pyrophosphate de géranyle a 10 carbones (GPP pour« geranyl pyrophosphate »),
qui le précurseur des monoterpénes (Lamarti. A. et col., 1994-B). Une autre unité
isoprene s’ajoute par condensation téte-a-queue du GPP avec 'lPP, ce qui donne le
pyrophosphate de farnésyle a 15 carbones (FPP pour « farnesylpyrophosphate »),
le précurseur des sesquiterpenes.L’ajout d'IPP au FPP donne le pyrophosphate de
géranylgéranyle (GGPP), le précurseur des diterpénes(Cy). Ceci est réalisé a l'aide
d’'une jonction téte-a-queue (Bruneton. J., 1999; Rodney. C. et col., 2000; Croteau.
R. et col., 2000).
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Figure 17 : Formation des précurseurs de chaque classe des terpénes
(Bruneton. J., 1999; Rodney. C. et col., 2000).

e Condensation queue-a-queue: (formation du squaléne) :

La figure 18 montre la formation du squaléne a partir de deux molécules de FPP,
c’est une condensation qui correspond formellement d’un couplage queue-a-queue,
les transformations sur la page suivante rendent bien compte les opérations

suivantes (Bruneton. J., 1999; Vercauteren. J., 2007) :

1) Deux molécules de FPP se condensent ;

2) Le NAD(P)H est nécessaire pour cette condensation et que I'atome H du

NAD(P)H est incorporé dans le squaléne ;

3) L’absence de NADPH, un intermédiaire ayant un noyau cyclopropane, le

pyrophosphate de présqualéne, s’accumule ;

4) Une seule des deux molécules de FPP perd un proton ;

39



5) lly a inversion de configuration au carbone 1 de I'autre molécule de FPP.

bpp
3 Al.H
~ ~ ~ (
FPP oS H FPP'
R E
opp

® Ve

carbocation non-classique pyrophosphate de présqualéne inversion

NAD(P)-H Mture
Q de cycle

H H
squaléne

Figure 18: Formation du squaléne.

3.2 Formation des triterpénes et stéroides végétaux:

Les triterpénes sont des composés en Cjzp issus de la cyclisation du
2,3époxydosqualéne (le squalene est converti par oxydation en 2,3-
époxydosqualéene (figure 19) (Abe. I. et col., 1993 ; Ebizuka. Y. et col., 2003) ou,

plus rarement, du squaléne lui-méme (Bruneton. J., 1999).

40



Squaléne

2,3-époxydosqualéne

H o

Figure 19 : cyclisation du 2,3époxydosqualéne.

De la conformation initiale de 2,3-époxydosqualéne, dépend lorientation de la
biosynthése vers les stéroides d’'une part, et les triterpénes tétracycliques (Huang. Z.
et col., 2007), d’autre part, il apparait ainsi que :

e Si I'époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-bateau-
chaise-bateau, la cyclisation conduite a un cation protostane qui réarrange
ensuite en cycloarténol, par [lintermédiaire du cycloeucalénol et de

I'obtusifoliol. Celui-ci conduit aux phytostérols (Bruneton. J., 1999).

e Sil'époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-
bateau, la cyclisation conduit a un cation dammarane, ce dernier peut subir un
réarrangement, formant un cycle supplémentaire qui conduit aux triterpénes
pentacycliques (Goodwin. T. W., 1971; Abe. I. et col., 1993; Bruneton. J.,
1999)

Ces deux processus de cyclisation sont illustrés dans la figure20.
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Figure 20 : Biosynthése des triterpénes et stéroides végétaux (Bruneton. J., 1999).
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Le passage d'un squelette en C3p a un squelette en Cy7, c’est-a-dire aux stéroides,
implique au minimum une déméthylation progressive en C-4 et en C-14. On note
également une rupture du cyclopropane du cycloarténol et un déplacement de la
double liaison engendrée par cette rupture. Les deux méthyles en C-4 sont perdus
par une décarboxylation. Une oxydation préalable de I'’hydroxyle en C-3 conduit a un
a-cétoacide, ce qui facilite la décarboxylation finale. Le méthyle en C-14 est éliminé

aprés oxydation sous forme d’acide formique (Bruneton. J., 1999).

La diversité structurale des stéroides découle essentiellement de la modification de
la chaine latérale (Bruneton. J., 1999) :
e fonctionnalisation et cyclisée (spirocétals, alcamines, ecdystéroides) ;
e raccourcissemente (prégnanes) et fonctionnalisée (cardénolides, conanines) ;
e incorporation d’'un ou deux carbones supplémentaires, sous la forme d’un

groupe méthyle (ou méthyléne) ou éthyle (ou éthylidéne) fixé en C-24.

Les possibilités d’évolution du noyau stéroide, sont schématisées sur la figure21 :

Q@:ﬁ}—- C@;ﬁ}
B S E— -
conanine prégnane stigmastane, campestane

cardenolides bufadienolide

(")

phytostérols

Figure 21 : Principaux enchainements stéroidiques de base rencontrés chez les

végétaux (Bruneton. J., 1999).
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4. Nomenclature :

La nomenclature des stéroides est basée généralement sur le nom du squelette de
base tel que : Choléstrane, Campéstane, Prégnane, Stigmastane et Poriferastane,
Cardenolide et Bufadénolide, Furostane, Spirostane, Withanolide et Brassinosteroide
(Moss. G. P., 1989; Dinan. L. et col., 2001) qui sont représentés dans la Figure 22:

H campestane

H 5p .cardenoclide H poriferastane H spirostan

N

H Yo,

brassinosteroide

H stigmastane withanolide o]

Figure 22 : Exemples de noyaux de stéroides naturels (Dinan. L. et col., 2001).
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5. Intéréts pharmacologiques et bioactivités des stéroides :

Les triterpénes et stéroides constitue un groupe de molécules de premiére

importance, non seulement pour leurs propriétés thérapeutiques, mais aussi de leur

intérét comme matieres premiéres, utilisées par divers secteurs de I'industrie

(pharmaceutique, agro-alimentaire,...) (Bruneton. J., 1999).

Les différents groupes de stéroides végétaux se distinguent par une grande diversité

structurale (figure 14). Ceci induit des composés aussi différents quant a leurs

propriétés, intéréts pharmacologiques et potentiels toxiques

Intérét des sapogénines spirostaniques, du sitostérol ou du stigmastérol qui
sont des matieres premiéres aisément valorisables par des procédeés
biotechnologiques. Elles demeurent indispensables pour couvrir les besoins
de lindustrie pharmaceutique en médicaments stéroidiques (contraceptifs,
anabolisants, anti-inflammatoires) ;

Intérét thérapeutique de nombreuses drogues a saponosides a noyau
stéroidiques utilisées pour [I'extraction de molécules actives (ascine,
glycyrrhizine), pour I'obtention de formes galéniques simples ou pour celle de
préparation de phytothérapie (Bruneton. J., 1999);

Intérét thérapeutique des hétérosides cardiotoniques est notamment illustré
par leur continuelle utilisation, comme médicaments majeurs de l'insuffisance
cardiaque (Perlin. D. S., 1998; Melero. C. P. et col., 2000 ; Lefranc. F. et
col., 2008)

Les stéroides renferment aussi des potentialités thérapeutiques dans divers

domaines thérapeutiques. Ceci est illustré par les diverses propriétés qui leur sont

attribuées, notamment des activités antitumorale, antivirale, anti-inflammatoire,

analgésique, antiparasitaire, etc. (Bruneton. J., 1999).
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B. HETEROSIDES CARDIOTONIQUES

Les hétérosides cardiotoniques sont des glycostéroides qui se distinguent

chimiquement par leur noyau lactonique (Perlin. D. S., 1998).

Selon la taille du cycle lactonique, on distingue deux groupes de génines
(Perlin. D. S., 1998; Bruneton. J., 1999; Dinan. L. et col., 2001; Lefranc. F. et col.,
2008).

e les cardénolides en Cy3 a y-lactone aB-insaturée (=buténolide) ;

e les bufadiénolides en Cy4 a &-lactone di-insaturée (=pentadiénolide).

cardenolides bufadienolide

Figure 23 : Structure des génines des hétérosides cardiotoniques

1. Localisation et répartition dans le regne végétal :

Les hétérosides cardiotoniques ont une distribution assez restreinte : on les signale
dans quelques dizaines de genres répartis inégalement dans plusieurs familles
(Swain. R. H., 1978; Bruneton. J., 1999; Dinan. L. et col., 2001). Dans la plupart
des cas la faculté d’élaborer ces structures ne concerne qu’'un nombre de genres trés

limité par famille (voir le tableau 10):
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Tableau 10:la distribution des hétérosides cardiotoniques dans le régne végétal
(Melero. C. P. et col., 2000)

Famille

Espece

Hétérosides cardiotoniques

Apocynaceae

Nerium oleander
Nerium odorum

Oleandrin, neriin, neriantin.
Odoroside A et B.

Strophantus gratus, S. kombe, S.
hispidus, S. sarmentosus, S. emini.

Ouabaine (G-strophantin), cymarin,
sarmentocymarin, periplocymarin, K-
strophantin.

Acokanthera schimpri (A. ouabaio), A.

venenata, A. abyssinica

QOuabaine.

Thevetia nereifolia
Thevetia yecotli

Cerbera odollam
Cerbera tanghin
Adenium boehmanianum

Thevetin, cerberin, peruvoside.
Thevetosin, thevetin A.

Cerberin.

Tanghinin, deacetyltanghinin, cerberin.
Echujin, hongheloside G.

Asclepiadaceae

Periploca graeca
Periploca nigrescens

Periplocin.
Strophantidin, strophantidol, nigresscin.

Xysmalobium undulatum
Gomphocarpus fruticosus
Calotropis procera

Uzarin.
Uzarin.
Calotropin.

Brassicaceae

Cheiranthus cheiri

Cheiroside A, cheirotoxin.

Celastraceae

Euonymus europaeus,
E.atropurpureus

Eounoside, euobioside, euomonoside.

Crassulaceae

Kalanchoe lanceolata
Kalanchoe tomentosa

Lancetoxin A et B.
Kalanchoside.

Kalanchoe tubiflorum
Kalanchoe pinnatum
Tylecodon wallichii

Bryotoxin A-C.
Bryotoxin C, bryophyllin B.
Cotiledoside.

Tylecodon grandiflorus
Cotyledon orbiculata

Tyledoside A-D, F et G.
Orbicuside A-C.

Fabaceae Coronilla sp. Alloglaucotoxin, corotoxin, coroglaucin,
glaucorin.
Iridaceae Homeria glauca Scillirosidin derivatives.
Moraea polystachya, M. graminicola Bovogenin A derivatives.
Liliaceae Urginea scilla, U. maritime Scillarene A et B, scilliroside,
scillarenia, scillacinoside,
scilliglaucoside, scilliglaucosidin,
scilliphaeosidin, scilliphaeoside,
scillirosidin, scillirubrosidin,
scillirubroside, proscillaridin A.
Urginea rubella Rubelin.
Convalaria majalis Convalloside, convallatoxin.
Bowiea volubilis, B. kilimand-scharica | Bovoside A, glucobovoside A,
bovoruboside.
Moraceae Antiaria africana, A. toxicaria Antiarin a.

Ranunculaceae

Helleborus niger, H. viridis, H.
foetidus

Helleborein, helleborin, hellebrin.

Adonis vernalis, A. aestivalis,
A. autumnalis, A. flammea

Adonidin, adonin, cymarin, adonitoxin.

Santalaceae

Thesium lineatum

Thesisuside.

Scrophulariaceae

Digitalis purpurea, D. lanta

Digitoxin, gitoxin, gitalin, digoxin, F-
gitonin, digitonin, lanatoside A-C.
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En raison de leur intérét vis-a-vis du présent travail, la biosynthése des stéroides a

noyau cardénolide est approfondie dans le paragraphe qui suit.

2. Biosynthése du noyau cardénolide :

On admet généralement que les cardénolides sont issus de la condensation d’un
dérivé de la série du prégnane (un 20-cétoprégnane fonctionnalisé comme la 5p3-
prégnan-3,14 ,21-triol-20-one) avec une unité dicarbonnée (acétate).

L’introduction de I'hydroxyle en C-14 avec inversion de la configuration du carbone
doit étre précoce. (Geoffrey. D. B., 1998; Bruneton. J., 1999; Trigo. J. R., 2000;
Janeczke. A. et col., 2005)

(o]
o) (0}
i ii
HO o o]
pregnonolone progesterone H 5p-pregnane-3,20-dione
OH o
o iii
OH HO
H
H 3[3,14[&,21-trihydroxy-ﬁii-sregnan-zu-one
0 o o
0 —_
OH
-C0O2 -H20
OH OH OH

i: 3B-HSD:; ii: progesterone 5p-reductase; iii: 33-hydroxysteroid-5p3-oxidoreductase;
iv: malonyl-coenzyme A: 21-hydroxypregnane-21-hydroxy-malonyltransferase

Figure 24: Biosynthése des cardénolides (Geoffrey. D. B., 1998; Janeczke. A. et
col., 2005).

48



3. Structures et propriétés physico-chimiques des hétérosides cardénolides :

Les cardénolides constituent un groupe de stéroides a 23 carbones qui existent sous
forme de glucosides dans différentes plantes, principalement dans la famille des
Scrophylariaceae. Les glucosides sont hydrolysés par les acides et les bases, et
aussi par certaines enzymes qui co-existent parfois a leur c6té dans la plante
méme (Klyne. K.,1966).

3.1 Partie génine :

Tout les génines possedent en commun le noyau tétracyclique habituel des
stéroides. L’enchainement des cycles A, B, C et D est normalement du type cis-
trans-cis (digitoxigénine) ou, plus rarement, trans-trans-cis (uzarigénine, génines
d’Asclepiadaceae). Commune également a toute les génines est la présence de
deux hydroxyles : L’'un, secondaire en C-3, et I'autre, tertiaire en C-14. Le dernier
élément de cette structure de base commune a toute les génines est la substitution

du carbone C-17 par une lactone aB-insaturée en orientation 3 (Bruneton. J.,1999)

Cis

53-H

o

SUCRE-O

Figure 25 : Digitoxine : A/B cis- B/C trans-C/D cis
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3.2 Partie sucre :

La partie osidique est habituellement liée a la génine par lintermédiaire de
'hydroxyle en C-3. La majorité des oses rencontrés dans les hétérosides
cardiotoniques sont quasiment spécifiques de ces molécules.

Ce sont des 2,6-didésoxyhexoses comme le D-digitoxose (=2,6-didésoxy-D-allose) et
des 2,6-didésoxy-3-méthylhexoses comme le L-oléandrose (=2,6-didésoxy-3-méthyl-
L-mannose) ou le D-diginose (=2,6-didésoxy-3-méthyl-D-galactose).

A cété des ces oses particuliers on rencontre également des 6-désoxyhexoses (L-
rhamnose,

D-fucose) et des 6-désoxy-3-méthylhexoses tels que le L-thévétose ou 6-désoxy-3-
méthyl-L-glucose) et le D-digitalose (=6-désoxy-3-méthyl-D-galactose). (Voir figure
26) (Bruneton. J., 1999; Vercauteren. J., 2007).

DH
c H c
CH,0 CH,;0

B-D-diginose B-D-fucnse B-D-digitalose (3- Duméthylfucose]
OH
Moo oH H,C
H OH H)C o HO 0o
"o HO  om
OH H3CO
p-D-digitoxose a-L-oléandrose a-L-rhamnose
HOCH OH OH
H4C
OCH; OH H,CO OH
p-D-samentose B-D-boivinose a-L-thévétose

Figure 26 : Structure de la partie osidique (Bruneton. J.,1999).



4. Méthodes d’analyse :

4.1 Réactions de caractérisation
Ce sont principalement des réactions de coloration et de précipitation qui sont
réalisées le plus souvent sur des extraits plus ou moins purifiés. Ces réactions sont
générales aux stéroides ou spécifiques aux cardénolides ou stéroides avec un noyau
lactone (Bruneton. J., 1999; Vercauteren. J., 2007)

4.1.1 Réactions générales, caractérisant la génine stéroidique:

Les réactions classiques de caractérisation des stéroides, comme celle donnée par

le réactif de Libermann ou Vanilline-sulfurique, peuvent étre utilisées.

La réaction de Libermann est basée sur I'utilisation de I'anhydride acétique en milieu
sulfurique ; elle donne une coloration différente selon la génine triterpénique
stéroidique. Toutefois, cette réaction présente I'inconvénient d’étre non distinctive

envers le type de stéroides.

Une autre réaction peut étre utilisée : c’est celle basée sur le réactif de VS (vanilline,
acide sulfurique). Elle est générale a tous les terpénes, mais aussi aux dérivés du
phénylpropane. Elle donne une coloration rose violette avec les stéroides, détectée a

la lumiére de jour.

4.1.2 Réactions spécifiques aux stéroides a noyau cardénolides :

Dans le cas des hétérosides cardénolides, il est beaucoup plus utile d'utiliser des
réactions relativement plus spécifiques, liées soit a I'existence y-lactone a,B-

insaturée ou de celle des sucres du type desoxyhexoses :

e Réactions (Kedde et Baljet) :

Ces réactions sont liées a l'existence de la y-lactone a,B-insaturée de type
cardénolide (Bruneton. J., 1999; Vercauteren. J., 2007)

Le point commun de ces réactions est d’employer un dérivé aromatique nitré qui, en
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milieu alcalin (hydroxyde de sodium), s’additionne sur la lactone pour former un
dérivé fortement coloré.

La réaction de Kedde utilise I'acide 3,5-dinitrobenzoique : la coloration obtenue est
rouge violacé et assez stable.

La réaction de Baljet utilise I'acide picrique et donne une coloration orangée stable.
Ces réactions sont négatives avec les saponosides, négatives ou beaucoup moins

sensibles avec les bufadiénolides (Bruneton. J., 1999; Vercauteren. J., 2007)

e Réactions spécifiques (Pesez, Killer-kiliani) :

Ces réactions spécifiques des 2,6-didésoxyhexoses, mettent en ceuvre le xanthydrol,

également connue sous le nom de réaction de Pesez ou la réaction de Keller-Kiliani.

- réaction de Pesez :
Addition de xanthydrol a une solution d’hétérosides dans I'acide acétique concentré

puis chauffage au bain-marie ; il se développe une coloration rouge.

- réaction de Keller-Kiliani :
Addition d’acide sulfurique concentré contenant des traces de sels ferriques a une
solution d’hétéroside dans I'acide acétique concentré contenant également des sels
ferriques ; il se forme un anneau brun-rouge et la solution acétique se colore

lentement en bleu-vert.

4.2 Caractérisation par spectroscopie UV :

Les cardénolides en C,3 possédent un cycle lactone (Cycle buténolide attaché par le
carbone Cy7), cette fonction absorbe a une longueur d’'onde bien déterminée vers
220nm dans le méthanol (Begum. S. et col., 1999; Dinan. L. et col., 2001).

4.3 Caractérisation par spectroscopie IR :

Le spectre des cardénolides en Cy3 a y-lactone a B-insaturée (=buténolide) est
caractérisé par les deux bandes 31747 et 1780 cm™. On peut observer aussi une
bande & 3450 cm™ dans le cas ou des groupements hydroxyles (OH) existent sur la
génine (De Carvalho. J.E. et col., 1991; Begum. S. et col., 1999)
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4.4 Caractérisation par spectroscopie RMN :

L’examen du spectre RMN "H montre la présence d’'un ensemble de signaux des
protons portés par le noyau stéroidique dans l'intervalle 1-2,50 ppm, a I'exception du
singulet large attribuable au proton H-3, observé entre 4,02-4,36ppm. Ces signaux
(entre 1-2,5 ppm) sont ceux en partie dus aux protons portés par les
carbones primaires, secondaires et tertiaires du noyau stéroidique (Drakenberg. T.
et col., 1990) mais aussi ceux des protons des méthyles angulaires, a savoir Me -
18 (s, 0.82-1.07 ppm) et Me-19 (s, 0.81-1.11ppm).

Le spectre RMN H des hétérosides cardénolides se distingue de celui des autres
stéroides, par les signaux relatifs aux protons du cycle lactonique (Abe. F. et col.,
1996; Kawamura. A. et col., 1999; Abe. F. et col., 2000; Lei. Z.H. et col., 2000;
Kamel. M.S. et col., 2001; Padua. R.M. et col., 2007).

Ainsi, on observe en général (figure 27):

e un signal s’intégrant pour un proton et sous forme de dd correspondant au
proton H-17 a (2.74-3.40 ppm) ;

e deux signaux, chacun s’intégrant pour un proton, sous forme de dd
correspondant aux deux protons H-21 (4.80-5.40 ppm) et H-21 (4.80-5.43
ppm) ;

e un signal sous forme d’'un singulet large, d’intégration 1 H, attribuable au
proton H-22 (5.85-6.34 ppm)

sucre-0

Figure 27: structure des hétérosides cardénolides.

Les signaux relatives a la partie sucre sont communs et non spécifiques.
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5. Intérét thérapeutigue des hétérosides cardénolides:

Un certain nombre de stéroide a noyau cardénolide sont utilisés en thérapeutique :
c’est le cas de la Digitoxine (ou Digitaline), la Digoxine et I'Ouabaine. D’autres
servent toujours de poisons pour les fleches dans les pays « moins évolués »,
comme dans certaines régions de I'Afrique (Klyne. K., 1966), d’Amérique du sud et
le Sud- Est Asiatique (Dinan. L. et col., 2001).

A dose faible, les hétérosides cardiotoniques de type cardénolides comme la
digitoxine (Digitaline), la digoxine ou ouabaine ont une action directe et puissante
sur le cceur. lIs 'aident a maintenir le rythme cardiaque en cas d’affaiblissement (des
inhibiteurs enzymatiques) (Perlin. D. S., 1998; Grosa. G. et col., 2005; Lefranc. F.
et col.,, 2008).Ces molécules naturelles d'origine végétale demeurent des
médicaments intéressants pour le traitement au long cours de [linsuffisance
cardiaque (Bruneton. J., 1999). Ces cardénolides sont également diurétiques. lls
contribuent a transférer les liquides des tissus et du systéme circulatoire vers les

conduits urinaires (Bruneton. J., 1999).

Les hétérosides cardénolides ou budiénolides sont aussi des poisons puissants. |l
n’est pas sans intérét de noter qu’a la fin des années soixante on enregistrait encore,
au Kenya, de nombreux cas d'utilisation de ces poisons a des fins criminelles ;

81%des fléches utilisées contenaient de 'ouabaine (Bruneton. J., 2001).

Beaucoup des cardénolides ont des effets physiologiques variés : antibactériens,
insecticides (Dinan. L. et col., 2001), inflammatoire (Baggarwal. B. et col., 2006) et
cytotoxiques (Kawamura. A. et col., 1999; Mijatovic. T., 2006; Lefranc. F. et col.,
2008; Barbosa. R. R. et col., 2008).

Finalement, il est utile de souligner que la littérature ne signale aucune étude sur le

N. oleander et I'effet molluscicide.
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DEUXIEME PARTIE

MATERIEL ET
METHODES



1. Matériel végétal et Extraction

1.1 Matériel végétal :

La récolte du matériel végétal a été réalisée au mois d’avril 2007 sur la route d’Ain
Smara, Constantine. Les parties aériennes fleuries récoltées (feuilles et fleurs) ont
été séchées a l'abri du soleil, puis entreposées dans un endroit ventilé, dans des

sacs en papier, jusqu’a leur analyse.
Un Voucher spécimen de la plante, enregistré sous le n° NO 407, est déposé dans
'herbier du laboratoire de pharmacognosie et de botanique médicale, du

département de pharmacie, Université Mentouri Constantine

1.2 Méthode d’extraction :

Les matieres végétales récoltées et séchées de N. oleander ont été pulvérisées a
'aide d’'un broyeur électrique a couteau. La poudre obtenue (500 g) est mise a
maceérer dans le mélange méthanol : eau (70:30 v/v) pendant 72 heures. Cette
opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Les filtrats hydro-
alcooliques combinés ont été concentrés sous vide a une température réduite, ne
dépassant pas 45° C. Le résidu aqueux obtenu subit alors une série d’extraction par
partage, dans une ampoule a décanter, par confrontation avec des solvants non

miscibles a I'eau et de polarité croissante.

Extraction de la phase aqueuse est réalisée en premier par I'éther de pétrole 40°-65°
C, en utilisant un volume égal a la solution aqueuse. Aprés agitation, la phase
organique est séparée. L'opération d’extraction est répétée 3 fois et les phases
organiques combinées sont concentrées a sec, sous vide a basse température (<

45°C) a I'aide d’'un évaporateur rotatif.
La phase aqueuse résultant de la confrontation avec I'éther de pétrole (EP) et
ensuite soumise successivement a l'action de I'éther éthylique (EE) et l'acétate

d’éthyle (AE) dans les mémes conditions opératoires.
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Ainsi, quatre extraits de polarité croissante sont obtenus :
e l'extrait de I'éther de pétrole (EP, 4.59g)
e [l'extrait de I'éther éthylique (EE, 29) ;
e [l'extrait de I'acétate d’éthyle (AE, 4.59) ;
e Le résidu aqueux résultant (AQ, 5.35g).

Le protocole d’extraction est résumé dans le schéma 1 suivant :

(feuillesHfleures) de
Neriun oleander
500g

@ (MeOH : H20)(70 :30)
Evaporation
' Phase Aqueuse
3 xEP (2L)
Evaporation

‘Résidu aqueux

 Extrait éther de pétrole g -
\ 4.59 ;
N —— 3 XEE(L)
Evaporation

|

Résidu aqueux

3 x AE(2L) \
EVaPOratiOn “

Extrait éther
diéthylique

it

|

Résidu agueux
Extrait acétate d’éthyle 3-359
\49__‘".

Schéma 1 : Protocole d’extraction des parties aériennes (feuilles+fleures) de N.
oleander.
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2. Méthodes chromatographiques

Les techniques de chromatographies sur couche mince (CCM) et sur colonne (CC)

ont été utilisées dans un but analytique et/ou préparatif.

2.1 Chromatoqraphie sur couche mince analytigue (CCM) :

Les plagues CCM de gel de Silica 60G d‘origine commerciale (Merck, Germany),
d’épaisseur 0,2mm, avec ou sans agent fluorescent (F254), ont été utilisées. Les
extraits EP, EE, AE et AQ ont été examinés en utilisant différents systémes de
solvants (voir tableau 1). Aprés leur développement, les plaques sont ensuite
séchées et examinées a la lumiére du jour et sous UV (254 nm, 365 nm), et puis

apres traitement par des réactifs révélateurs.

Tableau 1 : systemes de solvants utilisés dans I'analyse par CCM
des gradients extraits de N. oleander

Extraits | Elution

EP (EP : AE) » (9:1), (8:2) et (7:3),

EE (EP : AE) » (6:4), (1:1) et (4:6)

AE (CHCI3: AE) * (2: 8) ; (AE) #(100%) ; (AE : MeOH) + (9:1)
AQ (AE : MeOH) +(8 :2), (7:3) et (1:1)

2.2 Chromatoqraphie sur couche mince préparative :

Des plaques de CCM en verre (10x20 mm, 20x20 mm) ont été préparées selon la
méthode standard (Macek. K., 1972). La phase stationnaire est constituée de gel de
silice (Camag), sans indicateur fluorescent, additionné de 5% de CaSO4 comme
agent liant. Les plaques ainsi préparées ont été activées avant d’étre utilisées, dans

un four réglé a 110°C pendant 30 mn.
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2.3 Chromatoqraphie sur colonne (CC) :

Une colonne chromatographique, de dimension (25 mm de &, 160 mm de Long),
muni d’un robinet en verre, a été utilisée pour le fractionnement de 'extrait AE. Le
remplissage de la colonne a été réalisé par la méthode humide (Macek. K., 1972),
en utilisant du gel de silice 60 (70-230 mesh. ASTM, Merck). L’élution est effectuée
avec un mélange des solvants de différentes proportions de CHCI3; AE et MeOH

(tableau 2). Un nombre de 123 fractions ont été collectées.

Tableau 2 : Fractionnement de I'extrait AE

Fractions Eluants (%) Volume (ml)
CHCI; AE MeOH

F4-Fg 100 - - 200
F7-F2o 90 10 - 300
Fos-F35 85 15 - 200
F36-Fas 80 20 - 200
Fa9-Fsg 70 30 - 200
Feo-F71 60 40 - 200
F72-Fso 50 50 - 200
Fg1-Fgs 40 60 - 100
Fg7-Fo1 30 70 - 100
Foo-Fo4 20 80 - 50
Fos-Fo7 10 90 - 50
Fos-F100 - 100 - 50
F101-F103 - 90 10 50
Fi04-F106 | - 80 20 50
F107-F 109 - 70 30 50
Fi1i-F111 | - 60 40 50
Fi12-F113 | - 50 50 50
F114-F115 | - 40 60 50
Fii6-F117 | - 30 70 50
Fi18-F119 - 20 80 50
F120-F 124 - 10 90 50
F122-F123 100 50
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3. Réactifs révélateurs de produits naturels

L’analyse du profil phytochimique des divers extraits et fractions a été effectuée en

utilisant des réactifs de caractérisation de produits naturels, dont la composition est

illustrée dans le tableau 3, selon des procédures standards (Macek. K., 1972 ;
Wagner. H. et col., 1984).

Tableau 3 : Réactifs chimiques pour la révélation des plaques CCM (Macek. K.,
1972 ; Wagner. H. et col., 1984)

Réactif révélateur Produits Interprétation
naturels
cibles
Acide sulfurique Types de La coloration a la lumiére du jour permet de distinguer

concentré

cardénolides

I’Adynérine (rouge, rouge violet) de d’Odoroside A

(marron et vert marron)

Libermann-Burchard

stéroides et

Selon le type de coloration sous UV a 365nm, on

triterpénes distingue les triterpénes (rouge ou orangé) des stéroides
(jaune ou vert)
Dragendorff alcaloides Les alcaloides apparaissent a la lumiére du jour sous
forme de tache orangée sur fond jaune
Kedde cardénolides | La coloration obtenue a la lumiére du jour est rouge

violacé et assez stable.

Vapeur ammoniacale

coumarine

La coloration obtenue sous UV a 365 nm s’intensifie
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4. Méthodes d’analyses spectrales

4.1 Analyse par spectrophotométrie (UV) :

Les spectres UV (région 200-500 nm) des composés ont été mesurés dans le
méthanol (grade analytique) a I'aide d’'un spectrophotométre de type Schimadzu UV-

3101PC (Laboratoire de Physique, Université de Mentouri. Constantine).

4.2 Analyse par RMN du proton (RMN *H) :

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (en mode proton RMN
'H) sont enregistrés dans du solvant deutéri¢, CDClz (3 H = 7.28 ppm) sur un
appareil Bruker (250MHz) (Dépt. Chimie, Université de Mentouri Constantine).
Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm), les

constantes de couplage J sont exprimées en hertz (Hz).
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5. Méthode d’évaluation de I'activité molluscicide

La méthode utilisée dans cette étude pour la mesure de I'effet molluscicide d’une
substance est celle recommandée par 'OMS (OMS., 1965) et modifiée par Marston

pour les besoins du criblage des produits naturels

5.1. Montage expérimental :

Le test utilise des conteneurs d’eau distillée contenant des mollusques (minimum de
40 ml par mollusque) et observe la mortalité de ces derniers quant ils sont exposés a

la substance étudiée (extrait, fraction, molécule).

5.2. Collecte et préparation des mollusques :

Des spécimens de bulin ou Bulinus truncatus récoltés dans leur gite naturel (lacs n°2
et 4 du Parc forestier de Djebel Ouahch, 3 km au nord de Constantine) ont été
identifi¢ et un voucher spécimen est déposé au niveau du laboratoire de
parasitologie de la faculté de médecine de I'Université de Constantine sous le n°
BT0401.

Figure 1 : Morphologie de la coquille des mollusques
de I'espéce Bulinus truncatus (a gauche) et Lymnaea acuminata (a droite)
récoltés a Djebel Ouahch.
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Les bulins proprement identifiés sont maintenus dans des conditions suivantes
(Singh. S et col., 1998;Molgaard. P. et col., 2000). avant le test d’évaluation :

Tableau 4 : Conditions de culture des molusques

paramétres désignation

Température 26-28°C

Luminosité Eclairage naturel diurne

Alimentation Salade verte lavée a I'eau
distillée

Milieu Eau filtrée, sans chlorure

Oxygénation Pompe pour aquarium

Les bulins sont conditionnés par suppression seul de la nourriture 24 heures avant

d’étre exposés aux extraits végétaux et substances pures.

5.3. Mesure de I'activité molluscicide :

L’expérience d’évaluation de I'activité molluscicide a été réalisée selon la méthode
standard de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS., 1965), modifiée pour les
besoins du criblage (Marston. A. et col., 1985).

Les critéres d’activité molluscicide (Doses létales ou mortelles DLsp ou DLgp) ont été
définit par Mott (Mott. K. E., 1987) :

- les extraits sont considérés actifs pour une concentration égale ou inférieure a 100
pg/ml pouvant étre mortelle a 90 % de la population de mollusques ;
- les composés isolés sont actifs pour une concentration égale ou inférieure a 20

Mg/ml pouvant étre mortelle a 90 % de la population de mollusques

Pour le criblage préliminaire des extraits bruts, une concentration minimale de
20ug/ml a été utilisée pour les déceler les substances potentiellement actives qui
pourraient étre présents dans les extraits a faible dose, et non détecter a seuil de

concentration plus important a 100ug/mil.
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La détermination des mollusques morts est effectuée comme suit :

Les spécimens morts sont placés dans une boite pétri et examinés a 'aide d’une
loupe et une lumiére inverse pour confirmer la mortalité (immobilité, absence de
contraction, décoloration). Les spécimens morts sont éliminés rapidement pour

éviter d’éventuelle contamination. (Molgaard. P. et col., 2000).

5.4. Protocole utilisé dans cette étude :

Les préparations végétales suivantes ont été utilisées pour le test d’activité
molluscicide préparé. |l s’agit d’extraits bruts (EP, EE, AE et AQ), de fractions
enrichies et de molécules. Le protocole standard a été modifié et adapté comme suit

pour le besoin des criblages.

5.4.1 Criblage des extraits bruts :

L’évaluation de I'activité molluscicide des extraits bruts a été effectuée utilisant de 5 a
8 mollusques de taille uniforme (&d moyen de la coquille 0,8-1,0cm) par flacon (figure
2), exposés aux extraits végétaux a une concentration de 20ug/ml pour une période
de 24 h (Molgaard. P. et col., 2000).

Figure 2 : mollusque du genre Bulins (Bulinus truncatus) en contact
avec la solution contenant les substances végétales extraites du N. oleander
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La quantité requise de chaque extrait est d’abord dissoute dans de 'eau, additionnée
de 0,1% de diméthyl sulfoxide ou DMSO comme agent homogénéisant (Silva. T. M.
et col., 2005). Les tests sont répétés deux fois et confrontés au contréle sans
traitement (mollusque avec H,O et 0,1% DMSO). Des observations de la mortalité
des spécimens sont effectuées pour des périodes de 8h, 16 et 24 h.

Les extraits bruts provoquant au moins 90% de mortalité des mollusques dans les 24

heures seront d’office retenu comme source potentielle de substances molluscicides.

5.4.2 Evaluation de I'activité de composé isolé Wy:

L’évaluation de I'activité molluscicide proprement dite, détermine les concentrations
létales DLo, et DLsp de molécule isolée W,. Elle a été réalisée en utilisant une dizaine
de mollusques de taille uniforme (&d moyen de la coquille 0,8-1,0cm) par
compartiment, exposeés a un gradient de concentration de composé pur W, pendant
une période de 24h (Gebremedhim. G. et col., 1994). Des observations de la

mortalité des spécimens sont effectuées pour des périodes de 8h, 16 et 24 h.

Les lots de mollusques sont répartis en deux groupes :

- le premier groupe contrble (ne recevant aucun traitement a I'exception de I'eau +
0,1% DMSO) ;

- le deuxieme groupe traité par les solutions de produit isolé W, avec des

concentrations variables: 50, 10 et 1 ug/mil.

Les essais d’évaluation sont répétés trois fois pour chaque traitement.

5.5. Traitements statistiques des données :

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes affectées de I'écart type [Moy +
ET]. Pour I'étude statistique, les différents relevés ont été analysés par le test

student, sur le logiciel Microcal, version 6.0 Windows (Microcalsoftware-USA).
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Une étude effectuée auparavant sur I'extrait aqueux des parties aériennes de N.
oleander a révélé une forte activité molluscicide sur I'espéce d’escargots, Bulinus
truncatus, vecteur de la bilharziose urogénitale, maladie transmise a 'homme par un

ver parasitaire du genre Schistosoma (Samai. A., 2006).

Ce présent travail est une continuité de I'étude citée ; il a pour but de contribuer a

caractériser la nature chimique des substances intervenant dans cette toxicite.

Pour ce faire, I'extrait hydro-alcoolique des parties aériennes de N. oleander, préparé
selon le protocole décrit en section (§1.2), a été soumis a un gradient d’extraction
pour fournir 4 extraits de polarités distinctes : éther de pétrole (EP), éther éthylique
(EE), acétate d’éthyle (AE) et le résidu aqueux (AQ) (tableau 1) :

Tableau 1: Caractéristiques des extraits bruts de N. oleander

Extraits EP EE AE AQ
Masse (g) 4.5 2 4.5 5.35
Rapport (1:111) (1:250) (1:111) (1:93)
d’extraction®

Texture Huileux Résineux Résineux Résineux

§ : Rapport d’extraction = 1 g d’extrait/masse de matiére végétale séche.

1. Evaluation de I'activité des extraits bruts

Le résultat de la figure 1 montre 'activité molluscicide, exprimée en pourcentage de
mortalité des mollusques, de chacun des extraits (EP, EE, AE et AQ) de N. oleander,
appliqué chacun a 20 pg/ml, comparé au contréle (sans traitement) durant une
période d’exposition maximale de 24 h. Le test d’'activité a été réalisé selon le

protocole décrit dans la partie expérimentale (§ 5.4.1).
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Figure 1 : Variation en fonction du temps de la mortalité des mollusques (valeur
moyenne, n = 2, exprimée en pourcentage), exposés a 20 pg/ml de chacun des
extraits de N. oleander.

La lecture de la figure 1 montre que tous les extraits bruts de N. oleander se sont
révélés doués d’activité molluscicide a une concentration de 20 pg/ml. Les valeurs
respectives de la mortalité des mollusques (exprimée en pourcentage) aprés 24

heures d’exposition a 20 ug/ml de chacun des extraits bruts, sont de :

- 80 % pour I'extrait brut apolaire, de I'éther de pétrole (EP) ;

- 100 % pour I'extrait brut peu polaire, obtenu avec I'éther éthylique (EE) ;

- 100 % de I'extrait brut moyennement polaire, obtenu avec 'acétate d’éthyle
(AE) ;

- 60 % de I'extrait brut polaire, obtenu avec I'eau (AQ).

Dans les mémes conditions opératoires, la mortalité dans le contréle (CONT) n’a pas

dépassé les 20 % de la population, aprés 24 heures d’exposition.

Une mortalité moyenne d’au moins 90 % de la population de mollusques a été

observée dans la période de 24h pour chacun des extraits (EE) et (AE), appliqués a
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une concentration de 20 pg/ml. Ces deux extraits contenant des phytoconstituants
peu et moyennement polaires, ont exhibé des mortalités de 100 % de la population

des mollusques, dés les 12h pour 'extrait (AE) et dés les 18h pour I'extrait (EE).

Une activité molluscicide moins important (mortalité < 80%) est cependant observée
aprés 24h avec les extraits bruts (EP) et (AQ). Leur relativement faible toxicité envers
les mollusques aprés 24 heures d’exposition, comparée aux extraits (EE) et (AE),
est probablement liée a l'existence de substances actives, mais a faible dose
(Mendes N.M., 1999).

Selon les critéres standards (OMS., 1965; Marston. A. et col., 1985) : les résultats
obtenus permettent de retenir en priorité les extraits (EE) et (AE) comme sources

potentielles de substances molluscicides.

En raison de l'effet molluscicide important et relativement rapide de I'extrait brut (AE)
(100 % de mortalité de la population de mollusque dés 12h d’exposition), son étude
est réalisée en priorité comme source potentielle de substances molluscicides. Il sera
soumis a une étude phytochimique de fractionnement en vue d’isoler de potentiels

agents bioactifs.

2. Fractionnement de [I|'extrait actif (AE) et isolement des
hétérosides cardénolides

2.1. Caractérisation phytochimigue de I’extrait actif (AE) :

Les résultats du criblage chimique de caractérisation de l'extrait actif (AE) a été
réalisé par chromatographie sur couche mince selon le protocole décrit en section
(§2.1). A titre de comparaison, les extraits bruts (EP), (EE) et (AQ) ont été utilisés

dans cette analyse chromatographique.

A titre d’exemple, le chromatogramme obtenu en utilisant le systeme de solvants
(AE : MeOH : H20, 81/11/8) avec révélation multiple est visible dans la figure 2, qui

suit :
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() alalumiere du jour,
sans révélation

(I alalumiere UV254nm,
sans révélation

(I alalumiére UV 366nm,
sans révélation

(IV) alalumiere du jour, taches
révélées par le réactif Kedde

Figure 2 : Chromatogrammes des extraits (EP), (EE), (AE) et (AQ), [Révélations a la
lumiére du jour (I), sous lumiere UV254 (1l) et UV366 (lll) et aprés application du
réactif de Kedde (1V) ; systéme d’élution (AE : MeOH : H,0O, 81/11/8)]

Le résultat de 'examen phytochimique est montré dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Profil métabolique des extraits bruts de N. oleander.

Extraits Groupes de métabolites secondaires bioactifs

Alcaloides Cardénolides™ | Flavonoides™ Stéroides™ Triterpénes™
E.P ) + ) + +
EE + ++ - + ++
AE ++ +++ ++ ++ +
AQ + + ++ + +

(*) Présence déja signalée dans la littérature
(+++) présence en grande quantité ; (++) présence positive ; (+) présence en trace ; (-) absence .
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Sur la base de I'examen chromatographique, une constatation peut étre faite en ce
qui concerne le contenu de I'extrait actif (AE) : la présence en grande quantité (par
rapport a limportance de la densité des taches) de substances secondaires
appartenant aux groupes suivants : hétérosides cardénolides (Hcar), alcaloides (Alc),
flavonoides (Flav), avec des quantités moindres de triterpenes (Triterp) et stéroides

(Ster) autres que cardénolides.

En raison de la complexifié de I'extrait actif (AE), son fractionnement bioguidé ne

permettrait pas d’isoler I'activité au sein d’'une ou d’'un nombre limité de fractions.

Au vu de cette constatation, I'hnypothése que les hétérosides cardénolides, présents
en grande quantité dans I'extrait actif (AE) (figure 3) soient responsables de l'activité
molluscicide a été avancée par plusieurs auteurs (Singh. S. et col., 1998; Hamdy. I.
et col. 1999). Pour vérifier cette hypothése dans le cas de I'extrait actif (AE) de N.
oleander, un fractionnement et purification d'un certain nombre d’hétérosides
cardénolides est réalisée. Ceci sera suivi, d’'une évaluation de I'effet molluscicide de
la ou des substances isolées en vue de s’assurer de leur contribution ou non a

I'activité observé de I'extrait (AE) envers le Bulinus truncatus.

'Figure 3 : Chromatogramme des lots (1-20) de I'extrait actif AE,
Eluant : (AE:MeOH : H,O; 81 : 11 :8) ; révélation réactif de Kedde.
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2.2. Fractionnement par colonne chromatographique :

Le fractionnement de I'extrait (2 g) sur colonne chromatographique de gel de silice,

en mode gradient et selon la procédure décrite en section (§2.3), a permis de

récupérer 123 fractions.

Ces fractions examinées par CCM, utilisant différents systemes de solvants et de

réactifs révélateurs, ont été regroupées en 20 lots (tableau 3) selon leur homogénéité

chimique :
Tableau 3: Fractions issues de I'extrait actif (AE)

Fract. Systéme d’élution CC Masse | Lot | Phytoconstituants
(mg) majoritaires

F1-Fq CHCI; (100%)—(CHClI; : AE)(90 :10) trace |01 |-

Fio-F1s | (CHCI5: AE) (90 :10) 39.9 |02 | Triterp

Fi7-F21 | (CHCI5: AE) (90 :10) 227 |03 | Triterp

Fao-F2s | (CHCI3: AE)(90 :10)—»(CHCl;: AE) (85:15) | 8.3 04 | Triterp

Fas-F29 | (CHCI3: AE) (85 :15) 12.1 05 | Hcar +Triterp

Fi0-F4s | (CHCI;: AE) (85 :15)—(CHCI3: AE) (80 :20) | 3.2 06 | Hcar +Triterp+ Alc

Fao-Feo | (CHCls: AE) (70 :30)—»(CHCl3: AE) (60 :40) | 10.2 |07 | Hcar +Triterp+ Alc+

Fe1-Fs3 | (CHCI5: AE) (60 :40) 4.1 08 ﬁtcearﬁ Triterp+Ster

Fes-Fes | (CHCls: AE) (60 :40) 3.6 09 | Triterp+Ster

Fer-F71 | (CHCI3: AE) (60 :40) 3.5 10 | Triterp+Ster

F7o-F76 | (CHCIs: AE) (50 :50) 3.5 11 | Hear +Triterp

Frr-Fes | (CHCI3: AE) (50 :50)—»(CHCl; : AE) (40 :60) | 9.2 12 | Hcar +Triterp+ Alc

Fes-Fo1 | (CHCI3: AE) (40 :60)—»CHCl;: AE) (30 :70) | 104 [ 13 | Hcar +Alc

For-Fes | (CHCI3:AE) (20 :80)—»(CHCl;: AE) (10:90) [49.2 |14 | Hcar +Alc

— AE: 100%

Fio0-F101 | AE : 100% —(AE : MeOH) (90 :10) 14.7 |15 | Hcar +Triterp+ Alc

Fio2-F106 | (AE : MeOH)(90 :10)—»(AE : MeOH) (80 :20) |45.7 |16 | Hcar +Triterp

F1o7-F10 | (AE : MeOH) (70 :30) 196 [ 17 | Hcar +Triterp+ Alc

Fi10-F117 | (AE :MeQOH)(60 :40—»(AE :MeOH)(50 :50) | 37.9 18 | Hcar +Flav

> (AE :MeOH)(40 :60)—»AE :MeOH)(30 :70)
F118-F121 | (AE : MeOH)(20 :80)—»AE : MeOH) (10 :90) | 50.2 19 | Flav
F120-F123 | MeOH : 100% 228 |20 | Triterp

Hcar : hétérosides cardénolides, Alc : alcaloides, Flav : flavonoides, Triterp : triterpénes, Ster : stéroides
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Les lots 14 et 16 ont été sélectionnés au vu de leur richesse en hétérosides

cardénolides, accompagnés de faibles quantités d’autres types de métabolites.

2.3. Purification des lots 14 et 16 :

Les lots 14 et 16 ont été soumis a une CCM préparative de gel de silice selon le

protocole décrit en section (§2.2).

2.3.1. Résultat du fractionnement du lot 14 :

Le fractionnement du lot 14 (49.2 mg) par CCM, en utilisant le systeme d’éluant
(AE:EtOH ; 95:5), a permis d’isoler 3 principales produits majoritaires, identifiées
comme celles de cardénolides, et dénotées ci-apres Wq, W, et W;. Les
caractéristiques chromatographiques des 3 produits sont décrites dans le tableau 4
et figure 4. Les produits W4 et W, se comportent comme celles de composés pures,
alors que celle de la tache W3 se révélent étre un mélange complexes, d’au moins

deux autres taches.

Figure 4 : Chromatogramme des substances W4, W, et W3 isolées du lot 14,
cochromatographiées avec la digitoxine (Di) ; Eluant : (AE:EtOH ; 95 :5) ;
révélation réactif de Kedde.
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Tableau 4 : Caractérisation chimique des composés W1, W, et Ws.

Phytoconstituant
W]_ W2 W3
Systéme d’éluant S1 S2 S1 S2 S1 S2
Rf 0,81 0,74 0,76 0,68 0.65 0.56
Egggl:tlon par positif positif positif
Mélange de

Nature chimique cardénolide cardénolide cardénolide (avec 2

taches majoritaires)

Systéme d’éluant utilisés : S1 (AE:EtOH : H20 ; 81 :11 :8) ; S2 (AE : EtOH ; 95 :5)

2.3.2. Résultat du fractionnement du lot 16 :

Le fractionnement du lot 16 (45,7 mg) par CCM, en utilisant le systeme d’éluant
(AE:MeOH ; 85 :15), a permis d’isoler 1 produit majoritaire, identifiée comme celle
d'un cardénolide, et dénotée ci-aprés W,. Les caractéristiques chromatographiques

de produit W, sont décrites dans le tableau 5 et figure 5.

Figure 5: Chromatogramme de substance W, isolée du lot 16,
cochromatographiées avec la digitoxine (Di) ; Eluant : (AE:MeOH ; 85 :15) ;
révélation réactif de Kedde.
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Tableau 5 : Caractérisation chimique des composés W4.

Composé W,

Systéme d’éluant S1 S3
Rf 0,54 0,44
Révélation par Kedde positif

Nature chimique cardénolide

Systéme d’éluants utilisés : S1 (AE:EtOH : H,O ; 81 :11 :8) ;
S3 (AE : MeOH ; 85 :15)

Récapitulatif du protocole du fractionnement et purification des hétérosides

cardénolides (schéma 1) :

Extrait AE

20 lots

CC gel de silice 60
Sys : CHCI3-AE-MeOH

CCM prep
Lot14 1 5ys : (AE : EtOH) (95 :05)

Wi
56 mg

4.5mg

W3

8.2mg

CCM prép
Lot16 | 5ys: (AE: MeOH) (85:15)
Wy
11.3 mg

Schéma 1: Fractionnement et isolement des métabolites
de I'extrait actif (AE)
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3. Analyses structurales des cardénolides isolées

Les composés isolés des lots 14 (composé W4, composé W,) et 16 (composé W,)
ont été soumis aux analyses physico-chimiques, dont les résultats sont resumés en

ce qui suit :

3.1 Composé W :

3.1.1. Caractéristiques physico-chimiques et chromatographiques :

Les caractéristiques de la substance W4 sont exprimées dans le tableau 6 suivant :

Tableau 6 : caractérisation physico-chimique et chromatographique du composé W;.

Consistance Solide amorphe de couleur blanche,

Solubilité CHCI;, MeOH

Rf (systéme) 0,81 S; (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

RRf§ x 100 128,57

Réactions (positif avec le réactif de Kedde)® présence de cycle
microchimique lactone d’un noyau cardénolide

de révélation (positif avec Liebermann) # noyau Stéroide

(§) RRf : rapport relatif a la digitoxine, RRf = (Distance w1/Distance digitoxine) x100

3.1.2. Données structurales :

Le spectre UV du composé W, est illustré dans la figure 6.
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Figure 6: Spectre UV dans le méthanol du composé W,

La lecture des bandes d’absorption dans la figure 6 permet de distinguer celle a 217
nm, caractéristique du cycle y-lactonique a, B insaturé d’'un cardénolide (Begum. S.
et col., 1999 ; Dinan. L. et col., 2001; Padua. R.M. et col., 2007). Cette valeur
appuie le résultat de l'analyse chromatographique, ou le composé W; a réagit
positivement avec le réactif de Kedde, spécifique au noyau lactone, et avec le réactif
de Liebermann, indicateur de noyau stéroidique (Bruneton. J., 1999; Xing. G.T.et
col., 2002).

En I'absence d’autres analyses, I'identité du composé W4, de nature cardénolide, ne
peut étre établie. Cependant, la valeur du RRf obtenus pour le composé W, (Rf relatif
a la digitoxine) est trés proche de ceux de la littérature, publiés pour I'’Adynerine et

I'Odoroside A., déja isolés de N. oleander (Wagner. H. et col., 1984).

La réaction obtenue avec l'acide sulfurique concentré pour le composée W;

(coloration violette), selon Wagner, est favorable pour la structure d’Adynérin.
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Schéma 2: structure proposé pour le composé W, (Adynérin)

3.2 Composé W, :

3.2.1. Caractéristiques physico-chimique et chromatographique :

Les caractéristiques de la substance W, sont exprimées dans le tableau 7 suivant :

Tableau 7 : caractérisation physico-chimique et chromatographique du composé Ws.

Consistance : Solide amorphe de couleur blanche,
Solubilité : CHCIl;, MeOH
Rf (systéme) : 0,76 S (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

RRf § (digitoxine) x 100 : | 120,63

Réactions microchimique | (positif avec le réactif de Kedde)® présence de
cycle lactone d’un noyau cardénolide
(positif avec Liebermann) # noyau Stéroide

de révélation

(§) RRf : rapport relatif a la digitoxine, RRf = (Distance wy/Distance digitoxine) x100
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3.2.2. Données structurales :

Le spectre UV du composé W, est illustré dans la figure 7 :

1.326

[A]

8.600

9.400

218.42
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-@.835

I I I t

200.

La lecture des bandes d’absorption dans la figure 7 permet de distinguer celle a
218,2 nm, caractéristique du cycle y-lactonique a, B insaturé d’'un cardénolide
(Begum. S. et col., 1999 ; Dinan. L. et col., 2001; Padua. R.M. et col., 2007). Cette
valeur appuie le résultat de I'analyse chromatographique, ou le composé W, a réagit
positivement avec le réactif de Kedde, spécifique au noyau lactone, et avec le réactif

de Liebermann, indicateur de noyau stéroidique (Bruneton. J., 1999; Xing. G.T.et

col., 2002).

En I'absence d’autres analyses, I'identité du composé W5, de nature cardénolide, ne
peut étre établie. Cependant, la valeur du RRf obtenus pour le composé W, (Rf relatif

a la digitoxine) est trés proche de celle de la littérature, publiée pour I'Oléaside A.

300.0 350.0 400.0
Wavelength [ nm ]

Figure 7: spectre UV dans le méthanol du composé W,

(Wagner. H. et col., 1984).
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Schéma 3: structure proposé pour le composé W, (Oleaside-A)

3.3 Composé W, :

3.3.1. Caractéristiques physico-chimique et chromatographique :

Les caractéristiques de la substance W, sont exprimées dans le tableau 8 suivant :

Tableau 8 : caractérisation physico-chimique et chromatographique du composé W..

Consistance Solide amorphe de couleur blanche,
Solubilité CHCI3;, MeOH
Rf (systeme) 0,54 (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

RRf § (digitoxine) x 100 | 85.71

Réactions microchimique | (positif avec le réactif de Kedde)® présence de
cycle lactone d’un noyau cardénolide
(positif avec Liebermann) # noyau Stéroide

de révélation

(§) RRf : rapport relatif a la digitoxine, RRf = (Distance wa/Distance digitoxine) x100
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3.3.2. Données structurales :

a) Analyse par spectroscopie Ultra-Violet (UV) :

Le spectre UV du composé W, est illustré dans la figure 8.
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Figure 8: spectre UV dans le méthanol de composé W,

La lecture des bandes d’absorption dans la figure 8 permet de distinguer celle a
221,27 nm, caractéristique du cycle y-lactonique a, B insaturé d'un cardénolide
(Begum. S. et col., 1999; Dinan. L. et col., 2001; Padua. R.M. et col., 2007). Cette
valeur appuie le résultat de I'analyse chromatographique, ou le composé W, a réagit
positivement avec le réactif de Kedde, spécifique au noyau lactone, et avec le réactif
de Liebermann, indicateur de noyau stéroidique (Bruneton. J., 1999; Xing. G.T.et
col., 2002).
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b) Analyse par résonance magnétique nucléaire en mode proton (RMN *H) :

Le spectre RMN proton du composé W, est illustré dans la figure 9.

T
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Figure 9: Spectre "H RMN dans le CDCl3; du composé W,

La lecture préliminaire des données spectrales obtenues a partir de la figure 9

permet de conforter les résultats UV et chromatographiques quant a la nature du
composeé W.. |l s’agit d’'un hétéroside cardénolide.

¢ I|dentification de la partie aglycone :

Le spectre RMN du proton présente une série dense de pics dans l'intervalle 5 0.80
ppm a 2.50 ppm (figure 10 ), relative aux protons des carbones primaires, secondaire

et tertiaires (CH3, CH2 et CH) du noyau stéroidique (Drakenberg. T. et col., 1990).
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Figure 10: Spectre "H RMN étalé du composé W, (région & 0,75 -2,75 ppm)

Parmi ces signaux, on peut reconnaitre ceux des groupements méthyles angulaires,
attachés aux carbones C-10 et C-13, se trouvant dans la région des basses ppm
entre 6 0, 85-1,0 ppm (figure 11).

6H

Figure 11: Spectre "H RMN étalé du composé W, (région & 0,75 -1,00 ppm)
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Le signal du proton attaché au carbone 3 du noyau stéroidique, se retrouve a 6 4,08
ppm sous forme d’un large singulet (figure12). Ces valeurs correspondent a celles
publiées dans la littérature pour le noyau cardénolide; (Abe. F. et col., 1996;
Kawamura. A. et col., 1999; Abe. F. et Yamauchi. T. 2000; Lei. Z. H. et col.,
2000; Kamel. M.S. et col., 2001; Padua. R.M. et col., 2007).

1H

s large a & 4,08 ppm
N

F\

Mf\hﬂ

Figure 12: Spectre 'H RMN étalé du composé W, (région & 4,00 -4,10 ppm)

Le spectre RMN H exhibe, dans la région ¢ 3,2 a 6,0 ppm, un certain nombre de

pics, dont ceux caractéristiques du noyau lactone, attaché en C-17 (figure 13) :

Schéma 4: Noyau cardénolide, avec la numérotation du squelette stéroidique.
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- un signal a ¢ 3,25 ppm s’intégrant pour un proton, sous forme de doublet dédoublé,

correspondant au proton H-17 dont les constantes de couplage J=9,21 et J= 3,48Hz.

1H

dd, J=9,21; J=3.48Hz a 5 3,25 ppm
!.. ':.'

YUV,

Figure 13: Spectre "H RMN étalé du composé W, (région § 3,20 — 3,30 ppm)

- deux signaux a 3 4,82 et 6 5,01 relatifs aux deux protons en C-21, respectivement
HpB et Ha (figure 14). Ces signaux apparaissant sous forme de doublet de double,
avec pour HB-21 (1H ; dd ; J=1,5; J'= 17,7) et Ha-21 (1H ; dd ; J=1,5; J’= 17,9). La
multiplicité des pics observée est le résultat des couplages des deux protons, Ha et

Hp entre eux, et avec le proton oléfinique H-22.

fH  1H

dd, J=15:J0=179 dd, J=15:J=177
a5 5,01 ppm h ad 4,82 ppm
L] I“I

q-ml\-l"v"\p-": .'J o I"W*‘b-v-ha

Figure 14: Spectre 'H RMN étalé du composé W, (région & 4,75 -5,10 ppm)
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On observe deux signaux, sous forme de singulet large, intégrés chacun en 1H
(figure 15), 'un a 65,90 ppm et 66,0 ppm, correspondant respectivement a un
hydroxyle en C-14 et lautre a un H attaché au carbone 22 du noyau lactone (le
déplacement chimique de H-22 confirme la localisation du groupe carbonyle) (Abe. F
et col., 1992-A; Abe. F. et col., 1996).

1H 1H
slarge a
s large 55,90 ppm
a 56,00 j)pm |
A 'H

o’ .l‘hv--.il Iw

Figure 15: Spectre "H RMN étalé du composé W, (région & 5,75-6,00 ppm)

¢ Identification de la partie osidique :

La nature osidiqgue du composé W, est d’abord révélée par la valeur de Rf
comparable a celles publiées dans la littérature pour les hétérosides a noyau

cardénolide (Wagner. H. et col., 1984).

Les données RMN'H relévent des signaux relatifs & la partie sucre, des pics
complexes intégrables en 6 protons d’'une part entre 6 3,57 et 3,75 ppm (figure16), et
d’autres part de deux doublets relatifs aux deux protons anomériques, 'un a & 4,28
ppm (J = 7,8 Hz) et l'autre a 6 4,37 (J= 7,85 Hz) (figure17). Ceci suggére au moins la
présence de deux sucres, liés I'un a l'autre en configuration § (Kamel. M.S. et col.,
2001).
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6H

Figure 16: Spectre 'H RMN étalé du composé W, (région & 3,57 - 3,75 ppm)

2H
d,J=78Hza4,28 ppm

d 9=785Hz | |
a 54,37 ppm | |
ol v‘r . S

Figure 17: Spectre 'H RMN étalé du composé W, (région & 4,25-4.40 ppm)

On observe en outre, la présence dans le spectre RMN 'H de 3 singulets intégrables
en 3 protons, deux situés a (6 3,52 ppm et 6 3,55 ppm) (figure 18) et l'autre a (5 2,00
ppm) (figure19), respectivement correspondant a deux groupements O-CHs; et un

groupement -OCOCHS;. Leur affectation ne peut étre faite a ce niveau de données.
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Figure 18: Spectre "H RMN étalé du composé W, (région & 3,50-3,58 ppm).
3H

s a5 2,00 ppm

Ry,

Figure 19: Spectre 'H RMN étalé du composé W, (région & 1,89-2,00 ppm)

e Hydrolyse du cardénolide W; :

L’hydrolyse acide du cardénolide W, et I'analyse chromatographique par CCM de son
hydrolysat, en présence de la digitoxine et son hydrolysat, a révélé une seule tache
correspondante quant a sa position et sa couleur (réactif de Kedde) a la

digitoxigénine (tableau 9) :
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Tableau 9 : Comparaison de Rf de cardénolide W, et de digitoxine avant et aprés

I'nydrolyse acide

Rf §
avant I'’hydrolyse acide aprés I'hydrolyse acide
Cardénolide W, 0,48 0,74
Digitoxine 0,57 0.75

§ systéme de solvants : AE/MeOH/H,O (81/11/8) ; révélation réactif de Kedde

En conclusion les données du spectre UV indiquent la présence d’'une lactone d’un
noyau stéroidique sur le cardénolide W4. Le spectre RMN 'H conforte ce mémoire
en indiquant la présence d’un stéroide du type cardénolide, avec la présence d’un
dissacharide, probablement liée en position C-3, la plus communément substituée
par des oses dans le cas des cardénolides (Drakenberg. T. et col., 1990; Abe. F. et
col., 1996; Begum. S. et col., 1999 ; Padua. R.M. et col., 2007). L’hydrolyse du
cardénolide W4, en présence de la digitoxine, suggére que la partie génine est
proche de celle de la digitoxigénine. La position et la nature de ce disaccharide ne

peuvent toutefois pas étre établies en 'absence d’autres données spectrales.

Sur la base des données recueillies nous proposons la structure partielle de la partie

geénine du cardénolide W, isolée.

HO

Schéma 5: partie génine proposé pour le cardénolide W4
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4. Evaluation de I'activité molluscicide du cardénolide W,

Le tableau 10 et figure 20 représentent les variations de la mortalité des populations
de mollusque (valeur moyenne, n = 3, exprimée en pourcentage), exposées a des
concentrations variables (1, 10 et 50 ug/ml) du stéroide cardénolide W4 isolée de

I'extrait (AE) actif, durant des temps d’exposition variable (8h, 16h et 24h).

Tableau 10 : Variation de I'activité molluscicide du stéroide cardénolide W4, exprimée
en pourcentage de mortalité (valeur moyenne * ET, n=3), en fonction de la
concentration et du temps d’exposition.

Concentrati Temps d’exposition en heure (h)
on 8h 16h 24h
(pg/ml)
1 0,00+ 0,004"° 16,67 + 5,77 2 ©¥ 36,67 +5,70 %
10 0,00+ 0,002"" 30,00 + 10,00 *°% 90,00 + 10,00 ¥
50 90,00 + 10,00 ® 100,00 + 0,00 ® 100,00 + 0,00 ®
Controle 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

A %
effet concentration:  p <0,001:vs50ug; p<0,01:vs10 pg/ml;

o # ®
effettemps:\Pp<0,001:v524h;Qp<0,01:vs16h; p<0,01:vs24h; p<0,05:vs 16 h; p<0,05:vs 24 h.

¥
mortalité : = p<0,001 : vs contréle ; p<0,01 : vs contrdle ; §p<0.05 : vs contréle.

1004 ‘ %
80 - T .'/./'—
~ 604
S
@ Temps d'exposition
I ,./"/" - aprés24h
5 404 -0~ aprés16h
= _T L O-- aprés8h
20 - %]
0 : . : : : : . . . .
0 10 20 30 40 50

Concentration (ug/ml)

Figure 20 : Variation de l'activité molluscicide du stéroide cardénolide W4, exprimée
en pourcentage de mortalité, en fonction de la concentration et du temps d’exposition
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Le tableau 10 montre que durant toute la période d’essai (24h), aucun cas de
mortalité n’a été signalé parmi les mollusques évoluant dans le milieu dépourvu
d’extrait (contréle). Contrairement, les populations de mollusques exposées aux
concentrations 1, 10 et 50 pg/ml pour la méme période au cardénolide W4 ont montré

une mortalité significative par rapport au contrdle (p<0,001).

Durant la période 0 a 24 h, un faible effet toxique est observé chez les populations
de mollusques exposés a une concentration de 1 ug/ml du stéroide cardénolide W4
(mortalités moyennes de 0% a 8h, 16,67% a 16h et 36,67 % a 24h). L'effet toxique
du stéroide cardénolide W, devient plus apparent vis-a-vis des mollusques a des
concentrations au dessus de 10 yg/ml (mortalités moyennes de 0% a 8h, 30,00% a
16h et 90,00 % a 24h). Les populations de mollusques exposés a une concentration
de 50 pg/ml du stéroide cardénolide W4 enregistrent des mortalités moyennes <
90% significatives par rapport au contréle (p<0,001) pour les périodes de 8h, 16h et
24h.

A ce niveau, trois constations peuvent étre faites :

e Le cardénolide W, exhibe une activité molluscicide significative par rapport
au contréle a des concentrations de 1 ug/ml (p<0,01) et 10 ug/ml (p<0,05)
a partir de 16h, et a une concentration de 50ug/ml (p<0,001) a partir de
8h;

o A l'exception des mortalités observées a 8h pour les doses 1 et 10ug/ml,
I'effet de mortalité des populations des mollusques est positivement corrélé
a 'augmentation des concentrations du cardénolide W, a la limite des
doses utilisées ;

e Les résultats indiquent aussi qu'indépendamment des concentrations
testées du cardénolide W4, la mortalité des mollusques augmente d’'une
facon significative en fonction de la période d’exposition. Cette observation
est méme valable a des faibles concentrations, puisque I'effet toxique de la
substance testée a 1 yg/ml, produit des mortalités en progression 16,67 +
5,77 a 16h (p<0,01) et 36,67+ 5,70 a 24h (p<0,001).
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Le tableau 11 suivant représente les variations des doses létales DLsg et DLgy du
stéroide cardénolide W, (exprimée en valeur moyenne = ET, n = 3), durant des

temps d’exposition de 8h, 16h et 24h.

Tableau 11: Variation en fonction du temps des doses létales 50 et 90 (DLsg et DLgo)
du stéroide cardénolide W,

Dose létale Temps d’exposition en heure (h)

(ug/ml) 8h 16h 24h

DLso 32,53+255°* 20,74 + 4,16 3,35+£1,19
DLgo 50,60 + 4,67° 44,15 +0,76" 19,13 + 10,67"

. L) ¢ O #
effet temps d’exposition :  p<0,001 : vs 24h; p<0,01:vs 24h; p<0,05:vs 16h; p<0,01:vs24h; p<0,05:vs24h

Les résultats représentés dans le tableau 11 tendent a montrer une augmentation
significative de l'effet toxique du stéroide cardénolide W.,, selon les périodes
d’exposition de 8h, 16h et 24h. Ceci est expliqué par une diminution sensible des
DLsp (32,53 pg/ml a 8h; 20,74 pg/ml a 16h ; 3,35 yg/ml a 24h d’exposition) et des
DLgo (50,60 pg/ml a 8h ; 44,15 ug/ml a 16h;19,13 ug/ml a 24h d’exposition).

A ce niveau, une autre constatation peut étre faite :
e A la limite de la période testée de 24h, il apparait une corrélation temps vs
dose létale, qui indique que plus le temps d’exposition est important plus la

dose létale diminue. Ce qui permet d’envisager d’utiliser le cardénolide W4 a

des concentrations toxiques plus faible, en allongeant le temps d’exposition.
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CONCLUSION



La valorisation des ressources naturelles, notamment végétale, dans le systéme de
soins de notre pays, est une priorité stratégique pour minimiser notre dépendance

vis-a-vis des médicaments importés.

Le présent travail s’insére dans un projet national de recherche visant a la
découverte de nouveaux produits naturels a activité molluscicide, comme moyen de

lutte contre la bilharziose.

Cette maladie parasitaire, qui reste marginale dans notre pays, risque de se
développer a limage de ce qui s’est produit en Egypte. Depuis une décennie,
I'Algérie poursuit une politique soutenue de développement des barrages. Les foyers
de bilharziose, localisés au niveau de certaines régions, notamment du nord pays,
risquent de s’étendre a d’autres sites. Ceci aura une conséquence dramatique sur
les riverains des sites infectés, en matiére de contamination et par conséquent de

prise en charge des malades par les pouvoirs publiques.

Notre travail a permis de confirmer les résultats obtenus précédemment sur I'activité

molluscicide importante des feuilles de Nerium oleander.

Sur le volet chimique, des fractions actives issus de l'extrait brut AE, une série

d’hétérosides cardénolides ont put étre isolés et caractérisés.

Sur le volet activité, les résultats obtenus par le fractionnement bioguidé a permis de
situer une activité molluscicide notable au niveau des extraits (EE) et (AE) comparés
aux autres extraits. Ces deux extraits actifs sont riches particulierement en
hétérosides cardénolides. Ces substances sont notamment connues pour leur haute
toxicité. Un des 3 hétérosides cardénolides isolés, le cardénolide W4, a subit une

évaluation de I'activité molluscicide, exprimée par les doses |étales DLsg et DLgp.

Il ressort de cette évaluation d’activité molluscicide que le cardénolide W4, isolé de
I'extrait actif (AE) des feuilles de N. oleander, posséde une activité molluscicide,
comme exprimée par la valeur de DLgy de 19,13 pug/ml, en accord avec les criteres
d’activités fixés par TOMS (OMS., 1965) et modifiés par Marston (Marston. A. et
col., 1985).
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A lissue de cette évaluation de la substance isolée (W4), plusieurs constatations

peuvent étre faites :

Le cardénolide W4 exhibe une activité molluscicide significative par rapport au
contrble a des concentrations de 1 ug/ml (p<0,01) et 10 ug/ml (p<0,05) a partir
de 16h, et a une concentration de 50ug/ml (p<0,001) a partir de 8h ;

A I'exception des mortalités observées a 8h pour les doses 1 et 10ug/ml,
I'effet de mortalité des populations des mollusques est positivement corrélé a
'augmentation des concentrations du cardénolide W4 a la limite des doses

utilisées ;

Les résultats indiquent aussi qu’indépendamment des concentrations testées
du cardénolide W4, la mortalité des mollusques augmente d’'une fagon
significative en fonction de la période d’exposition. Cette observation est
méme valable a des faibles concentrations, puisque l'effet toxique de la
substance testée a 1 pg/ml, produit des mortalités en progression 16,67 +
5,77 a 16h (p<0,01) et 36,67+ 5,70 a 24h (p<0,001).

A la limite de la période testée de 24h, il apparait une corrélation temps vs
dose létale, qui indique que plus le temps d’exposition est important plus la
dose létale diminue. Ce qui permet d’envisager d'utiliser le cardénolide W4 a

des concentrations toxiques plus faible, en allongeant le temps d’exposition.
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Nos résultats corroborent des observations précédentes pratiquées sur une espéece
le Nerium indicum appartenant au méme genre que la plante étudiée. Selon cette
étude les écorces de N. indicum ont été signalées comme douées d’une activité
molluscicide contre Lymnaea acuminata (Singh. S. et col., 1998). Selon les auteurs
de ces travaux, les cardénolides pourraient étre associés a l'effet toxique sur
'espéce de mollusque testée. Dans le méme ordre, des travaux ont reporté une
activité molluscicide d’un cardénolide, isolés de Calotropis procera, sur Monacha

obstructa, escargot terrestre (Hamdy. I. et col. 1999).

De cette étude, il ressort que :

o L’activité molluscicide du N. oleander est concentrée dans les extraits peu ou
moyennement polaires, en l'occurrence les extraits de I'éther éthylique (EE) et
de l'acétate d’éthyle (AE) ;

e  Au moins I'un des cardénolides (W4) est associé a cette activité.

Finalement, les résultats obtenus appuient dans une certaine mesure l'usage de
certaines plantes en médecine traditionnelle dans le traitement de diverses maladies
parasitaires (ex. la bilharziose), et souligne [limportance de [I'approche
ethnopharmacologique, associée a des considérations chimiotaxonomique et toxique
dans la sélection des plantes lors du criblage a la recherche de nouvelles sources de

molécules parasitaires.
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ANNEXES



GLOSSAIRE DES
TERMES SCIENTIFIQUES



Amibe

Amibiase maladie

Antidiabétique

Analgésique

Anti-inflammatoire

Antirythmique
Cardiopathie
Cardiotonique

Diurétique

Dysenterie
Hypertensions

Inhibition

Leucémie

Leucopéniathe
Molluscicide
Ovulation

Tonique

. Parasite qui touche surtout l'intestin, et est transmis par I'eau non

potable et les aliments souillés.

. Infections par les amibes, avec troubles digestifs.

. Substance destinée a lutter contre le diabete. On distingue

l'insuline ( utilisée en injection) et les antidiabétiques oraux :
sulfamides hypoglycémiants, biguanides, autres.

: Antidouleur.

. Substance destinée a la lutte contre l'inflammation.

qui combat l'irrégularité du rythme cardiaque

: maladie de cceur.
: (Médicament) qui augmente la tonicité du muscle cardiaque.

: Substance permettant une élimination d'eau par les reins et donc

qui favorise, stimule I'excrétion urinaire.

. Infection intestinale avec diarrhée grave.
. tension (artérielle) supérieure a la normale.

: 1) Physiol. : action nerveuse ou hormonale empéchant ou

modérant le fonctionnement d'un organe - 2) Psycho. : action d'un
fait psychique qui empéche d'autres faits de se produire.

. Affection, avec augmentation considérable des globules blancs

dans le sang, et présence de cellules anormales.

: Diminution du nombre de globules blancs (sang).
. Lutte contre les mollusques
. Libération des ovules apres rupture du follicule de Graaf.

: 1) Relatif au tonus musculaire - 2) qui stimule, fortifie.
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LES SPECTRES RMN * H
DE COMPOSE IDENTIFIE



Spectre globale RMN 'H du composé W, :
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Spectre RMN "H du composé W, :
(étalement de la région 0.75-2.50ppm)
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Spectre RMN "H du composé W, :
(étalement de la région 2.50-4.25 ppm)

107



Spectre RMN "H du composé W, :
(étalement de la région 4.25-6.00ppm)
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CONSTANTES
PHYSIQUES ET
DONNEES SECTRALES
DES COMPOSES ISOLES



Composé Wy :

Consistance

Solide amorphe de couleur blanche,

Solubilité

CHCI3;, MeOH

Rf (systeme)

0,81 (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

UV A max nm (MeOH)

217,5 (1,31) ; 287,5 (0,20).

Coloration avec Kedde :

Coloration avec Liebermann :

rose violet

jaune

Composé W5 :

Consistance

Solide amorphe de couleur blanche,

Solubilité

CHCI3;, MeOH

Rf (systeme)

0,76 (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

UV Amax nm (MeOH)

218,42 (1,27) ; 285 (0,14).

Coloration avec Kedde :

Coloration avec Liebermann :

rose violet

jaune

Composé W, :

Consistance

Solide amorphe de couleur blanche,

Solubilité

CHCI3, MeOH

Rf (systeme)

0,54 (AE : MeOH : H20) (81 :11 :8)

UV Amax nm (MeOH)

221,27 (1,006) ; 250 (0,428).

Coloration avec Kedde :

Coloration avec Liebermann :

rose violet

jaune

RMN "H 84 ppm (250 MHz,
CDCl3)

0,89(3H, s, H-18); 0,95 (3H , s,H-19); 2,00 (3H, s,
CH3CO); 3,25 (1H, dd, J=9.21, 3,48 Hz, H-17); 3,52
(3H, s, -OCHs); 3,55 (3H, s, -OCHs3); 3,57-3,75(6H, m,
protons du sucres); 4,08(1H, s large , H-3); 4,28 (1H,
d, J=7,8 Hz, H-1"), 4,37 (1H, d, J=7,85 Hz, H-1");
4,82(1H, dd, J=17,7, 1,5 Hz, H-218); 5,01(1H, dd,
J=17,9, 1,50 Hz, H-21a); 5,90(1H,s large, OH-14);
6,00(1H, s large, H-22).
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Résumeé

L’évaluation de I'activité molluscicide des extraits de polarité différentes obtenu de
feuilles de Nerium oleander a permis de localiser un effet molluscicide notable au
niveau des extraits bruts de I'éther éthylique (EE) et l'acétate d’éthyle (AE). Le
fractionnement de l'extrait actif (AE) a permis d’isoler 3 hétérosides cardénolides.
L’'un d’eux, désigné par (W,) est partiellement identifi€ comme un dérivé de la
digitoxigenine avec un disaccharide attaché au carbone 3 de la génine. Une activité
molluscicide importante a été mesurée apres 24 h d’exposition au cardénolide W4.
Des doses létales DLsg et DLgy obtenues, sont respectivement de 3,35 + 1,19 et
19,13 £ 10,67. L’activité molluscicide du cardénolide W4, vis-a-vis des mollusques
adultes de I'espéce Bulinus truncatus, vecteur dans le cycle du développement du
parasite causant la bilharziose urogénitale, est signalée par la présente étude pour la
premiére fois. A la limite de la période testée de 24h, I'étude a permis d’établir une
corrélation inverse temps vs dose létale. Ceci permet d’envisager d’utiliser le
cardénolide W4 a des concentrations toxiques plus faibles, en allongeant le temps
d’exposition des mollusques.

Mots clés : Nerium oleander, Apocynaceae, feuilles, cardénolide molluscicide.



Abstract

Molluscicidal screening of N. oleander leaf gradient extracts (20ug/ml) localized
strong activities in both diethyl ether (EE) and ethyl acetate (AE) crude extracts.

Ethyl acetate extract fractioning leads to three cardenolides glycosides. One of
which, hereafter named as W,, contains a digitoxigenine aglycone with disaccharides
attached to carbone 3. A potent molluscicidal activity is revealed after exposing snails
for 24 hours to cardenolide W,. Lethal concentrations DLsg et DLgg were found to be,
respectively equal to 3,35 + 1,19 et 19,13 + 10,67. Molluscicidal activity of
cardenolide W4, towards snails of Bulinus truncatus species, vector in growth cycle of
urogenital Bilharzia parasites, is reported by this study for the first time. In the expand
of time used (24 hours), the study showed also an inverse relationship between
exposing time and lethal concentration of cardenolide W,. This indicates that lethal
concentration may be minimized with expanding time of snails exposing to the tested
cardenolide W..

Key words: Nerium oleander, Apocynaceae, leaves, molluscicidal cardenolide.
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