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ABSTRACT: This scientific publishing consisted to evoluate the relationship between chemical structure and pharmacological
activities of an antipaludical plant “Hygrophilla auriculata ”. The process consisted to a thin layer chromatography using two
standards moderns’ drugs with are usually used to treat paludism. Final results revealed factor retention (Rf) similar of quinine
sulfate and another equal to the Rf of “L-artem forte”. This result leaded us to conclud that there are similarities in chemical
structure of some active ingredient of Hygrophilla auriculata and the modern anticipaludical drugs.

KEYWORDS: relationship chemical-structure, Hygrophilla auriculate, paludism, modern drugs, chromatography.

RESUME: Ce travail scientifique intitulé « CONTRIBUTION A L'EVALUATION DE LA RELATION STRUCTURE-ACTIVITE
PHARMACOLOGIQUE DES EXTRAITS AQUEUX ET ORGANIQUE DE Hygrophilla auriculata, PLANTE ANTIPALUDIQUE DU BUSHI »,
a été congu dans le domaine de la phyto-chimie thérapeutique pour apporter notre contribution a I'usage des médicaments
naturels, a la conservation de la nature qui contient les plantes médicinales et a la production des médicaments moins onéreux
aux populations de la R.D.C.

Pour y parvenir, nous avons procédé par une chromatographie comparative sur couche mince (CCM) en considérant comme
médicaments témoins la quinine sulfate et la L-Artém forte, des produits les plus utilisés dans le traitement du paludisme en
République Démocratique du Congo.

Les résultats obtenus ont relevé 10 spots de rapport frontal différents pour certains et d’autres identiques dont un seul était
identique au sulfate de Quinine et un autre identique a la L-Artém forte.
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Ces résultats nous ont amené a conclure qu'’il existe une similarité dans la structure chimique de quelques principes actifs
contenus dans cette plante avec les médicaments antipaludiques modernes pris comme témoins dans notre étude
chromatographique.

MOTS-CLEFS: Relation structure activité, Hygrophilla auriculata, paludisme, médicaments modernes, chromatographie.

o

Hygrophilla Auriculata = Buganga bukali
1 INTRODUCTION
PROBLEMATIQUE

Du latin « Paludis » = marin et de I'italien « mal aria » = mauvais air, le paludisme est une maladie parasitaire qui affecte
I’'hnomme et certaines espéeces animales. L'agent causal du paludisme est principalement le plasmodium dont le moustique
anophele femelle est I'agent vecteur.

En effet, le moustique anophéle femelle est, lui aussi contaminé apres avoir piqué une personne impaludée pour se nourrir.
Il devient alors vecteur des hématozoaires du paludisme. Une autre personne saine qu’elle aura piquée sera contaminée pour
cette pathologie. Cela se fait lorsque la victime est en plein repos (sommeil ou autre forme de repos).

Le parasite responsable de cette pathologie est du genre plasmodium dont il en existe plusieurs espéces:

e Plasmodium falciparum : responsable de plusieurs déces

e Plasmodium vivax, plasmodium ovale, plasmodium malaria et plasmodium knowlesi. Ils sont responsables des
formes bénignes de malaria (ANONYME, 2013).Le plasmodium berghei ;parasite des hématies des rongeurs que
I'on peut inoculer aux animaux de laboratoire comme la souris NMRI,utilisée dans les cultures parasitaires du
plasmodium.

Selon les statistiques mondiales de 2005, le nombre d’enfants décédés du paludisme a été chiffré a 306.000 enfants de
moins de 5 ans (OMS, 2006).

En 2009, les statistiques mondiales sur le paludisme montrent qu’entre 300 et 500 millions de cas du paludisme sont
enregistrés chaque année, causant ainsi entre 1,5 et 2,7 millions de mort. Soit I’équivalent de 40% de la population mondiale
(OMS, 2010).
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De 2001 a 2015 : les patients suspects du paludisme dans les établissements de santé publique ayant été sous un test de
diagnostic par région OMS a s’éleve a plus de 650 millions.

Selon les dernieres estimations de 'OMS publiées en 2016, il a été constaté plusieurs millions de cas de paludisme et
429.000 déces dus au paludisme au niveau mondial, soit 20,8% de déces. (OMS, 2016)

Il est a noter que le pourcentage de patients suspectés du paludisme dans les institutions de santé publique et ayant été
soumis au traitement est en augmentation constante.

En 2015, pres de la moitié de la population mondiale était exposé au risque de contracter le paludisme. La plupart des cas
du paludisme et de déces dus a cette maladie surviennent en Afrique subsaharienne. Toutefois, I’Asie du Sud-Est, I’Amérique
latine et le Moyen Orient sont également affectés. 91 pays étaient confrontés a une transmission continue du paludisme.
Certains groupes des populations courent un risque plus élevé, que d’autres de contracter le paludisme et d’étre gravement
atteints : les nourrissons, les enfants de moins de 5 ans, les femmes enceintes, les PVV, les migrants non immunisés, les
personnes itinérantes et les voyageurs. En Afrique, la région OMS de I’Afrique supporte une part disproportionnée de la charge
mondiale du paludisme.

En 2015, 90% de des cas de paludisme et 92% de déces dus a cette maladie sont survenus dans cette région. (OMS, 2016)

Entre 2010 et 2015, le taux de mortalité chez les enfants de moins de 5 ans a baissé de 29% au niveau mondial. Toutefois,
le paludisme demeure toujours le facteur majeur de mortalité chez les enfants de moins de 5 ans et un enfant meurt toutes
les 2 minutes.

Les rapports de 'OMS de 2005 montrent que 3000 enfants meurent chaque jour de suite du paludisme, soit un enfant
toutes les 30 secondes. (DMT/ANTENNA, Nov. 2005).

Selon la ligue contre le paludisme, une famille touchée par la malaria ne récolterait qu’au plus 40% de sa production du fait
des journées de travail perdues. (OMS/PNUD, 2010 in CHIZA J. Bout, ISTCE, 2014).

Le calcul du PIB (Produit Intérieur Brut) par I'OMS en 2008) montre que I’Afrique dépasserait de 115 milliards d’Euros son
niveau actuel, soit 32% de plus si I’on parvenait a éradiquer le paludisme. (OMS, 2006......)

En RDC, la transmission du paludisme est quasi-pérenne. Le pays est buté a deux problémes majeurs concernant le
paludisme : le parasite quiy circule appelé plasmodium falciparum est responsable de la forme la plus grave de la maladie dite
acces pernicieux et le vecteur ou le moustique qui transmet la maladie est le plus capable. « C'est un mélange explosif ». Les
97% de la population vivent dans les régions ol la transmission est permanente (PNLP, 2015). Le paludisme y constitue la
premiere cause de morbidité et de mortalité chez les enfants de 0 a 5 ans, les femmes enceintes, les PVV et les voyageurs non
immunisés (APP, 1998).

En 1980, le taux de prévalence était de 33% chez les enfants de 0 a 15 ans. Elles constituent 59% de motif de consultation
chez les enfants de 0 a 5 ans et 48% des motifs d’hospitalisation.

En 1997, la conférence des médecins et personnels soignants tenue a Kinshasa sur le paludisme a estimé que plusieurs et
surtout 300.000 enfants de 0 a 5 ans sont mort du paludisme au courant de cette année.

En 2000, 86% de cas regus en salle d'urgence pédiatrique de I’'HGR de Kinshasa était di au paludisme. Dans ce méme
hépital, 87% des transfusions administrées sont consécutives a I'anémie palustre (PNLP, 2001). Le nombre de déces était de
467.000 malades parmi lesquels 200.000 enfants de 0 a 5 ans selon le chiffre du ministere. (OMS, 2001)

En 2009, il a été montré que la RDC et le Nigeria totalisent eux seuls chaque année plus de 40% du nombre estimatif total
de décés dus au paludisme dans le monde.

La cuvette centrale a une transmission permanente. Elle est une zone d’hyper endémie (50 a 75% de personnes infectées)
et d’holoendemie (plus de 75% de personnes infectées). Les 3% restants vivent dans les régions montagneuses de la RDC ou le
paludisme est instable avec une probabilité de persistance de I'endémie.

Au Sud-Kivu, la transmission est sporadique et saisonniéere sur les hauts plateaux de I'Est. Le taux d’inoculation moyenne
varie de 2,8 et 620,5 piqg(res par personne par 24heures. La division provinciale de la santé signale qu’en 2016, 1.241.679 cas
du paludisme ont été enregistrés et 100.550 déces soit 8% de déces et pour le premier trimestre de I'année 2017, la DPS a déja
enregistré 102.077 cas avec 93 déces. (DPS, Sud-Kivu, 2017)

Dans la ville de Bukavu, I’évolution du paludisme suit un rythme de plus en plus inquiétant comme dans tous les milieux
surpeuplés a cause des facteurs favorisants le développement des moustiques anophéles : constructions anarchiques, non
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utilisation des moustiquaires imprégnés d’insecticides, habitudes ignorantes malgré les conseils donnés par les institutions de
santé, pauvreté des habitants jusqu’a manquer des moyens suffisants de lutte.

Au Maniema dans la zone de santé de KALIMA par semaine 55 cas de décés di au paludisme ont été enregistrés sur 147
recus souffrant du paludisme en 2013. Alors que dans la zone de santé de KAMPENE une augmentation de cas du paludisme
parmi les enfants de 0 a 5 ans avec 800 cas qui augmentent par semaine.

Malgré les mesures de lutte contre le paludisme : distribution gratuite des moustiquaires imprégnés d’insecticides,
utilisation des médicaments modernes (A.C.T. ; Quinine...) lors des prises en charge dans les formations sanitaires, le paludisme
persiste et la résistance aux antipaludéens est un probleme récurrent. Son traitement au moyen des produits synthétiques et
semi-synthétiques engendre des effets indésirables tels que le chinconisme pour la prise de la quinine. Ce qui explique d’ailleurs
I’échec thérapeutique par abandon du traitement avant d’atteindre la cure.

Il est alors nécessaire de renforcer les mesures de lutte pour endiguer le paludisme. Durant ces 20 dernieres années, des
recherches ont été entreprises dans le but de découvrir des nouveaux produits de lutte contre le paludisme. Plus précisément
des combinaisons a base de I'artemisine, Amodiaquine et autres

Il apparait de plus en plus que les plantes peuvent constituer une source des produits nouveaux moins onéreux surtout aux
populations en développement et efficaces contre la malaria. Lesquelles plantes peuvent étre utilisées par des ménages si les
scientifiques accompagnent le public par des études préalables visant a confirmer ce qui est préconisé par les tradipraticiens
de I'art de guérir.

Pour tout médicament I'activité pharmacologique ou chimiothérapeutique dépend des principes pharmacologiques qui y
sont identifiés. Cette activité biologique est fonction de la structure chimique des principes actifs contenus dans un

- , . s . . . k1 .
médicament. C’est la relation « structure activité (RSA) ». La RSA est une fonction logarithmique. Log P Yi-,alxl + aoou

k1 et k2 = constante d’équilibre ou de vitesse.

La quinine posséde sa relation structure-activité grace a la fonction alcool en configuration R et en isomérie Dextrogyre (D).
STRUCTURE DE LA QUININE

Quant aux terpenoides extraits de I'armoise (antemisia annua), I'activité pharmacologique est basée sur la présence de la
fonction époxyde qui agit grace a un pont « peroxyde inhabituel pris comme pharmacophore.

STRUCTURE DE L’ARTEUSININE

La plante Hygrophilla auriculata s’est révélée tributaire des vertues thérapeutiques énormes. En effet, des recherches
menées sur elle ont révélés la présence de l'activité antibactérienne analgésique, antimitotique, antihelminthique,
antidiabétique, anti-inflammatoire, antipyrétique, diurétique, néphroprotecteur, cytotoxique, antioxydants.

D’autres recherches ont prouvé I'activité antidote (CIMANUKA J. et MANO M. 2014). Une étude ethnobotanique a été
réalisée sur la plante hygrophilla auriculata par de nombreux chercheurs parmi lesquels nous citons (BALAGIZI et CIFUNDERA
1984, DEFOUR G. 1995).

Une interview accordée aux populations habitants la partie littorale du lac Kivu a révélé 'usage traditionnel de la plante
Hygrophilla uriculata pour traiter les empoisonnements (MUGULA P.) bouffissures de la face, paludisme, blessure récente
(KULIMUSHI de la PHARMAKINA-BKV). C’est dans ce sens que son usage vulgaire en tant qu’antipaludéen a retenu notre
attention pour orienter nos recherches sur I'étude de la ressemblance entre la structure chimique des principes actifs contenus
dans cette plante avec celles des médicaments modernes utilisés pour traiter la malaria dans les structures sanitaires de la
R.D.C.

Le présent travail intitulé a été congue pour apporter notre contribution a la découverte des nouveaux produits moins
onéreux contre le paludisme.

Ceci nous pousse a nous poser des questions ci-apres :

1. Y a-t-il une ressemblance entre les structures chimiques des principes actifs contenus dans la plante hygrophilla
auriculata et les médicaments modernes utilisés dans la prise en charge de la malaria ?
2. Peut-on affirmer que leur activité antipaludique est due a leur structure chimique ?
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2 HYPOTHESE

Les extraits aqueux et éthanoliques de la plante Hygrophilla auriculata traiteraient le paludisme au méme titre ou plus que
les médicaments modernes ceci suite a I’existence de similarité des STRUCTURES CHIMIQUES entre ses principes actifs et celles
des médicaments modernes.

3 OBJECTIF DU SUJET

Il s’agit d’évaluer la relation entre la structure chimique et I’activité pharmacologique des principes actifs contenus dans la
plante H. Auriculata et les médicaments modernes utilisés contre le paludisme dans les structures sanitaires du monde en
général et de la R.D. Congo en particulier. Il s’agit de la quinine et L-artem forte.

4 INTERET DU SUJET

Ce travail vise a:

1. Apporter notre contribution a la valorisation de la médecine naturelle par un retour a I'usage des produits naturels
moins onéreux et moins exigeants du point de vue biologique aux populations des pays en développement.
2. Valoriser les plantes de notre environnement en vue de leur conservation et leur protection.

5  MATERIELS & METHODES
5.1 MATERIELS

e Une plaque chromatographique

e Entonnoirs

e Une balance

e Des micropipettes ou tubes capillaires
e Flacon compte-gouttes

e Lacuve chromatographique

e 1crayon + 1 latte graduée

e L'ouate

e Une plaque chauffante

e Leserlenmeyer

5.2 LA METHODE
La méthode utilisée dans ce travail est la chromatographie sur couche mince (CCM). Les étapes de cette méthode sont :
5.2.1 LA PREPARATION DES ECHANTILLONS

e Récolte de la plante H. auriculata dans les champs environnant le lac Kivu.

e Séchage de la plante a I'ombre.

e Broyage de la plante séchée pour obtenir une poudre.

e  Macération de 20 g de poudre dans 100 ml d’H20 pures et 100 ml d’éthanal pendant 24 heures pour obtenir 2
extraits dont I'extrait aqueux et I’extrait éthanolique.

e Apreés 24h, filtrer les extraits a I'ouate.

e Dissoudre les médicaments témoins dans le méthanol (90%).

e Chauffer les extraits de la plante pour évaporer les solvants.

e Laver le résidu avec I’hexane pour éliminer toute la chlorophylle.

e  Récupérer le reste par une solution de méthanol (90%).
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5.2.2 PREPARATION DE LA PLAQUE CHROMATOGRAPHIQUE

e Laplaque chromatographique utilisée est la feuille d’oxyde d’aluminium.

e Lazone de 1 cm de bord inférieur sur laquelle nous avons marqué a I'aide d’un crayon, des points équidistants
horizontaux de 1 cm selon le nombre d’échantillons a analyser (MICHEL B. 2010 et SKOOG 1987) c’est la ligne de
dépot.

e Tracer la ligne de démarcation sur le bord supérieur de la plaque.

5.2.3 PREPARATION DE L’ELUANT

L’éluant est un solvant ou un mélange des solvants utilisé pour entrainer les constituants d’'un mélange a travers une phase
stationnaire (SKOOG, 1987). Pour le présent article, I'éluant que nous avons utilisé est le BAW (Buthanol Acétic acid-Water)
dans les proportionsde 4:1:5.

5.2.4 REALISATION DE LA CHROMATOGRAPHIE COMPARATIVE SUR COUCHE MINCE (CCM)
5.2.4.1 MODE OPERATOIRE

e Al'aide des micropipettes (tubes capillaires) prélever une goutte de chaque échantillon des extraits de la plante
H. auriculata et des médicaments témoins et les déposer sur points équidistants préalablement marqués au crayon
sur la plaque chromatographique.

e Mettre I’éluant dans la cuve chromatographique jusqu’a la hauteur de 0,5 cm.

e Introduire la plague chromatographique dans le bac de fagon que la ligne de dép6t soit a 1 cm de I’éluant et fermer
hermétiquement.

e  Retirer la plaque dés que le front de I'éluant est a 2 cm du bord supérieur de la plaque.

e Laisser la plaque sécher puis procéder a la révélation.

e Les différentes vitesses de migration des principes actifs aident a déterminer la similarité entre les structures
chimiques de ces principes actifs et par analogie I'activité pharmacologique (M. BARDE, 2012).

Fig. 1. Cuve chromatographique
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5.2.4.2 REVELATION

Les chromatogrammes d’espéces chimiques incolores doivent étre révélés afin de repérer la position de ces espéces apres
élution.

On peut utiliser une plaque contenant une substance fluorescente, en présence des radiations UV, ou des révélateurs
chimiques tels que la diode (I12), une solution acidulée de KMnOxs car ils réagissent avec des nombreuses espéces chimiques
pour donner des produits colorés.

Aprés élution, la plaque peut étre agitée dans un flacon en verre fermée ou plongée dans une solution acidulée de KMnO4.
Des taches colorées y apparaissent avec 2 révélateurs (MICHEL BARDI, 2010). Pour le présent article la révélation a été faite
par la diode (l2).

6 RESULTATS & DISCUSSION

La chromatographie comparative sur couche mince effectuée au laboratoire de malacologie du CRSN/LWIRO a abouti aux
résultats suivants :

c =
S
1“-- —-’/’ ‘*-s:_f—ﬁ:;
£ s s,
,.."";TP e - —
,w(‘ J F ~;__._?j v'_‘:_‘“;_x.
Ty % =
"“\_,--/g B
_ ———
"‘-;_;h
- = -‘L-
= ’ e——— ; -
el L sl L""T o~ - R

Source : Tableau fait par nous sur base des expériences au labo de malacologie du CRSN/LWIRO en avril 2018.
ou HA = Extrait aqueux d’Hygrophilla auriculata.

HEt = Extrait éthanolique d’Hygrophilla auriculata.

LA : Solution méthanolique de L-artem forte.

Q : Solution méthanolique de sulfate de quinine.

L'analyse du chromatogramme a consisté a mesurer la hauteur (H) parcourue par le solvant et les hauteurs (h) atteintes
par les spots (taches).

L’espece présente dans chaque tache étant caractérisée par son rapport frontal (Rf) ou coefficient de rétention.

OuU h est la distance parcourue par la substance a analyser ou le standard. H est la distance parcourue par I'éluant.

La fig. 1 fournit alors les résultats suivants de gauche a droite : extraits de la plante H. auriculata, les solutions des
médicaments témoins tels que le sulfate de quinine et L-artem forte. La hauteur atteinte par la solvant: H = 8 cm. La
comparaison des rapports frontaux des diverses substances a identifier avec les deux produits témoins.
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Le chromatogramme comporte alors 14 spots ou taches qui correspondent a des rapports frontaux (Rf) que I'échantillon
contient d’especes chimiques différentes ou identiques selon les hauteurs respectives.

Pour une plaque chromatographique et un éluant donné, le rapport frontal (Rf) ne dépend que de la nature des corps
présents dans cet échantillon.

Deux corps présentant le méme Rf sur une méme plaque sont identiques.

témoins

Médicaments Extraits de la plante H. auriculata

Extraits aqueux (HA) Extrait Ethandique (HE)

Rf Quir

RfLAt [RfL [Rf2 |[Rf3 |Rf4_|Rf5 |Rf6 |Rf7 |Rf@ |Rf9_[RfO [Rfl1 | Rf12

f Quin
@50 D

0,56 ) 0,18 (031 |042 (050 062 |025 |031 |042 (05 »0,71 |0,62 |0,73

Source : Tableau fait par nous sur base d’expériences effectués aux labo de malacologie du CRSN/LWIRO le 28 avril 2018.

La plante H. auriculata possede 12 principes actifs dont 5 p.a dans sont extrait aqueux et 7 dans sont extrait
éthanolique.

Les spots observés révelent que :

Rfs = Rfauin c'est-a-dire que dans I'extrait aqueux de la plante H. auriculata il y a un composé chimique d’'une méme
activité pharmacologique que celui du sulfate de quinine car leur rapport frontaux sont égaux. Les deux sont alors
identiques.

De méme Rfg = Rf Lart ce qui signifie que dans I'extrait éthanolique de la plante H. auriculata il y a un principe actif
de méme activité pharmacologique que celle de la L-artem forte. Aussi se fixant sur un méme récepteur, ces
principes actifs contenus dans la plante H. auriculata ont méme effets que les médicaments antipaludiques
modernes : quinine et L-artem forte. D’ou leur identité.

Par ailleurs, des sports révélés dans I'extrait aqueux été dans |'extrait éthanolique, certain ont méme rapport
frontal : Rf, = Rf7, Rfs = Rfs, Rfs = Rf11 ; d’autres étant différents.

7 CONCLUSION

Le présent travail intitulé : « CONTRIBUTION A L'EVALUATION DE LA RELATION- STRUCTURE ACTIVITE PHARMACOLOGIQUE
DES EXTRAITS AQUEUX & ORGANIQUES DE Hygrophilla Auriculata : PLANTE ANTIPALUDIQUE DU BUSHI » avait comme objectif
I’étude de la similarité entre le structure chimique de p.a contenus dans cette plante et celle des médicaments antipaludiques
couramment utilisés au Sud-Kivu. Les expériences effectuées au laboratoire de malacologie du CRSN LWIRO nous ont conduits
aux conclusions suivantes :

La plante Hygrophilla Auriculata contient dix p.a selon les spots qui ont migré.

Dans I'extrait aqueux de la plante H. auriculata, il y a un spot de rapport frontal identique a celui de la quinine
pure : 0,5 c'est-a-dire sur 5 p.a de la plante migré dans I'extrait aqueux, 1 p.a s’est révélé identique, soit%x 100 =
20% des p.a et possede la méme structure chimique que la quinine (sulfate de quinine).

Dans I'extrait organique de la plante 1 spot a migré avec un rapport frontal (Rf) de 0,56 équivalent a celui du L-
Artem fort soit 20% du p.a.

De ces 12 spots migrés il y a dans les extraits de la plante 2 spots de rapport frontal égal a ceux des médicaments

modernes utilisés contre le paludisme soit - 20 % de principe actif.

Ces observations nous conduisent a affirmer la ressemblance de la structure chimique des médicaments modernes utilisés
contre le paludisme et celle des quelques contenus des extraits de la plante H. Auriculata.

Cela nous pousse aussi a confirmer son activité antipaludique. Les populations du Sud-Kivu/RDC qui I'utilisent pour se
soigner ont donc raison car ses p.a agiraient en synergie. L'isolement de ces p.a et leur étude approfondie contribuerait aussi
a découvrir d’avantage des nouveaux produits moins onéreux contre le paludisme.

Les principes actifs non identiques aux antipaludiques modernes seraient aussi utiles pour d’autres fins thérapeutiques.
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