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INTRODUCTION



1 Introduction

Décrit depuis le deuxième siècle avant Jésus-Christ, le paludisme humain (malaria)

est une parasitose transmise à l'homme par la femelle d'un moustique du genre

Anophèle. L'expression clinique de la maladie est extrêmement variable, allant d'un

portage asymptomatique jusqu'au neuropaludisme avec un risque de décès

important.

Le paludisme demeure une menace majeure pour la santé et un obstacle au

développement socio-économique des individus, des communautés, et des nations

surtout en Afrique subsaharienne où l'on recense la majorité des cas de morbidité et

de létalité.

En Afrique subsaharienne, et notamment au Burkina Faso, les malades ont recours

à la médication traditionnelle dans plus de 80% des cas avant de se rendre dans les

formations sanitaires. Cela est dû au coût prohibitif des antipaludiques modernes et

aux croyances. La pharmacopée traditionnelle peut receler des plantes à activité

antipaludique comme cela a été avec le Qinghaosu, plante utilisée en Chine et dont

a été extrait l'artémisinine. Les dérivés synthétiques de cette molécule représentent

aujourd'hui l'une des alternatives thérapeutiques du paludisme chimiorésistant

(Malvy et al., 2000).

Le Saye, recette du Dr Dakuyo P. Zépherin, pharmacien d'officine exerçant à

Banfora (Burkina Faso), est une association de trois plantes ( Cassia alata Linn

(Caesalpiniaceae), Cochlospermum planchonii Hook (Cochlospermaceae),

Phyllantus amarus Schum et Thonn (Euphorbiaceae) ), utilisée au Burkina Faso

dans le traitement du paludisme simple. C'est dans le but d'évaluer l'activité

pharmacologique de cette tisane que nous avons mené cette étude.

Ce travail a consisté à effectuer une étude in vivo de l'activité antiplasmodique des

extraits aqueux de la tisane composée Saye chez la souris NMRI infestée par le

Plasmodium berghei et à identifier les groupes chimiques présents dans ces extraits

aqueux.
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II Enoncé du problème

Le paludisme prédomine dans les régions tropicales et intertropicales du globe où il

sévit à l'état endémique avec des expressions variables suivant les biotopes.

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 1997), le paludisme touche 300 à

500 millions de personnes par an dont 1,5 à 2,7 millions meurent. Cette maladie tue

un enfant toutes les 30 secondes dans le monde (OMS, 1998). L'Afrique

subsaharienne supporte le plus lourd fardeau avec plus de 90% des cas et des

décès.

Le Burkina Faso connaît un paludisme endémique avec des taux de morbidité et de

mortalité élevés. Cette situation a amené le pays, à travers son ministère de la santé,

a adhéré à la stratégie mondiale de lutte antipaludique adoptée à la conférence

d'Amsterdam en 1992, par l'élaboration d'un programme national de lutte

antipaludique (PNLP). Une des composantes essentielles de cette stratégie est le

diagnostic précoce et le traitement adéquat des accès palustres. Cependant malgré

toutes les stratégies de lutte contre le paludisme, basées essentiellement sur la lutte

antivectorielle avec l'utilisation de moustiquaires imprégnées et la chimiothérapie, le

paludisme continue de sévir.

Du fait de la chimiorésistance de Plasmodium falciparum, et de l'absence de vaccin

à l'horizon immédiat, renouveler le traitement du paludisme est devenu une urgence

(OMS, 2001). De nouveaux médicaments tels que la méfloquine, l'halofantrine,

l'artémisinine et dérivés, l'atovaquone 1 proguanil ont été découverts aux cours de

ces 20 dernières années (OMS, 1998). Cependant, il faut continuer la recherche en

vue de développer des thérapeutiques qui contribueront à améliorer la santé de nos

populations. C'est dans ce cadre que s'inscrit notre étude sur le Saye.

7



Objectifs de l'étude



III Objectifs de l'étude

111.1 Objectif général

Etudier in vivo l'activité antiplasmodique des extraits aqueux de la tisane composée

Saye ( Cassia alata Linn (Caesalpiniaceae); Cochlospermum plachonii Hook

(Cochlospermaceae); Phyllantus amarus Schum et Thonn (Euphorbiaceae) ) chez la

souris NMRI infestée par Plasmodium berghei .

111.2 Objectifs spécifiques

Caractériser par chromatographie sur couche mince et par une analyse

qualitative les groupes chimiques des extraits aqueux (décocté,. infusé,

macéré) de la tisane composée Saye .

Déterminer la DLso de l'extrait aqueux le plus actif chez la souris NMRI.

Déterminer la DEso de l'extrait aqueux le plus actif chez la souris NMRI,

comparativement à la chloroquine sulfate.
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IV Généralités sur le paludisme

IV.1 Epidémiologie du paludisme

IV.l.l Le parasite

Le parasite responsable du paludisme est un protozoaire de l'ordre des

Haemosporididae, sous ordre des Eucoccidia, de la famille des Plasmodidae et

appartenant au genre Plasmodium. Les quatre espèces plasmodiales pathogènes

pour l'homme sont:

Plasmodium falciparum (P.t) appartenant au sous genre Laverania

est répandu sur l'ensemble de la zone intertropicale.

Plamodium vivax (P. v) bien que possédant une large répartition est

peu important en Afrique tropicale.

Plasmodium malariae (P.m) est plus fréquent en Afrique tropicale.

Plasmodium ovalae (P.o) est essentiellement retrouvé en Afrique

centrale, surtout occidentale.

La plus pathogène de ces espèces est le P.f car elle est responsable des formes

encéphaliques potentiellement mortelles.

IV.l.2 Le cycle évolutif des plasmodies

Le cycle de tous les plasmodiums humains est essentiellement le même. \1

comprend une phase exogène sexuée (sporogonie) avec multiplication chez des

anophèles femelles, vecteurs du paludisme, et une phase endogène asexuée

(schizogonie) avec multiplication chez l'homme.
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Cette dernière phase où le parasite est constamment haploïde comprend une phase

de développement dans les hépatocytes (schizogonie pré ou exoérythrocytaire) et un

cycle de développement dans les érythrocytes (schizogonie érythrocytaire).

a) Le parasite chez l'anophèle

Les gamétocytes, stade sanguin sexué des plasmodies, sont ingérés par l'anophèle

femelle au cours d'un repas sanguin. Par un processus d'exflagellation, un

gamétocyte mâle donne en quelques minutes huit gamètes mâles haploïdes, chacun

pouvant fusionner avec un gamète femelle haploïde. Cette fécondation aboutit à la

formation d'un ookinète diploïde qui traverse activement la paroi stomacale du

moustique et forme à la surface externe de cette paroi, un oocyste, moins de 24

heures après le repas sanguin. A l'intérieur de cet oocyste, les cellules parasitaires

se multiplient pour libérer près d'un millier de sporozoïtes haploïdes au bout de

quelques jours. La durée de cette période diminue quand la température augmente.

A 28°C, elle est de 9 à 10 jours pour le P.t, 8 à 10 jours pour le P. v, 12 à 14 jours

pour le P.o et 14 à 16 jours pour le P.m. A 20°C, par contre, elle est de l'ordre de 3

semaines pour le P.t.

Lorsque la température est inférieure à 18°C, le P.f n'est généralement plus

transmis. Il en est de même pour P. v et P.m à des températures inférieures à 15°C.

Moins de 25% des sporozoïtes libérés des oocystes réussissent à gagner les

glandes salivaires. Ils s'y accumulent (souvent plus d'un millier) et finissent leur

maturation.

b) Le parasite chez l'homme

Les sporozoïtes inoculés restent quelques minutes à une demi-heure dans la peau,

passent dans la lymphe puis dans le sang. Beaucoup sont détruits par les

macrophages. Certains (un à quelques dizaines) envahissent des hépatocytes. Les

sporozoïtes forment alors des schizontes pré-érythrocytaires qui se développent en

quelques jours (5 à 7 jours pour le P.t; 6 à 8 jours pour le P. v ; 9 jours pour le P.o;

14 à 16 jours pour le P.m) et libèrent des milliers de mérozoïtes dans le sang (P.f :

30000 ; P.m et P.O: 15000 ; P. v : 8000 à 20000).
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La plupart des mérozoïtes envahissent les érythrocytes en moins d'une minute.

Certains sont phagocytés. Le délai entre l'infection par les sporozoïtes et la détection

des stades sanguins s'appelle la période pré-patente. Elle dure généralement 9 à 11

jours pour le P.f, 11 à 13 jours pour le P.v, 10 à 14 jours pour P.o et 15 à 16 jours

pour le P.rn. Seuls P. v et P.o peuvent entrer dans une phase dormante (hypnozoïte),

au lieu d'évoluer directement en schizonte dans l'hépatocyte. Cette phase peut durer

plusieurs mois avant l'entrée en schizogonie pré-érythrocytaire et être responsable

de rechutes tardives.

Les mérozoïtes envahissent les érythrocytes par invagination de la membrane

cellulaire. Dans l'érythrocyte, le parasite prend une forme en anneau, le trophozoïte,

absorbe l'hémoglobine et libère un pigment appelé hémozoïne. Après une période

de croissance, le trophozoïte âgé entre dans un processus de division : la

schizogonie érythrocytaire.

Lorsque les schizontes sont matures, les érythrocytes éclatent et libèrent des

mérozoïtes (P.f: 8 à 24, en moyenne 16; P.rn: 8 ; P.o: 8 à 10 ; P.v: 12 à 18) ainsi

que de nombreux débris cellulaires et parasitaires responsables des accès de fièvre.

La schizogonie érythrocytaire dure approximativement 48 heures pour le P.f, P. v et

P.o et 72 heures pour P.rn.

Les hématies parasitées par des trophozoïtes âgés de P.f disparaissent

habituellement de la circulation périphérique vers la 24ème heure du cycle et sont

séquestrées dans les capillaires des organes profonds comme le cerveau, le cœur,

la rate, les intestins, la moelle osseuse, le placenta où se déroule la deuxième moitié

du cycle (schizogonie). Dans certaines circonstances, cette séquestration est

responsable de formes graves du paludisme (Pouvelle et al. , 2000).

Les mérozoïtes, ayant envahi les hématies, peuvent produire des formes sanguines

sexuées (gamétocytes). Ce n'est qu'après plusieurs cycles de schizogonie

érythrocytaire que les gamétocytes sont produits en grand nombre et deviennent

détectables. Avant de pouvoir être infectants pour un anophèle femelle, ils subissent

une maturation en macrogamétocyte (femelle) et en microgamètocyte (mâle).
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Iv'I.3 Les vecteurs

Les vecteurs sont des moustiques qui appartiennent tous au genre Anopheles de la

famille des Culicidae, de l'ordre des Diptères.

L'anophèle est un moustique fortement anthropophile. Les mâles et les femelles se

nourrissent de jus sucrés, de nectars et autres secrétions végétales, mais seules les

femelles ont en plus un régime hématophage.

Ce sont les femelles qui jouent un rôle actif dans la dissémination de la maladie. Les

repas de sang apportent à la femelle les éléments protéiniques nécessaires à la

maturation ovarienne.

IV,I,4 Le Plasmodium berghei

Le Plasmodium berghei (P.berghe/) est un parasite des rats, des souris et des

hamsters. Il infecte aussi certaines espèces de moustiques telle que Anopheles

stephensis. Il est très virulent et fatal pour les jeunes souris et les rats.

L'infection à P.berghei commence par l'injection de sporozoïtes contenus dans les

glandes salivaires d'un moustique infesté. La schizogonie exoérythrocytaire se

déroule dans les hépatocytes. Cette phase dure 48 à 60 heures et donne des

mérozoïtes.

Les mérozoïtes issus de cette schizogonie vont ensuite envahir les globules rouges

de la circulation sanguine, subir une maturation et devenir des trophozoïtes puis des

schizontes pouvant produire 6 à 10 mérozoïtes. Ces mérozoïtes peuvent ré-envahir

les globules rouges ou devenir des gamétocytes qui sont pris par l'anophèle femelle

lors de son repas sanguin.
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Ces gamétocytes deviennent des gamètes et donneront après fécondation un

ookinète qui se transformera en oocyste. L'oocyste mature libère des sporozoïtes qui

se localisent dans les glandes salivaires pendant 10 à 12 jours.

Ce cycle de développement est semblable à celui des plasmodiums humains.

IV.2 Symptomatologie du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sont très diverses dans leur expression et

dans leur gravité. Elles dépendent à la fois du parasite (espèce plasmodiale et

densité parasitaire) et de son hôte (réceptivité génétique et état immunitaire). Elles

vont de l'accès fébrile aigu, avec ou sans défaillance viscérale grave, au parasitisme

sanguin prolongé quasi asymptomatique, en passant par un paludisme sub-aigu

avec anémie et cachexie.

Nous nous intéresserons aux tableaux cliniques communs à toutes les espèces

plasmodiales, même si l'on observe des nuances ou des degrés dans l'intensité des

signes selon le parasite : ce sont les accès simples qui comprennent les accès de

primo-invasion et les accès de reviviscence schizogonique à fièvre périodique. De

même le paludisme évolutif viscéral peut en principe, être déterminé par toutes les

espèces plasmodiales. En revanche, d'autres tableaux sont spécifiques ou

compliquent une infection par une espèce précise: l'accès pernicieux, la fièvre tierce

maligne et la fièvre hémoglobinurique pour P.f, la néphrite quarte pour P.m.

Enfin, l'âge de l'hôte (enfant) ou de son état (femme enceinte) impriment des

particularités cliniques.

Iv'2.1 Les accès palustres simples

Les accès palustres simples comprennent les accès de primo-invasion et les accès

palustres à fièvre périodique.
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a) Les accès de primo-invasion

Les accès de primo-invasion se révèlent être tout à fait atypiques sous formes d'un

tableau "d'embarras gastrique fébrile". La fièvre atteignant 39°C à 40°C

s'accompagne de malaise général avec myalgies, céphalées et douleurs

abdominales, des nausées ou vomissements et parfois une diarrhée.

Une hépatomégalie peut parfois être retrouvée associée ou non à une oligurie.

b) Les accès palustres à fièvre périodique

Les accès palustres à fièvre périodique succèdent rapidement à la précédente. Il

s'agit d'un accès fébrile, précédé de prodromes évoquant un épisode grippal, qui se

caractérise par la succession de trois stades:

Stade de frissons avec fièvre à 39°C et splénomégalie.

Stade de chaleur où la température atteint 40°C à 41°C.

Stade de sueurs avec chute de la température.

La symptomatologie est le plus souvent atypique. Classiquement:

Le P.f provoque la fièvre tierce maligne (fièvre survenant toutes les

48 heures).

Le P.o et P. v provoquent la fièvre tierce bénigne.

Le Pm provoque la fièvre quarte (fièvre survenant toutes les 72

heures).

IV.2.2 Le paludisme viscéral évolutif

Les signes cliniques sont généralement frustres et la gravité tient au retard

diagnostique.
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Les symptômes sont l'anémie, l'asthénie, l'anorexie, parfois une dyspnée, des

oedèmes des membres inférieurs, un souffle systolique anorganique et une

splénomégalie.

Pour les cas où le diagnostic est rapide, le traitement permet une sédation des

symptômes et une normalisation des paramètres biologiques sans séquelles.

IV.3 Physiopathologie du paludisme

IV.3.1 Les accès simples

La fièvre est due à l'éclatement des rosaces qui libère dans le torrent circulatoire un

pigment malarique. Celui-ci se comporte comme une substance pyrogène. Si

l'éclatement des rosaces est asynchrone, la fièvre est intermittente, tierce ou quarte,

selon la périodicité de la schizogonie (48 ou 72 heures) (Gentillini, 1993).

L'anémie résulte de la lyse des hématies parasitées. La splénomégalie et

l'hépatomégalie, habituellement au bout d'un certain temps d'évolution, témoignent

de l'hyperactivité et de la congestion de la rate et du foie.

Le subictère provient de l'activité phagocytaire des cellules de Küppfer transformant

l'hémoglobine en bilirubine libre qui colore les conjonctives et les urines.

IV.3.2 Les accès pernicieux

Par ses manifestations viscérales, neurologiques et rénales, l'accès pernicieux

palustre. dont la physiopathologie n'est pas parfaitement élucidée, reste une

érythrocytopathie parasitaire. Il doit ses particularités symptomatiques à la

multiplication rapide de P.f dans les capillaires viscéraux qui engendre une anoxie

des tissus nobles, prédominant au niveau de l'encéphale, puis des reins, des

poumons et du foie, par une anémie hémolytique, des troubles de la circulation et

des phénomènes cytotoxiques (Gentillini, 1993).
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IV.4 Diagnostic biologique du paludisme

IV.4.1 Le diagnostic parasitologique

a) Le frottis mince et la goutte épaisse

Les prélèvements sanguins sont effectués au bout du doigt de préférence avant

toute prise d'antipaludiques.

La recherche de parasites s'effectue sur la goutte épaisse et le frottis, colorés par la

méthode de Field ou de Giemsa qui teinte le cytoplasme en bleu et le noyau en

rouge.

L'examen de la goutte épaisse doit constituer la première étape. Si les parasites sont

présents, l'espèce plasmodiale devra être identifiée par l'examen du frottis. L'aspect

morphologique des hématies est différent selon les espèces. L'association frottis

goutte épaisse doit être systématique; elle se pratique volontiers sur la même lame.

La lecture se fait au microscope optique à l'objectif x 100.

Pour le frottis sanguin, la lecture s'effectue sur la base de 400 hématies par champ à

raison de 4000000 d'hématies par micro-litre (!JI) de sang. Les résultats sont

exprimés en densité parasitaire qui est le nombre d'hématies parasitées par 1-11 de

sang.

Pour la goutte épaisse, la lecture s'effectue sur 1000 leucocytes sur la base de 6000

leucocytes par 1-11 de sang.

b) Le QCB (Quantitative Buffy Coat)

Son principe est basé sur l'utilisation de tubes (tube QCB) contenant de l'acridine

orange qui colore tout organisme contenant de l'ADN / ARN. La coloration du noyau

de l'hématozoaire par l'acridine orange facilite ainsi son observation avec un

microscope muni de lumière UV.
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Les composants de cette méthode font d'elle un test de diagnostic direct du

paludisme simple et sensible car ils permettent de détecter jusqu'à 1 ou 2 parasites

par micro litre de sang. Le QCB est un test facile, rapide mais cher.

Iv'4.2 Le diagnostic immunologique

Les méthodes immunologiques sont surtout utilisées pour les études séro

épidémiologiques en zone d'endémie. Elles permettent:

La mise en évidence des anticorps

C'est une méthode peu courante utilisée principalement en épidémiologie.

L'immunofluorescence et l'ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sont les

plus utilisées. Elle n'a aucun intérêt pour la mise en évidence des parasites chez les

malades.

La mise en évidence des antigènes:

C'est une technique qui permet de détecter la présence du parasite, quand bien

même les examens parasitologiques pour une raison ou une autre se sont révélés

négatifs. Cette technique est inutile en zone d'endémie, les habitants de ces zones

étant très parasités.

~ Le Parasight :

C'est un test de diagnostic facile, rapide, précis et fiable mais cher, dont le principe

est basé sur la détection qualitative de l'antigène de la malaria à P.f, Histidine Rich

Protein Il (HRP) sur du sang total. Cette méthode utilise des "bandelettes d'essai" qui

permettent la détection du complexe antigène soluble-anticorps sous forme d'une

bande colorée visible à l'œil nu.

D'autres techniques permettent d'effectuer le diagnostic du paludisme:
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L'OptiMal:

C'est un test de diagnostic qui consiste à rechercher la LDH (Lactate

Déshydrogénase) spécifique du parasite en utilisant des anticorps monoclonaux

adsorbés sur une bandelette.

C'est un test simple, sensible, spécifique et cher.

La PCR (Polymérase Chain Reaction) :

C'est un processus d'amplification de l'ADN parasitaire utilisant des stades de

dénaturation et d'amplification du matériel génétique. Il permet de détecter 1

plasmodium dans 10 ml de sang. La PCR est un test de diagnostic compliqué,

sensible et cher.

IV.S Traitement du paludisme

[V.S.} La classification des antipaludiques

Les antipaludiques sont classés en fonction de divers critères comme présentés

dans le tableau 1 :

Le point d'impact du principe actif.

Le délai d'action du principe actif.

L'origine du principe actif.

La famille chimique du principe actif.
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Tableau 1: Classification des antipaludiques

Point Délai Origine du Famille DCI Spécialités
d'impact d'action du Principe chimique du (Dénomina-tion

du principe actif principe actif Principe Commune
actif actif Internationale)

Alcaloïdes du Quinine Quinoforme®
quinquina Quinidine QuinimaX®

Cinchonidine
Naturelle

Sesquiterpènes Qinghaosu ArsumaX®
Paluther®
Arinate®

Chloroquine Nivaquine®
Résochine®

Action Amino-4-

Rapide
quinoléines

Amodiaquine Flavoquine®

Schizontocides Camoquin®

Méfloquine Lariam®
Méphaquin®

Amino-
arylalcools Halofantrine Halfan®

Sulfones Diaminodi- Disulone®
phénylsulfone

Synthèse
Sulfamides Sulfadoxine Fanasil®

Diguanides Chlorhydrate de Paludrine®
Action proguanil

lente
Daraprim®Diamino- Pyrimétamine

pyrimidines

Sulfadoxinel Fansidar®
Pyriméthamine

Sulfadoxinel
Pyriméthaminel Fansimef®
Méfloquine

Artéméther 1 Coartem®

Luméfantrine

Artésunate 1 Co - Arinate®

Associations et Amodiaquine Arsucam®
combinaisons

Artésunate 1
Méfloquine Artequin®

1

Chloroquine 1
Savarine®Proguanil

Atovaquone 1
Proguanil Malarone®

Chlorproguanill Lapdap®
Dapsone

Gamétocy- Amino-8- Primaquine Primaquine®
tocides quinoléines
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IV.S.2 Les molécules antipaludiques

a) Les schizontocides

Les schizontocides agissent sur les formes endoérythrocytaires du cycle

schizogonique.

Les alcaloïdes du Quinquina

Parmi les quatre principaux alcaloïdes extraits du quinquina qUinine, quinidine,

cinchonine et cinchonidine, seule la quinine demeure l'antipaludique majeur

(médicament de l'accès grave et de l'urgence). La quinidine, isomère de la quinine,

est parfois utilisée. La quinine est utilisée dans le traitement d'urgence du paludisme

grave à P.f. On la rencontre sous les noms : Quinimax®, Quinoforme®,

Arsiquinoforme®.

Les amino-4-quinoléines

Les amino-4-quinoléines font partie des premiers antipaludiques de synthèse.

Actuellement la chloroquine (Nivaquine®, Résochine®) et l'amodiaquine

(Flavoquine®, Camoquin®) sont les plus utilisés du fait de leur tolérance, de leur

efficacité, et de leur faible coût.

Les amino-4-quinoléines doivent rester la règle en traitement curatif, en l'absence de

résistance.

Les aryl-amino-alcools

Cette famille d'antipaludiques schizontocides sanguins comprend les médicaments

déjà disponibles comme l'halofantrine (Halfan®) et la méfloquine (Lariam®).

Ce sont des médicaments très efficaces sur la phase aiguë de la maladie et leur

utilisation est préconisée surtout en zone de chloroquinorésistance.
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Le Qinghaosu (artémisinine)

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence la très grande efficacité du

qinghaosu aussi bien sur l'accès simple que sur l'accès grave.

Le dérivé artésunate est présenté sous forme de comprimé à SOmg (Arsumax®) et le

dérivé artéméther sous forme d'ampoule injectable à 80 mg (Paluther®).

Les antifoliques et les antifoliniques

Ce groupe d'antipaludiques agit en bloquant la synthèse des acides nucléiques. Il

comprend:

~ Les antifoliques

Les antifoliques regroupent les sulfamides (sulfadoxine : Fanasil®) et les sulfones

(diaminodiphénylsulfone : Disulone®). Ils sont actifs sur les souches de P.f

chloroquinorésistantes.

Quatre règles prévalent dans leur emploi (Gentillini, 1993) :

• Viser à une prise unique.

• Ne pas recourir aux sulfamides en prophylaxie mais plutôt aux

sulfones.

• Réserver leur emploi aux zones de résistance aux amino-4

quinoléines.

• Toujours associer un sulfamide ou une sulfone à un autre

antipaludique.
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~ Les antifoliniques

Ils comprennent les diguanides (chlorhydrate de proguanil Paludrine®) et les

diaminopyrimidines (pyriméthamine : Daraprim®).

Les antibiotiques

Plusieurs antibiotiques ont une activité antiplasmodique sur les modèles

expérimentaux animaux ou sur cultures in vitro de P.f. Les antibiotiques les plus

utilisés sont:

~ Les cyclines (tétracycline; doxycycline : Vibramycine®)

~ Les macrolides : ces antibiotiques sont le plus souvent utilisés

en association avec d'autres antipaludiques (érythromycine,

spiramycine) ou isolément (clindamycine) en cas de chimio

résistance de P.f.

Les associations schizontocides

Les associations les plus utilisées sont:

~ Sulfadoxine + Pyrimétamine : Fansidar® comp à 500mg de

sulfadoxine et à 25 mg de pyrimétamine ou en ampoules

injectables par voie lM dosées à 400mg de sulfadoxine et 20mg

de pyrimétamine.

~ Dapsone + Pyrimétamine : Maloprim® comp à 100mg de

dapsone et 12,5 mg de pyrimétamine .

~ Sulfadoxine + Pyrimétamine + Méfloquine : Fansimef® comp à

500mg de sulfadoxine, 25mg de pyrimétamine et 250mg de

méfloquine.
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~ Chloroquine + Proguanil : Savarine® comp à 100mg de

chloroquine et 200mg de proguanil.

~ Artéméther + Luméfantrine: Coartem® comp à 20mg

d'artéméther et 120 mg de luméfantrine.

~ Artésunate + Méfloquine : Artequin® comp à 200mg

d'artésunate et 250mg de méfloquine.

~ Atovaquone + Proguanil: Malarone® comp à 250mg

d'atovaquone et 100 mg de proguanil.

b) Les gamétocvtocides

Ils sont actifs sur les formes sexuées du parasite. Certains auraient une action sur

les formes exoérythrocytaires hépatiques. Cette classe d'antipaludiques est

essentiellement constituée par les amino-8-quinoléines dont le plus connu est la

primaquine (Primaquine®).

Ils sont d'utilisation limitée à cause de leur toxicité (Gentillini et Duflo, 1986).

IV.S.3 Le mode d'action des antipaludiques

Les antimalariques sont classés selon leurs modes d'action en trois groupes:

a) Les Iysosomotropes

Ils regroupent les schizonticides sanguins : la quinine, les amino-4-quinoléines

(chloroquine, amodiaquine) et les amino-alcools (méfloquine, halofantrine),

l'artémisinine.

La quinine, les amino-4-quinoléines et les amino-alcools, sont des molécules qui

interfèrent avec l'utilisation de l'hémoglobine dans la vacuole nutritive en inhibant la

formation de l'hémozoïne.

L'artémisinine et ses dérivés, interfèrent aussi avec l'utilisation de l'hémoglobine par

la libération de radicaux libres toxiques pour le parasite.
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La quinine

Deux théories ont été proposées sur son mode d'action.

Pour Fitch (1984), la molécule agirait en retardant la séquestration de

ferriprotoprophyrine IX dans le pigment malarique, permettant à celle-ci d'exercer sa

cytotoxicité .

Warhurst (1981) propose la théorie de la perméase, selon laquelle la molécule est

transportée à l'intérieur de la cellule parasitaire, par l'intermédiaire d'un transporteur

agissant sous l'influence d'un gradient de pH ; la molécule interférerait avec le

catabolisme Iysosomial de l'hémoglobine, "affamant" le parasite en acides aminés

essentiels pour sa propre biosynthèse protéinique.

Les amino-4-quinoléines et les amino-alcools

Lorsque les érythrocytes parasités par les plasmodiums sont exposés aux amino-4

quinoléines et aux amino-alcools, ces produits se concentrent à l'intérieur des

érythrocytes. La capacité du plasmodium à accumuler ces scl"lizonticides est le

phénomène de base qui explique leur sélectivité d'action. Pour expliquer ce

phénomène, on a évoqué l'existence d'un récepteur dans le parasite (ADN,

ferriprotoporphyrine IX (F.P) ou phospholipide membranaire) et/ou l'effet d'un

gradient de pH (Le Bras et Basko, 1991).

o Les récepteurs

~ L'ADN:

On a longtemps cru que les amino-4-quinoléines interagissaient avec les

nucléoprotéines du parasite. Cette hypothèse, évoquée dans les années 50 et 60

puis abandonnée jusqu'en fin des années 80, est en train d'être reconsidérée par

Meshnick (Kwakye-Berko et Meshnick, 1989 ; Meshnick,1990).
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~ La ferriprotoprophyrine IX membranaire (F.P) le

mécanisme de la toxicité membranaire.

Selon Fitch (1984) les interactions entre la chloroquine et la F.P joueraient un rôle

capital dans la concentration des amino-4-quinoléines et des amino-alcools dans les

hématies parasités et dans la destruction du parasite.

Chou et Ficth (1980) ont identifié la F.P comme étant le récepteur à forte affinité et

spécificité pour la chloroquine (Ca), la quinine et la méfloquine in vitro. La F.P

(constituant à 90% de l'hémozoïne) est un produit lytique mais éphémère de la

digestion de l'hémoglobine pour le plasmodium, qui se lie normalement à une

protéine formée par le parasite ("protéine liant l'hème"), pour former le pigment

malarique non toxique. En présence de la chloroquine, il y aura une compétition

entre l'antipaludique et la protéine parasitaire, pour produire un complexe lytique qui

provoque une perméabilité anormale et la fuite du potassium du parasite et de

l'hématie. Cette modification de la perméabilité entraîne la destruction des

membranes et la mort du parasite.

~ Le phospholipide membranaire :

La chloroquine pourrait se lier aux membranes parasitaires et érythrocytaires compte

tenu de son effet stabilisant sur les membranes. Mais c'est la méfloquine qui est la

mieux connue pour son affinité avec les phospholipides membranaires (aussi élevé

que pour la FP) (Chevli et aL, 1982). Dans le cadre d'une association de cette

hypothèse avec celle de Fitch, un double mode d'action : liaison à la FP et aux

phospholipides membranaires, pourrait expliquer l'efficacité supérieure de la

méfloquine contre les plasmodiums chloroquinorésistants.

o Le gradient de pH

Krogstad (1987) propose une double hypothèse, fondée sur les effets des bases

faibles, dont font partie les amino-4-quinoléines et les amino-alcools, et sur les effets

"non base faible". Selon cette hypothèse les bases faibles pénètrent par diffusion

simple dans les trois compartiments de l'hématie parasitée : le cytoplasme

érythrocytaire, le cytoplasme parasitaire et la vacuole parasitaire. Une fois à
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l'intérieur de la vacuole parasitaire, dont le pH acide est maintenu par une pompe à

protons dépendant de l'ATP ; les bases faibles subissent une protonation au niveau

de leurs atomes d'azote, qui les rendent 100 à 1000 fois moins diffusibles, expliquant

l'accumulation des amino-4-quinoléines et des amino-alcools dans la vacuole. En

même temps, le pH vacuolaire augmente, à la suite de la consommation de protons

et du dépassement de la capacité de la pompe à protons et du tampon. En

conséquence, les fonctions de la vacuole plasmodiale sont arrêtées, en particulier la

dégradation de l'hémoglobine. En fait, l'augmentation du pH vacuolaire est moins

important que prévue par le modèle, ce qui explique la mise en jeu d'un autre

mécanisme. Pour Krogstad, un effet non base faible compléterait les effets des

bases faibles; ceci pourrait impliquer, soit un transporteur situé dans la membrane

érythrocytaire, soit un récepteur qui pourrait être la FP. Les deux mécanismes,

complémentaires, assureraient un taux élevé d'amino-4-quinoléines et d'amino

alcools dans la vacuole, l'augmentation du pH vacuolaire restant le phénomène clé

qui agirait sur le parasite.

L'artémisinine

L'artémisinine et ses dérivés sont actifs grâce à la présence d'un pont

endoperoxyde; il est probable que le métabolisme rapide de ces composés

s'accompagne de libération de radicaux libres de l'oxygène qui pourrait en exercer

un effet destructif sur le parasite (Zhao et al., 1986).

L'action de l'artémisinine s'accompagne d'agrégations nucléaires, de gonflement et

de déformation des membranes parasitaires (Gu et al., 1985). Au plan biochimique,

l'inhibition de la synthèse des protéines est très précoce.

b) Les antimétabolites : antifoliques et antifoliniques

Les antifoliques (sulfones; sulfamides) et les antifoliniques (diaminopyrimidines et

biguanides) agissent sur la voie de biosynthèse de l'acide folique de façon similaire

chez le plasmodium comme dans le cas des bactéries.
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Les antifoliques sont des analogues de l'acide para-amino-benzoïque (PAB) et sont

donc en concurrence avec le PAB pour la même enzyme; ils inhibent la synthétase

de l'acide dihydrofolique, l'enzyme de la première étape de la synthèse de l'acide

folique.

Les antifoliniques inhibent la réductase de l'acide dihydrofolique, l'enzyme de la

deuxième étape de la synthèse.

Les deux sous familles des antimétabolites combinés agissent séquentiellement sur

la même voie métabolique du parasite. La spécificité d'action des antimétaboliques

contre les plasmodies est basée sur la haute affinité de ces antipaludiques pour les

enzymes plasmodiales par rapport aux enzymes des cellules hôtes (Le Bras et

Basco, 1991).

c) Les antibiotiques

Les antibiotiques inhibent la synthèse protéique au niveau des ribosomes 70s des

mitochondries plasmodiales (Divo et al.,1985). Les protéines supposées d'origine

mitochondriale ne représentent qu'une faible proportion de la totalité des protéines

synthétisées par le parasite. Grâce à un stock suffisant de protéines fabriquées dans

le cytoplasme parasitaire, l'arrêt de la synthèse sous l'action des antibiotiques

n'affecte pas immédiatement le parasite.

La première génération du plasmodium exposée aux antibiotiques in vitro achève

son cycle intraérythrocytaire et apparaît morphologiquement normale au bout de 48

heures. Par contre, la deuxième génération du parasite ne se développe pas. Cet

effet tardif est attribué à l'action lente des antibiotiques sur la mitochondrie

plasmodiale.
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IV.5.4 Le traitement étiologique du paludisme

a) Les accès palustres simples

Il repose essentiellement sur les amino-4-quinoléines, surtout la chloroquine qui

malgré l'apparition des souches plasmodiales résistantes, demeure encore le

médicament de premier choix pour le traitement de l'accès simple dans certains pays

d'Afrique de l'Ouest.

En première intention, la posologie recommandée pour la chloroquine administrée

par voie orale est la suivante:

Le 1er jour de traitement 10mg/kg de poids corporel en prise

unique.

Le 2éme jour de traitement : 10mg/kg de poids corporel en prise

unique.

Le 3éme jour de traitement 5mg/kg de poids corporel en prise

unique.

La forme injectable est utilisée en cas de vomissements et d'intolérance digestive.

L'amodiaquine à la dose de 25mg/kg par voie orale sur trois jours peut remplacer la

chloroquine dans les cas d'intolérance de celle-ci.

En deuxième intention, en cas d'échec au traitement de la chloroquine, l'association

sulfadoxine - pyrimétamine est administrée à la posologie de 1comprimé (comp)

pour 20 kg de poids corporel avec un maximum de 3 comp en prise unique/jour.

La quinine est administrée dans le cas d'un échec au traitement de deuxième

intention. La posologie est de 8mg/kg toutes les 8 heures pendant 5 à 7 jours.

En cas de résistance à la quinine, on prescrira soit la méfloquine ou l'halofantrine,

soit les dérivés de l'artémisinine (artésunate, artéméther).
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b) Les accès palustres compliqués: neuropaludisme ou accès pernicieux

Le traitement du neuropaludisme est basé sur l'administration intraveineuse lente

d'un sel de quinine. La posologie est de 25 mg/kg/jour répartis en trois injections de

8 mg/kg dans 250 ml de soluté glucosé 5% à passer en 4 heures toutes les 8

heures. En général, le traitement commence par une dose de charge qui est

administrée au patient à raison de 20mg/kg de poids corporel en perfusion dans 250

ml du soluté glucosé 5%. En fonction de l'état du malade, un traitement

symptomatique est associé (vasodilatateur cérébral, antipyrétique, anticonvulsivant,

antianémique, etc.).

IV.6 Molécules antiplasmodia/es d'origine végétale

Iv'6.1 Les alcaloïdes

a) La quinine:

C'est le premier antipaludique d'origine végétale isolée des racines de Cinchona sp.

(Rubiaceae) vers 1820 par Pelletier et Caventou. C'est un alcaloïde quinoléique

appartenant à la famille chimique des arylméthanols.

b) Les bisbenzylisoquinoléines :

La tétrandrine a été isolée de Stephania tetrandra S. Moore

(Menispermaceae). La plante était utilisée pendant longtemps dans la médecine

chinoise comme antirhumatismale ou comme analgésique. In vitro, la tétrandrine à

une efficacité plus importante sur les souches chloroquinorésistantes de P.f que sur

les souches sensibles.

Combinée à la chloroquine, elle préviendrait l'émergence de la chloroquinorésistance

(Ye et aL, 1989).

La phaeanthine, énantiomère de la tétrandine, a été isolée chez

Triclisia patens Oliv. (Menispermaceae). La phaeanthine présente à peu près les

mêmes effets que cette dernière. Elle est active in vitro sur le P.f.
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La quinine

La tétrandrine

La berberine
La fébrifugine
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La 7-O-diméthyltétrandine et la limacine ont été isolées

respectivement chez Strychnopsis thouarsii Baill. (Menispermaceae) et

Spirospermum penduliflorum Thou. (Menispermaceae). Elles ont montré toutes les

deux une activité antiplasmodique in vitro. Ces molécules potentialisent l'effet de la

chloroquine sur les souches résistantes.

c) La fébrifugine-l'isofébrifuge

La fébrifugine a été extraite des racines de Dichroa febrifuga Lour. (Saxifragaceae).

L'activité antipaludique de l'extrait a été mise en évidence en 1947 par Spencer et

ses collaborateurs. La molécule active (la fébrifugine) a été isolée immédiatement en

1948. Cependant sa toxicité a limité son emploi et son développement.

d) La berberine

La berberine a été retrouvée chez les Annonaceae, les Berberidaceae et les

Menispermaceae. Son activité antiplasmodique a été démontrée in vitro mais pas in

vivo (Phillipson et aL, 1991).

e) Les alcaloïdes anticancérigènes : la vinblastine

La vinblastine isolée chez Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae), est

active in vitro sur le P.f (Nkunya, 1992).

f) Les alcaloïdes acridiniques

Les alcaloïdes acridiniques ont été isolés chez Citrus grandis (L.) Osbeck

(Rutaceae). L' atalaphillinine a une activité in vivo chez la souris infestée par le P.

berghei.
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g) Les alcaloïdes indoliques

Les alcaloïdes indoliques (la 4-méthoxy-1-vinyl-~-Carbaline et la 6-hydroxy-4

méthoxy-1-vinyl-~-carbaline) ont montré une activité antiplasmodique in vitro sur

certaines souches résistantes de P.f.

Iv'6.2 Les terpènes

a) L' artéminisinine ou qinghaosu

L'artémisinine ou qinghaosu a été isolée à partir des feuilles d'une armoise

(Arlemisia annua L.) en Chine. La plante était connue dans la pharmacopée

traditionnelle dans le traitement de la fièvre. L'artémisinine et ses dérivés

(artéméther, artéether, artésunate) constituent une nouvelle classe de molécules

antipaludiques efficaces sur les souches résistantes de P.f .

b) La cynaropicrine

La cynaropicrine a été isolée de Vemonia glutinosa (Composeae). Son activité anti

plasmodique a été démontrée in vitro.

c) La parthénine

La parthénine a été isolée de Parlhenium nysterophorus (L.) Schultz - Bip.

(Asteraceae). Son activité antiplasmodique a été démontrée uniquement in vitro.

d) Les quassinoïdes

Les quassinoïdes sont des triterpénoïdes. Ils sont présents chez la plupart des

Simaroubaceae. Vingt six quassinoïdes de structures différentes ont été testées in

vitro sur le P.f (Bryskier et Labro, 1988). Il a été démontré que les quassinoïdes sont

des inhibiteurs potentiels de la synthèse protéique chez P.f et ont un faible effet sur

la glycolyse.
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IV.6.3 Les quinones et les composés phénoliques

Les naphtoquinones sont actives in vitro sur le P.f. On peut citer,

le lapachol rencontré chez les Bignoniaceae. Du fait de leur faible toxicité, les

naphtoquinones sont désignées pour le développement de nouvelles classes de

drogues végétales.

Le gossypol (polyphénol) extrait du Gossypium sp. (Malvaceae) est

actif in vitro sur le P.f.

Certains flavonoïdes (artémetine, casticine) ont une activité

antiplasmodique à doses élevées (Phillipson et Wright, 1991).

IV.7 Chimiorésistance

IV. 7.1 La définition

La chimiorésistance ou pharmacorésistance est la capacité qu'a un parasite à se

multiplier ou à survivre en présence de concentration d'une substance qui,

normalement le détruit ou empêche sa multiplication.

IV. 7.2 Le mécanisme de la chimiorésistance

Plusieurs hypothèses ont été développées pour expliquer le mécanisme de la

chimiorésistance.

L'hypothèse faisant intervenir la ferriprotoporphyrine (FP) comme

récepteur des schizontocides :

Fitch (1984) explique la chloroquinorésistance de P.f par une séquestration plus

efficace de la FP, diminuant ainsi la formation du complexe FP-Ca.
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Il propose différents mécanismes possibles pour expliquer ce phénomène, sans

avancer de preuves expérimentales: l'augmentation de la quantité ou de l'affinité de

la "protéine liant l'hème", et l'accélération de la séquestration de FP.

L'hypothèse du gradient de pH selon Warhurst.

Les mécanismes de résistance envisageables sont:

• la modification du gradient de pH par l'arrêt de l'activité de la

pompe à protons ou par changement de perméabilité des

membranes.

• la modification quantitative ou qualitative de la perméase

dans les membranes plasmiques et vacuolaires. Il faudrait

dans ce cas admettre l'activité de la perméase dans la

membrane vacuolaire des seules souches résistantes, pour

expliquer l'efflux de la chloroquine vers le cytoplasme

parasitaire (Warhurst, 1986).

L'hypothèse de l'efflux des amino-4-quinoléines et des amino

alcools:

Elle est basée sur la cinétique de la chloroquine radiomarquée dans les deux

directions, influx et efflux, chez le P.f sensible et résistant (Krogstad et al., 1987).

La vitesse initiale de l'accumulation est presque identique chez les deux souches, à

l'état d'équilibre, la chloroquine s'accumule significativement plus chez le P.f sensible

que chez le P.f résistant. La cinétique de l'influx met en évidence la sortie rapide de

la chloroquine radiomarquée chez le P.f résistant et lente chez le P.f sensible. Ceci

explique la différence du taux de chloroquine à l'état d'équilibre chez les deux

souches.
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L'hypothèse de la modification des phospholipides membranaires et

de la fuite des protons:

Selon Ginsburg, la résistance pourrait être acquise par une modification des

phospholipides influant sur la perméabilité membranaire aux bases protonées,

facilitant la fuite des schizontocides. De façon plus convaincante, cet auteur suggère

que le parasite résistant puisse avoir des pompes à protons déficientes et/ou une

fuite accrue de protons aboutissant à un pH vacuolaire relativement élevé.

La moindre diminution du pH vacuolaire suffit pour expliquer la rétention de 40 fois

plus de chloroquine non protonée dans la vacuole d'une souche sensible et, par

conséquence, explique l'efflux 40 fois plus rapide de la souche résistante observée

par Krogstad (Ginsburg, 1988).

L'hypothèse de la réversion de la résistance:

Elle est issue du rapprochement des mécanismes de résistances de cellules

cancéreuses et de P.f. Certaines cellules humaines cancéreuses exposées in vitro à

un médicament anticancéreux deviennent résistantes au composé sélectionné, mais

également à deux agents de mode d'action différent. Une pompe ATP dépendante

située dans la membrane plasmique des cellules résistantes est à l'origine de l'efflux

des agents anticancéreux.

Il s'agit d'une P-glycoprotéine surexprimée dans les membranes sous l'effet de

l'amplification d'un gène appelé MOR. Un gène similaire partageant 60% de la

séquence nucléotidique a été détecté sur des souches chimiorésistantes de P.f, mais

la présence et la surproduction d'une P-glycoprotéine plasmodiale reste encore à

établir.

IV. 7.3 Les méthodes d'évaluation de la chimiorésistance

L'évaluation de la chimiorésistance a été standardisée par l'O.M.S pour l'espèce P.f.

On distingue deux grandes méthodes: l'étude in vitro et l'étude in vivo.
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a) La détermination de l'efficacité thérapeutique: les tests in vivo.

Les tests in vivo permettent d'évaluer directement la valeur des différents schémas

thérapeutiques dans le traitement de l'accès palustre. Ils ne sont pas conçus pour

évaluer des schémas prophylactiques (Le Bras J., Basco L. K., 1991). Ils consistent

à administrer à un sujet porteur de P.f , la dose ordinairement recommandée de

l'antipaludique à tester, et à contrôler la disparition des signes cliniques et des

parasites du sang au bout d'un temps donné (Guiguemdé T.R. et al., 1996). Un

seul antipaludique peut être à la fois testé in vivo chez le même sujet.

Ces tests comportent: l'épreuve prolongée de 28 jours avec contrôle de la

parasitémie chaque jour durant 7 jours, puis à J14, J21 et à J28 ; l'épreuve pratique

standard de 7 jours avec contrôle de la parasitémie tous les jours.

L'interprétation des résultats de ces épreuves a été codifiée.

Des variantes d'épreuves simplifiées ont été mises au point avec réduction du

nombre des contrôles de la parasitémie qui se font soit à J3 et J7, soit uniquement à

J7 . Seul le protocole d'étude in vivo de la chloroquine a été standardisée pour le

moment ( Le Brasd J., Basco L. K., 1991).

Pour une épreuve in vivo, les sujets à inclure dans l'étude doivent:

avoir une infection monospécifique à P.f.

avoir une densité parasitaire supérieure ou égale à 1000 formes asexuées

par !JI de sang.

présenter une forme clinique de paludisme simple avec, notamment une

possibilité d'administration du médicament par voie orale.

b) La mesure de la chimiorésistance du parasite: les tests in vitro.

La mise en œuvre de ces tests impose l'isolement et la culture des parasites. Elle

consiste à mesurer l'inhibition de la maturation en schizontes des parasites isolés

chez un sujet, en présence de doses croissantes d'un antipaludique donné. Dans les

tests in vitro, à partir du sang prélevé chez un sujet , plusieurs antipaludiques

peuvent être testés à la fois ( Le Brasd J., Basco L. K., 1991).
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Les tests actuellement utilisés sont des microtests et les semi-microtests. On

distingue: les tests optiques, les tests isotopiques et les nouveaux tests.

Les tests optiques

Les microtests et les semi-microtests ont été mis au point dans les années 70. Ils

s'appuient sur la capacité des doses croissantes d'antipaludiques testés, à

empêcher la maturation des trophozoïtes de P.f en schizontes, lorsque le

prélèvement sanguin est mis en culture dans le milieu RPMI (Rosewell Park

Memorial Institute) et incubé à 3rC en présence de gaz carbonique et d'oxygène,

pendant 24 à 48 heures.

Les résultats s'expriment en concentration minimale inhibitrice (CMI) pour le

microtest et en concentration inhibitrice 50% (Clso) ou 90% (Cleo) pour le semi

microtest.

Les tests isotopiques

Ils différent des précédents tests par l'adjonction d'un radio-isotope (hypoxanthine

tritiée). La maturation des parasites est révélée par l'incorporation du radio-isotope

dans le noyau des parasites, et la mesure de la radioactivité se fait après 48 heures

d'incubation, à l'aide d'un compteur bêta à scintillation. Les résultats sont donnés en

coups par minute (CPM) et l'activité du médicament est exprimée en Ciso ou en Cleo.

c) Les nouveaux tests.

Les tests récemment mis au point sont ceux de Makler (Makler M. T. et aL, 1993) et

de Krogstad ( Krogstad D. J. et aL, 1987).

Le test enzymatique de Makler

Ce test est fondé sur la capacité de l'enzyme LDH (Lactate Déshydrogénase) de P.f

à utiliser rapidement la 3-acétylpyridine adénine dinucléotide dans la réaction

aboutissant à la formation de pyruvate à partir du L-Lactate. Le test vise à détecter et

à quantifier par une technique enzymatique, la LDH produite par P.f en présence de
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l'antipaludique étudié. 1\ existe une corrélation entre densité parasitaire et l'activité de

la LDH plasmodiale.

Le test de Krogstad

1\ est fondé sur la capacité d'un inhibiteur calcique, le vérapamil, à bloquer l'excrétion

et l'exocytose de la chloroquine de la vacuole parasitophore des souches

chloroquinorésistantes de P.f. Pour cela, les souches plasmodiales du malade sont

incubées dans une solution de chloroquine marquée à l'hydrogène tritiée, avec et

sans vérapamil.

La radioactivité des deux échantillons est comptée par un compteur bêta à

scintillation liquide. La différence de désintégration par minute (DPM) entre les deux

échantillons permet d'affirmer la sensibilité ou non d'une souche de P.f en deux

heures et de déterminer le niveau" Riou RIII" selon la classification de l'auteur

d'après qui les résultats préliminaires permettent de situer les niveaux de résistance

suivants:

aà 10 % : présence de souches résistantes avec un bas niveau RI.

10 % à 30 % : présence de souches résistantes mais le niveau est encore mal

défini.

30 % : présence de souches résistantes avec un niveau élevé RIII.

Les antipaludiques pour lesquels il existe un test d'étude in vitro standardisé sont: la

chloroquine, la quinine, la méfloquine et l'halofantrine.

Pour une épreuve in vitro, les sujets à inclure dans l'étude doivent:

avoir une infection monospécifique à P.f.

avoir une densité parasitaire 4000 formes asexuées par ~I de sang soit

0,1% de la parasitémie.
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IV. 7.4 La chimiorésistance au Burkina Faso.

Au Burkina Faso, le paludisme constitue l'un des premiers motifs de consultation

médicale. C'est un pays où la prévalence du paludisme peut atteindre 80% pendant

la période de transmission maximale.

La chloroquinorésistance y est apparue dans les années 80. Le Centre de Référence

de la Chimiorésistance du Paludisme (C.R.C.P), dont l'un des objectif majeurs est

d'élaborer des schémas thérapeutiques appropriés pour contenir le phénomène, a

mené de nombreuses études in vivo au niveau national; et les résistances

observées chez les autochtones sont essentiellement des résistances

parasitologiques avec la chloroquine à la dose de 25 mg/kg. Les résistances

cliniques sont rares (Guiguemdé T.R. et aL, 1991).

En 1991, Guiguemdé et ses collaborateurs ont publiés le bilan de 10 ans de

surveillance de la chloroquinorésistance au Burkina Faso de 1982 à 1991. Ce bilan

fait état d'une régression des taux de chloroquinorésistance in vitro et in vivo qui de

41 % et 15,8 % en 1982 sont passés à 25 % et 5,5 % en 1991. Ils ont constaté une

stabilisation des taux de choroquinorésistance in vivo de 14,4 % de 1988 à 1991.
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V Le Saye

Le Saye, recette médicinale proposée par le Dr Dakuyo P. Zépherin, est préconisée

dans le traitement du paludisme simple, de l'hépatite et de la constipation. Le Saye a

été reconnu par le code de santé publique de notre pays en 1986. Il est constitué par

l'association de trois plantes qui sont:

Cassia alata Linn (Caesalpiniaceae)

Cochlospermum planchonii Hook (Cochlospermaceae)

Phyllantus amarus Schum et Thonn (Euphorbiaceae)

Il est vendu en pharmacie sous la forme de tisane à 200g de Saye par sachet et

sous la forme de gélules à 200mg de poudre de Saye (boîte de 30 gélules).

V.1 Mode de préparation du Saye

Les plantes qui composent le Saye sont récoltées à différentes périodes de l'année

dans la région de Banfora (Burkina Faso). Les feuilles de Cassia alata Linn sont

récoltées entre le 15 septembre et le 31 octobre. Les racines de Cochlospermum

planchonii Hook sont récoltées toute l'année, et les feuilles de Phyllantus amarus

Schum et Thonn entre le 15 février et le 15 septembre.

Après la récolte, les différentes plantes sont séchées au soleil. Elles sont ensuite

stockées différemment au magasin et subissent un tri pour éliminer les impuretés

(mauvaises herbes etc.).

Pour la tisane, une fois le tri effectué, les différentes parties des plantes sont

coupées et mélangées à des proportions bien précises. Le mélange est ensuite

conditionné en sachets de 200g chacun.
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Pour les gélules, une fois que le tri a été fait, les différentes parties des plantes sont

broyées pour donner une poudre. Les poudres obtenues sont mélangées à des

proportions bien précises. Le mélange des différentes poudres servira à remplir les

gélules à raison de 200mg de poudre de Saye.

V.2 Mode d'utilisation du Saye

v'2.] La tisane

La tisane composée Saye est utilisée sous la forme d'une décoction. La posologie

proposée chez l'adulte, dans le traitement du paludisme, de l'hépatite et de la

constipation, est d'un verre de décocté à boire matin, midi et soir après les repas.

Chez l'enfant d'âge supérieur ou égal à 7 ans, un demi verre de décocté à boire

matin, midi et soir après les repas.

La durée du traitement est de 5 jours pour le paludisme simple et de 2 à 3 semaines

pour l'hépatite. La durée de conservation de la tisane est de 3 ans.

v'2.2 Les gélules

Dans le traitement du paludisme, de l'hépatite et de la constipation, la posologie est

de 2 à 3 gélules trois fois par jour chez l'adulte et de 2 gélules trois fois par jour chez

l'enfant d'âge supérieur ou égal à 7 ans.

Le traitement est de 5 jours pour le paludisme simple et 2 à 3 semaines pOLir

l'hépatite. La durée de conservation des gélules est de 2 ans.
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VI Plantes composantes de la tisane Saye

VI.1 Cassia alata Linn (Caesalpiniaceae)

Nom usuel: Dartrier

Noms vernaculaires:

Bambara:

Mooré

Kô-taba

Jonis-tiiga , Puweg roaanga

VI.l.l Les données botaniques

Le Cassia alata Linn est une Caesalpiniaceae de l'ordre des Fabales. C'est une

plante arbustive de 3 m de haut, à tige noirâtre. Les feuilles grandes, paripennées,

comportant 8 à 15 folioles obovales ou oblongues - obovales arrondies aux

extrémités et mesurant 5 à 15cm de longueur et 3 à 8cm de largeur, sont odorantes.

Elles subissent parfois l'ovoposition de certains genres de papillons et sont donc

parasitées par les chenilles de ces papillons qui pondent leurs œufs sur leur face

inférieure.

Le pétiole et le rachis peuvent mesurer 60cm de longueur et sont quelquefois orangé

verdâtre au-dessus.

Les inflorescences dressées, assez robustes, oranges, atteignant 25cm de longueur,

sont des racèmes.

Les fleurs jaunes mesurent environ 3cm de diamètre.

Les fruits, des gousses à 4 ailes, un peu arquées, mesurant jusqu'à 25cm de

longueur, sont noirs à maturité.
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Les graines nombreuses, noirâtres ou brunâtres, sont anguleuses.

VL1.2 Les données ethnobotaniques et ethnopharmacologiques

a) Répartition géographique

Le Cassia alata Linn est une plante originaire d'Amérique tropicale. Introduite dans

toutes les régions tropicales, cette plante se rencontre dans toute l'Afrique

intertropicale où on apprécie ses propriétés médicinales et aussi la beauté de son

feuillage. On la trouve surtout dans les endroits humides. C'est une plante

anthropophile.

b) Usage médical

Accès fébrile : le décocté des feuilles se prescrit en boisson

pendant une semaine (Aké Assi et Guinko Sita , 1991).

Céphalées: un bandeau contenant un mélange de feuilles fraîches

et d'écorces de racines pilées disposé autour de la tête traite les

céphalées.

Laxatif: le décocté des racines, mélangé avec du sel ou du sucre,

est pris en boisson le matin.

Abortif: la pâte faite de feuilles fraîches délayée dans de l'eau tiède

se prescrit en lavement. Le traitement s'effectue pendant une

semaine.

Hypertension : infusion ou décoction légère des feuilles. Boire un

verre (30cl) 2 fois par jour (Adjanohoun et al., 2002).
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Dermatoses, teignes : Faire sécher les feuilles à l'ombre après les

avoir lavées. Piler et tamiser pour obtenir une poudre fine. Cette

poudre se frictionne directement sur la peau humidifiée ou

incorporée en pommade dans du beurre de karité.

Plaies infectées : La macération des fleurs dans l'alcool de palme

désinfecte la plaie.

Douleurs articulaires: le décocté des feuilles est donné en bains et

boissons.

Le Cassia alata est également indiqué dans le traitement du diabète.

VI.l.3 La chimie

Toutes les parties végétatives de Cassia alata contiennent des quantités importantes

d'acide chrysophanique. Les feuilles et les graines contiennent des dérivés

anthracéniques libres et oxydés (sennosides 8) donnant par oxydation de la rhéine,

du glucose et du rhamnose.

Tiwari et Yadova (1971) ont isolé des racines, outre le l3-sitostérol, deux nouveaux

pigments anthraquinones: la 1,3,8-trihydroxy-2-méthylanthraquinone et le 1,5

dihydroxy-8-méthoxy-2-méthylanthraquinone-3-0-I3-D-(+)-glucopyranoside.

Hemlata et Kalidhar (1992) ont montré que les tiges feuillées du Cassia alata

contiennent le 1, 5,7-trihydroxy-3-méthylanthraquinone (alatinone) .

Ross Kelly et ses collaborateurs (1993), ont modifié la structure de l'anthraquinone

alatinone 1,5,7-trihydroxy-3-méthylanthraquinone en 1,6,8-trihydroxy-3-méthyl

anthraquinone.
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Gupta et Singh (1991) ont isolé des graines du Cassia alata, deux nouveaux

f1avonoïdes glycosides qui sont: le chrysoeriol-7-O-(2"-O-J3-D-mannopyranosyl)-J3-D

allopyranosyl et le rhamnetin 3-0-(2"-O-J3-D-mannopyranosyl)-J3-D-allopyranoside.

Des études spectroscopiques ont montré la présence dans les feuilles de Cassia

alata un flavonoïde glycoside qui est le kaempférol 3-gentiobioside (Moriyama et aL,

2001 ).

VI.1.4 La pharmacologie

La richesse de la plante en anthraquinones totales justifie son emploi comme

purgatif (Thamlikitikul et aL, 1990 ; Ogunti et aL, 1993).

En 1982, une étude menée par Fuzellier et ses collaborateurs, a montré que les

génines libres (rhéine, aloe-émodol et émodol) extraites en partie par l'eau à

l'ébullition seraient à l'origine du pouvoir fongistatique. Le décocté aqueux des

feuilles de Cassia alata inhibe totalement les cultures des dermatophytes au bout de

14 jours.

Ibrahim et Osman en 1995, ont montré que la présence du chrysophanol dans

l'extrait éthanolique des feuilles du Cassia alata a des propriétés antifongiques.

La rhéine isolée de la plante a des propriétés antibiotiques vis à vis du Bacillus

mycoïdes, Bacillus subtilis et du Staphylococcus aureus (Kerharo et Adams, 1974).

L'extrait méthanolique des feuilles, des fleurs, des tiges, des écorces et des racines,

présente une activité antimicrobienne à large spectre. Cette activité augmente avec

les fractions à l'éther de pétrole, au dichlorométhane et à l'acétate d'éthyle. La

fraction au dichlorométhane des extraits des fleurs est plus efficace (Khan et aL,

2001 ).
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Villasenor et ses collaborateurs (2002) ont montré que les extraits à l'hexane, au

chloroforme et à l'acétate d'éthyle des feuilles du Cassia alata ont des propriétés

analgésiques, antiinflammatoires, antifongiques, antimutagèniques et

hypoglycémiantes.

Des études ont montré que le décocté aqueux des extraits foliaires du Cassia alata

revêt une activité cholérétique optimale à la dose de 15 mg/kg, ce qui justifie son

utilisation dans le traitement des troubles digestifs. A des doses plus élevées, la

plante présenterait un effet inhibiteur de la sécrétion biliaire (Assane et aL, 1993).

La toxicité du Cassia alata n'a pas été prouvée, mais à forte dose, l'effet purgatif

peut provoquer la fatigue (Adjanohoun et aL, 2002).
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Figure 2: Cassia alata Linn (Caesalpiniaceae) (photo prise à Bangr weoogo

aux environs de Ouagadougou)

Auteur: Ouattara Issouf
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VI.2 Cochlospermum planchon;; Hook(Cochlospermaceae)

Nom usuel: Faux cotonnier

Noms vernaculaires:

Bambara

Mooré

N' dribala

Sôasga , Sons-raaga

VL2.1 Les données botaniques

Le C.planchonii Hook est une Cochlospermaceae de l'ordre des Violales. C'est un

arbrisseau atteignant 50 à 150 cm de hauteur, à port buissonnant et multicaule.

Les feuilles sont profondément palmatilobées avec des lobes oblongs. Elles sont

rarement dentées et sont arrondies au sommet. La face inférieure des feuilles est

généralement plus ou moin;:; laineuse.

Les fleurs, grandes, jaune d'or, comportant de nombreuses étamines, sont groupées

au sommet des tiges.

Les fruits, des capsules ovoïdes ou ellipsoïdes, ressemblant à celle du cotonnier,

contiennent des graines noires recouvertes de poils blanchâtres.

VI.2.2 Les données ethnobotaniques et ethnopharmacologiques

a) Répartition géographigue

Le Cochlospermum planchonii Hook est une espèce de savane qui se rencontre

depuis la Guinée jusqu'au Cameroun.
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b) Usage médical

Accès fébriles: le décocté des feuilles est prescrit comme boisson

ou employé pour ablution pendant une semaine (Aké Assi et Guinko

Sita, 1991).

Jaunisse-Paludisme: le décocté des racines et des écorces,

associées à celles de Terminalia macropfera Guil!. et Perr.

(Combretaceae), se prescrit en boisson et pour des ablutions. La

partie lignifiée centrale de la racine découpée en petits morceaux

est également consommée. La décoction des racines est proposée

par Dakuyo (1992) dans le traitement de l'ictère, du paludisme et de

la constipation. Un peu partout en Afrique, C.planchonii Hook et

C.tincforium A. Rich, sont traditionnellement et indistinctement

utilisées en décoction pour le traitement des ictères et du

paludisme.

Palpitations cardiaques: les feuilles séchées réduites en poudre

sont consommées matin, midi et soir.

Fortifiant: la poudre des racines délayée dans de l'eau avec du jus

du citron se prend en boisson.

Les feuilles sont également employées comme antidiarrhéiques, antiémétiques,

hépatotropes et antalgiques (Pousset, 1992).

La pulpe sert à confectionner des pansements humides destinés à faire mûrir les

abcès et les furoncles.

VI.2.3 La chimie

En 1985, Ivan Addae Mensah et ses collaborateurs ont mis en évidence dans les

extraits de racines de C.planchonii Hook avec des solvants apolaires, 4

triacylbenzènes dénommés plus tard par Achenbach cochlospermines A, B, C, D, et

qui seraient biologiquement inactives.
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Les extraits aqueux du Cochlospermum planchonii renfermeraient essentiellement

des polyphénols.

Coulibaly (1996) a identifié dans l'extrait chloroformique des matières grasses, des

stérols et triterpènes, des caroténoïdes et des acides gras. Dans l'extrait éthanolique

non hydrolysé ont été identifiés des tanins ainsi que des composés réducteurs et

dans l'extrait é'thanolique hydrolysé des glycosides stéroïdiques et triterpéniques et

des leucoanthocyanes. Les tanins, les composés réducteurs, les glucides ont été

identifiés dans l'extrait aqueux.

VL2.4 La pharmacologie

Presber en 1992 a fait mention de l'inhibition de la croissance in vitro de P.f par des

substances rouges cristallines isolées des racines de Cochlospermum ango/ense

(Welw.) espèce utilisée en Angola pour le traitement de l'ictère et du paludisme.

A 10mg/kg on observe une inhibition de 50% de la multiplication parasitaire et à

50mg/kg une inhibition totale.

Benoît et ses collaborateurs (1996) ont montré l'activité antiplasmodique in vitro du

décocté aqueux des rhizomes de Cochlospermum planchonii sur P.t. La CI5D

obtenue est inférieure à 0,5 IJg/rnl. Le décocté aqueux de Cochlospermum planchonii

exerce une action sur les souches chloroquinorésistantes.

L'étude in vivo à partir d'un extrait de Cochlospermum ango/ense a donné une DE5D

égale à 100 mg/kg sur le P. berghei (Presber et al., 1991).

Les extraits aqueux et alcooliques de Cochlospermum planchonii présenteraient un

effet protecteur sur les hépatocytes intoxiqués par le paracétamol.

La toxicité de Cochlospermum planchonii n'a pas été démontrée. Une étude de

toxicité sur l'espèce voisine à savoir le Cochlospermum tinctorium a été réalisée par

Balkouma en 1999.
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Selon cet auteur, le décocté aqueux de la plante donne par voie intrapéritonéale une

DLsD de l'ordre de 334,95 mg/kg; ce qui a permis de classer l'extrait comme étant

moyennement toxique.
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figure 3 : Cochlospermum planchon;; Hook (Cochlospennaceae) (photo prise

à Ba$lnko aux environs de Ouagadougou)

Auteur: Ouattara Issouf
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VI.3 Phyllantus amarus Schum et Thann (Eupharbiaceae)

Nom usuel: Phyllantus amer

Noms vernaculaires:

Bambara

Mooré

Tchékéléni , Débanboukora

Tinguin garga

VI.3.1 Les données botaniques

Le Phyllantus amarus est une Euphorbiaceae de l'ordre des Euphorbiales. C'est une

petite plante herbacée annuelle haute de 10 à 40 cm, souvent peu ramifiée, à feuilles

alternes, distiques. Le limbe oblong est long de 6 à 12 mm et large de 3 à 6 mm. La

base et le sommet sont arrondis. Les nervures très fines et peu sensibles sont au

nombre de 4 à 5. Les feuilles sont glabres.

Les fleurs sont petites et verdâtres. Les fleurs femelles sont isolées à l'aisselle des

feuilles, vers la base des rameaux. Les fleurs mâles sont isolées, par 2 ou 3, aux

feuilles du sommet.

Le fruit est une capsule glabre triloculaire large de 2 mm.

Les graines longues de 0,9 mm sont triangulaires avec 6 ou 7 côtes longitudinales.

Elles sont parcourues par de nombreuses et de minuscules stries parallèles à

l'arrière.
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VL3.2 Données ethnobotaniques et ethnopharmacologiques

a) Répartition géographique

Le Phyllantus amarus Schum et Thonn est une plante pantropicale rudérale qui

pousse le long des routes, aux abords des habitations et sur les terrains vagues. Elle

est d'origine américaine.

b) Usage médical

Hépatite: préparer une décoction de tiges feuillées. Boire un verre

(30el) le matin à jeun.

Toux : préparer une décoction avec une poignée de feuilles

associées à un fruit d' Aframomum melegueta (Roskoe) K. Schum.

(Zingiberaceae). Boire un verre (30cl) 4 à 5 fois par jour.

Candidose : envelopper dans une feuille de Newbouldia laevis (P.

Beauv.) Seemann ex Bureau (Bignoniaceae) une poignée de

feuilles avec une pincée de sel. Placer le paquet sous la cendre

chaude pendant 30 minutes. Presser le jus dans la bouche.

Zona: Piler 20 g de feuilles avec 2 kolas. Faire une pâte avec de

l'eau. Appliquer sur les lésions, matin et soir.

Amibiase: faire une décoction avec des tiges feuillées associées

aux tiges feuillées d'Euphorbia hirta Linn (Euphorbiaceae).

Les feuilles sont aussi utilisées sous forme de décocté par voie orale dans plusieurs

affections, notamment diverses dermatoses, les vomissements, la blennorragie et les

palpitations (Adjanohoun et aL, 1986, 1989, 2002).
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Le décocté de 100g de tiges feuillées dans 5 litres d'eau est indiqué dans le

traitement du paludisme.

Le décocté des feuilles récoltées tôt le matin, est utilisé par voie orale comme

antidysentérique. \1 est également utilisé de la même façon dans les dysménorrhées

(Berhaut, 1975 ).

Le jus des feuilles, en instillations auriculaires, sert à traiter les otites, et en

applications locales, il ferait mûrir les furoncles et les abcès.

Les feuilles du Phyllantus amarus ont en plus des propriétés fébrifuges, diurétiques,

hypoglycémiantes, stomachiques et vermifuges (Morton, 1981).

VI.3.3 La chimie

Les parties aériennes de la plante contiennent des alcaloïdes (méthoxy-4-sécurinine

et méthoxy-4norsécurinine), des f1avonoïdes et plusieurs Iignanes, dont la

phyllantine, principe amer et l'hypophyllantine , principe non amer ( Weniger et al.,

1984).

Les travaux effectués par Houghton et ses collaborateurs (1996) ont mis en évidence

deux nouveaux alcaloïdes qui sont l'isobubblialine et l'épibubblialine.

Foo Yeap (1993) a effectué des travaux sur les parties aériennes du Phyllantus

amarus qui lui ont permis de révéler la présence de tanins qui sont la géraniine et

l'amariine; l'acide gallique; la gallactocatéchine. la quercetine 3-0-gluco

pyranoside et la rutine.

En juillet 2003, Bahar Ahmed et Tanveer Alan ont mis en évidence dans la plante

des sécostérols: amarostérol-A (13, 14-seco-stigma 5(6), 14(15)-diene-3-a-ol) et

amarostérol-B (13, 14-seco-stigma 9(11), 14(15)-diene-3-a-ol).
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Les feuilles contiennent une huile essentielle riche en cymène, limonène et salicylate

de méthyle.

Un triterpène, le lupéol, est présent dans la racine de la plante.

VI.3.4 La pharmacologie

Plusieurs auteurs ont étudié les activités du Phyllantus amarus. Parmi ces activités

nous pouvons citer:

Une activité antipyrétique de l'extrait aqueux de la plante

(Kitisin, 1952).

Une activité antivirale de l'extrait aqueux de la plante

( Venkateswaran et aL, 1987).

Une activité hépatoprotectrice de l'extrait alcoolique des racines et

des feuilles (Syamasunder et al., 1985).

Une activité antispasmodique de la plante ( Dhar et aL, 1968).

Une activité antidiarrhéique de l'extrait aqueux des feuilles de la

plante (Odetola et Akojenu, 2000).

Une activité antibactérienne contre le Staphylococcus aureus et

Pasteurella pestis (Unander et aL, 1995).

Une activité hypoglycémiante de l'extrait méthanolique de la plante

(Raphaël et al., 2001).

Une activité antitumorale et anticarcinogénique de l'extrait aqueux

des parties aériennes de la plante (Rajeshkuma , 2002).
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Une activité contraceptive de l'extrait méthanolique de la plante

(Mandava et aL, 2001).

Une activité diurétique et hypotensive de la plante (Srividya et

aL, 1995).

L'activité antiplasmodique de la plante n'a pas été démontrée in vivo (Spencer et aL,

1947).

Des études ont permis de noter une absence de toxicité générale de la plante chez

le rat et la souris (Kitisin, 1952). Selon Unander et ses collaborateurs (1995), des

essais effectués sur l'être humain révèlent que la plante n'est pas toxique. Chez la

souris, l'extrait aqueux administrée par voie IP donne une DLso >1 g/kg.
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Figure 4: Phyllantus amarus Schum et Thonn (Euphorbiaceae) (photo prise à

Tanghin aux environs de Ouagadougou)

Auteurs: Ouattara Issouf
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VII Matériel et méthodes

VII.1 Cadre de l'étude

L'étude phytochimique a été réalisée à l'Institut de Recherche en Sciences de la

santé (IRSS) de Ouagadougou. L'étude pharmacologique a été réalisée au

Laboratoire de Parasitologie-Entomologie du Centre Muraz de Bobo-Dioulasso.

VII.2 Matériel

VIL2.} Le matériel végétal

Le matériel végétal reçu du promoteur, était constitué des feuilles de Cassia alata

Linn, des rhizomes de Cochlospermum planchonii Hook, des feuilles de Phyllantus

amarus Schum et Thonn. Les différentes parties des plantes ont été séchées,

réduites en poudre et mélangées à des proportions bien précises.

VII.2.2Le matériel biologique

Les souris NMRI :

Nous avons utilisé dans nos expérimentations, des souris de souches NMRI. Ce sont

des souris de type albinos généralement utilisées comme animal d'expérimentation

dans diverses disciplines biomédicales, en particulier en pharmacologie et en

toxicologie (Rahman et aL,1999 ; Sauvain et aL, 2000).

Dans le cadre de notre étude, ces souris ont été utilisées pour l'étude de la DLso et

de l'activité antiplasmodique. Elles ont été stabulées dans les mêmes conditions de

température (25°C), d'humidité de l'animalerie et en éclairage dans la journée. Elles

proviennent de l'animalerie du Centre International de Recherche-Développement de

l'Elevage en zone Subhumide (CIRDES).
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Le Plasmodium berghei :

La souche, fournie par l'Institut de Médecine Tropicale d'Anvers (Belgique) au

Laboratoire de Parasitologie-Entomologie du Centre Muraz, est conservée in vivo

par réinfestation continue de souris ou dans de l'azote liquide.

VII.2.3Le matériel d'étude phytochimique

a) Matériel d'extraction

Plaque chauffante type labo-moderne HC502

- Verrerie (bêchers, ballons, fioles, entonnoirs ... )

- Agitateur magnétique IKAMAG* RTC 300°C

- Centrifugeuse ALC N°4225

- Lyophilisateur BIOBLOCK CHRIST ALPHA 1-2

Balance type SARTORIUS modèle 17 02 001

Rotavapor BUCHI R-114

Dessicateur

b) Matériel pour le criblage phytochimique

- Chromatoplaque de silicagel G60 F254

- Verrerie (fioles jaugées; tubes à essai ... )

Lampes UV à deux longueurs d'onde (254 et 366 nm)
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c) Réactifs chimiques et solvants

Eluants:

• Système S1 : chloroforme, acétone (8. 2 v/v)

• Système S2 : n-hexane, acétate d'éthyle, acide acétique

(9,4, 1 v/v)

• Système S3 : n-butanol, eau distillée, acide acétique

(10, 5, 1.25 v/v)

• Système S4 : acétate d'éthyle, n-propanol, eau distillée

(4,4, 3 v/v)

HCI concentré

H2S04concentré

- Ammoniaque (NH40H) 25 %

Solution de HCI 10% dans l'eau distillée (v/v)

- Solution de FeCb 1% dans l'eau distillée (v/v)

- Solution de H2S04 à 3% dans l'éthanol 95% (v/v)

- Solution éthanolique de KOH 5% (v/v)

- Solution de FeCb 1% dans l'éthanol 95% (v/v)

Eau-Méthanol (50 ; 50 v/v)

Solution d'oxychlorure de zirconium 3% dans l'eau distillée (p/v)

Solution de carbonate de sodium 10% dans l'eau distillée (p/v)
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Solution tampon d'acétate de sodium

Solution témoin de rutoside (1 mg/ml) dans l'éthanol 95%

Solution témoin d'acide tannique (1 mg/ml) dans l'éthanol 95%

Réactif de Folin-Denis (cf annexe)

Réactif de Mayer (cf annexe)

d) Matériel pour les tests antiplasmodiques et pour l'étude de la DL50

Seringues à insuline (1 ml)

Eau pour préparation injectable

Ether Gifrer

Lames porte-objet

Réactif de Field (cf annexe)

Microscope optique

Compteur manuel

- Appareil à Ultrasons
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VII.3 Méthodes

VIL3.} L'étude phytochimique

a) Extraction

Préparation du décocté aqueux

La drogue végétale (300 g) est introduite dans de l'eau distillée (2,5 1). Le mélange

est porté à ébullition pendant 20 minutes.

La décoction obtenue est filtrée. Après refroidissement, le filtrat est centrifugé à 2000

tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré. Une partie du surnageant

est ensuite lyophilisée pour donner un résidu sec qui est conservé dans un flacon

brun à l'abri de la lumière. Ce résidu servira par la suite à réaliser les tests toxico

pharmacologiques. L'autre partie du surnageant est utilisée pour l'étude

phytochimique.

Préparation de l'infusé aqueux

La drogue végétale (300 g) est introduite dans de l'eau distillée chaude (2,5 1). Le

mélange est laissé en infusion pendant 45 minutes et est ensuite filtré.

Après refroidissement, le filtrat est centrifugé à 2000 tours/min pendant 5 minutes. Le

surnageant est récupéré. Une partie du surnageant est lyophilisée pour donner un

résidu sec qui est conservé dans un flacon brun à l'abri de la lumière. Ce résidu

servira par la suite à réaliser les tests toxico-pharmacologiques. L'autre partie du

surnageant est utilisée pour l'étude phytochimique.

Préparation du macéré aqueux

La drogue végétale (300 g) est introduite dans de l'eau distillée (2,5 1). Le mélange

est laissé en macération sous agitation magnétique pendant 24 heures à la

température de 3rC environ. Le mélange est ensuite filtré. Le filtrat obtenu est

centrifugé à 2000 tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré. Une
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partie du surnageant est lyophilisée pour donner un résidu sec qui est conservé dans

un flacon brun à l'abri de la lumière. Ce résidu servira par la suite à réaliser les tests

toxico-pharmacologiques. L'autre partie du surnageant est utilisée pour l'étude

phytochimique.

b) Hydrolyse acide des extraits aqueux (décocté, infusé, macéré)

L'acide chlorhydrique 10 % (90 ml) est additionné à 150 ml de chaque extrait aqueux

(décocté, infusé, macéré). Chaque mélange est chauffé à reflux pendant une heure.

Après refroidissement, chacun des mélanges est extrait avec 5 fois 50 ml de

dichlorométhane. Les phases organiques obtenues sont lavées avec de l'eau

distillée jusqu'à obtention d'un pH neutre. Elles sont ensuite séchées sur du sulfate

de sodium anhydre et filtrées sur du papier wattman. Les filtrats recueillis sont

concentrés sous pression réduite au rotavapor et conservés dans des flacons bruns

à l'abri de la lumière.

Les hydrolysats qui renferment les génines totaux des hétérosides sont solubles

dans les solvants organiques. La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) des

hydrolysats permet une bonne séparation des différents constituants.

c) Le criblage phvtochimique

Le but du criblage phytochimique est de déterminer les différents groupes chimiques

présents dans les extraits aqueux (décocté, infusé, macéré). Ce criblage

phytochimique peut être réalisé par des réactions de caractérisation en milieu liquide

(Ciulei, 1982) ou par une Chromatomatographie sur Couche Mince (CCM).

Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi de faire le criblage chimique en

utilisant les deux méthodes. Les groupes chimiques recherchés sont : les stérols

eUou triterpènes, les flavonoïdes, les anthracénosides, les alcaloïdes sels, les tanins

ou polyphénols et les saponosides. Le choix de ces groupes s'explique par le fait

que dans la littérature la plupart des molécules suspectées d'avoir une activité

antiplasmodique appartiennent à ces groupes chimiques.
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Recherche des stérols et/ou triterpènes (réaction de Lieberman

Burchard).

10 ml de chaque extrait aqueux hydrolysé sont évaporés dans des capsules en

porcelaine. Après évaporation, les résidus sont dissous dans 0,5 ml d'anhydride

acétique puis dans 0,5 ml de chloroforme. Les mélanges sont transférés dans des

tubes à essai secs, puis à l'aide d'une pipette on fait couler doucement au fond du

tube 1 ml d'acide sulfurique H2S04 concentré.

Le développement d'un anneau de couleur rouge-brun ou violet situé à la zone de

contact des deux liquides, ou d'un surnageant vert ou violet (après 5 à 10 minutes)

témoigne de la présence des stérols et/ou des triterpènes dans les extraits aqueux.

L'identification des stérols et/ou des triterpènes a été également réalisée par CCM.

L'a-amyrine a servi de témoin. Le système de solvant utilisé est le suivant:

chloroforme, acétone (8, 2 v/v).

La révélation se fait en pulvérisant une solution d'acide sulfurique H2S04 3 % dans

l'éthanol sur les chromatoplaques de gel de silice (G6oF254) qui sont ensuite placées

à l'étuve à 110°C pendant 10 minutes. Les triterpènes tétracycliques et les stérols

donnent une coloration violette qui vire rapidement au bleu. Les triterpènes

pentacycliques donnent une coloration violette persistante.

Recherche des flavonoïdes (réaction de Shibata)

5 ml de chaque extrait aqueux hydrolysé sont évaporés à sec dans des capsules en

porcelaine. Les résidus obtenus sont dissous dans 1 à 2 ml d'une solution de

méthanol 50 %. Les mélanges sont tiédis et transférés dans des tubes à essai.

Après refroidissement, on y ajoute 2 tournures de magnésium et 4-5 gouttes d'acide

chlorhydrique concentré.

La positivité de la réaction se traduit par un développement des couleurs

caractéristiques suivantes: rouge (f1avonols) et orange (f1avanones).

L'identification des flavonoïdes a été également réalisée par CCM. La quercétine a

servi de témoin de référence. Le système de solvant utilisé est le suivant: n-hexane,

acétate d'éthyle, acide acétique (9, 4, 1 v/v).
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La révélation se fait en pulvérisant une solution éthanolique de KOH 5 % sur les

chromatoplaques. L'apparition de spots colorés en jaune ou jaune orangé permet de

suspecter la présence des f1avonoïdes.

Recherche des anthracénosides (réaction de Borntrager)

Dans trois tubes à essai, mettre 3 ml de chaque extrait aqueux hydrolysé et 1 ml

d'ammoniaque 25 %. Bien agiter. L'apparition d'une coloration rouge cerise témoigne

de la présence des anthracénosides.

L'identification des anthracénosides a été également réalisée par CCM. Un extrait

éthanolique de Cassia tora (riche en anthracénosides) a servi de témoin de

référence. Le système de solvant utilisé est le suivant: acétate d'éthyle, n-propanol,

eau distillée (9, 4, 1 v/v).

La révélation se fait en pulvérisant une solution éthanolique de KOH 5 % sur les

chromatoplaques. L'apparition de spots colorés en rouge cerise permet de suspecter

la présence des anthracénosides.

Recherche des alcaloïdes sels

Evaporer dans des capsules en porcelaine 20 ml de chaque extrait aqueux. Les

résidus obtenus sont dissous dans 10 ml d'acide chlorhydrique HCI 10 % au bain

marie à chaud.

Les solutions acides transférées dans une ampoule à décanter, sont rendues

basiques par de l'ammoniaque 10 % jusqu'à pH 8-9 et épuisées par des fractions de

chloroforme (3 X 8 ml). Les solutions chloroformiques réunies sont lavées à l'eau

distillée pour éliminer l'excès de base et séchées sur du sulfate de sodium anhydre.

Les extraits chloroformiques obtenus sont évaporés à sec dans des capsules. Les

résidus sont repris avec 1,5 ml d'acide chlorhydrique HCI 2 %. Les solutions acides

contenant les alcaloïdes sels sont reparties chacune dans trois tubes: les premiers

serviront de témoins et dans les autres on ajoute 2 à 3 gouttes du réactif de Mayer.

L'apparition d'un précipité opalescent ou blanc jaunâtre témoigne de la présence des

alcaloïdes sels.
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Recherche des tanins ou polyphénols

1 ml de chaque extrait aqueux est dilué dans trois tubes à essai avec 2 ml d'eau

distillée et on ajoute 2 à 3 gouttes de solution de chlorure ferrique FeCI3 1%.

L'apparition d'une coloration bleu-noire témoigne de la présence des tanins galliques

ou d'une coloration verte foncée celle des tanins catéchiques.

L'identification des tanins a été également réalisée par CCM. L'acide tannique a

servi de témoin de référence. Le système de solvant utilisé est le suivant: n-butanol,

eau distillée, acide acétique (10, 5, 1,25 v/v).

La révélation se fait en pulvérisant sur les chromaplaques une solution de chlorure

ferrique FeCI3 1% dans l'éthanol. L'apparition de spots colorés en bleu-noirs permet

de suspecter la présence de tanins galliques et l'apparition d'une coloration verdâtre

permet de suspecter la présence de tanins catéchiques.

Recherche des saponosides (réaction de Liebermann-Burchard)

Dans trois tubes à essai de 1,6 cm de diamètre, diluer 2 ml de chaque extrait aqueux

avec 2 ml d'eau distillée (dans les proportions 1:1) et bien secouer pendant 15

minutes. L'apparition d'une mousse de 1 cm de haut persistant au moins 15 minutes

indique la présence de saponosides.

L'identification des saponosides a été également réalisée par CCM. Un extrait

éthanolique de Panax de Ginseng (riche en saponosides) a servi de témoin de

référence. Le système de solvant utilisé a été le suivant: n-butanol, eau distillée,

acide acétique (10, 5, 1,25 v/v).

La révélation des saponosides se fait en pulvérisant sur les chromatoplaques (après

migration) une solution d'acide sulfurique 3 % dans l'éthanol. Les chromatoplaques

sont ensuite placées à l'étuve à 110°C pendant 1°minutes. L'apparition de spots de

couleur violacée témoigne de la présence de saponosides (hétérosides stéroliques

et/ou triterpéniques).

d) Dosage des composés polyphénoliques

La méthode utilisée pour le dosage des composés polyphénoliques est la

complexiométrie.
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Dosage des polyphénols totaux

~ Le principe

La méthode utilisée est la complexiométrie par le réactif de Folin-Denis. Le réactif de

Folin-Denis est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide

phosphomolybdique qui est réduit lors de l'oxydation des phénols en un mélange

d'oxydes bleus de tungstène et de molybdène. L'intensité de la coloration bleu

verdâtre produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques totaux.

~ Le protocole

Dans un tube à essai, 1 ml de réactif de Folin-Denis et 8 ml de carbonate de sodium

10 % sont ajoutés à 0,1 ml de chaque extrait aqueux (décocté, infusé, macéré).

Après agitation, les différentes solutions sont laissées au repos pendant 15 minutes

et la densité optique (DO) est lue à 660 nm contre un blanc obtenu en mélangeant 5

ml de réactif de Folin-Denis à 10 ml de carbonate de sodium 10% et de l'eau distillée

qsp 100 ml.

La teneur en polyphénols totaux est obtenue par référence à une courbe

d'étalonnage réalisée à partir de concentrations différentes d'acide tannique dont la

densité optique est lue au spectrophotomètre.

Dosage des Flavonoïdes

~ Le principe

La méthode utilisée est la complexiométrie par l'oxychlorure de Zirconium.

L'oxychlorure de Zirconium forme avec les flavonoïdes, un complexe flavonoïde

zirconium. L'intensité de la coloration jaune obtenue en milieu tamponné permet

d'évaluer par spectrophotométrie U.v, la teneur en flavonoïdes de l'échantillon.
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~ Le protocole

Dans un tube à essai, 5 ml de solution tampon et 1 ml de solution aqueuse

d'oxychlorure de zirconium à 3% sont ajoutés à 0,1 ml de chaque extrait aqueux

(décocté, infusé, macéré). Après 15 minutes, la densité optique (DO) est mesurée à

400 nm par rapport à un blanc obtenu en mélangeant 5 ml de tampon d'acétate à 2

ml d'eau distillée.

La teneur en f1avonoïdes est obtenue par référence à une courbe d'étalonnage. Les

résultats seront exprimés en gramme de rutoside pour 100g de matière sèche.

VIL3.2 L'étude toxicologique: recherche de la DLso

L'étude toxicologique a été faite selon la méthode modifiée de Trevan (1927). La

voie d'administration utilisée est la voie intrapéritonéale en raison de sa facilité

d'accès chez les rongeurs. Cette voie permet une inoculation rapide et quantifiable.

Les substances qui sont introduites dans la cavité péritonéale sont rapidement

adsorbées dans la circulation (CCPA, 1980).

a) Le principe

La détermination de la DLso consiste, suite à une administration en intrapéritonéale

(IP) de doses uniques croissantes d'une substance à différents lots d'animaux, à

évaluer la dose qui tue 50% des animaux en expérience selon la méthode cumulée.

b) Le protocole

Les souris sont mises à jeûn pendant 24 heures. La DLso a été déterminée sur six

lots de quatre souris dont un lot témoin. Les doses testées sont: 1300, 1500, 1700,

1800, 2000 mg/kg.

De l'eau pour préparation injectable (Eppi) est administrée aux témoins. Le volume

d'extrait administré à chaque souris est de 0,3 ml.
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La durée d'observation a été de 24 heures. On dénombre les souris qui sont mortes

à chaque concentration d'extrait et on détermine la DLso.

Les tests ont été répétés trois fois.

VII.3.3L'étude de l'activité antiplasmodique

Elle a été faite selon une technique adaptée du protocole de Peters (peters et

al.,1975).

a) Le principe

Le test pharmacologique consiste, suite à l'administration en intrapéritonéale (IP) de

doses uniques croissantes d'une substance à différents lots d'animaux, à vérifier

l'activité antiplasmodique à travers l'inhibition parasitaire.

b) Le protocole

Les tests ont été réalisés sur des souris NMRI ayant un poids compris entre 20-25 g

et maintenues dans les mêmes conditions de diète (24 heures), de température et

d'éclairage pendant toute la durée de l'expérience.

Nous avons constitué pour chaque test des lots de quatre souris dont un lot témoin.

Chaque souris reçoit approximativement en IP 107 érythrocytes parasités obtenus

par dilution de sang parasités de souris infestées. Le volume à injecter à chaque

souris est 0,2 ml.

A Jo, 107 érythrocytes parasités par le P.berghei sont administrés par voie IP à

chaque souris. Les souris des lots tests reçoivent en plus 0,2 ml des extraits de Saye

par voie IP.

Le lot témoin reçoit de l'eau ppi. Les différentes doses ont été administrées en une

seule fois dans la journée.

De J1 à J3 , on administre les mêmes doses.

A J4 , les frottis sanguins sont réalisés en prélevant le sang sur le bout de la queue de

chaque souris.
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Les lames sont fixées au méthanol, colorées au Field et la réduction de la

parasitémie dans chaque lot est appréciée par rapport au témoin.

Le pourcentage de la réduction de la parasitérnie est donné par la formule suivante:

Pourcentage de réduction de la parasitémie = (Po- P) X 1001 Po

Po = Parasitémie moyenne du lot témoin

P = Parasitérnie moyenne du lot test

Recherche de l'extrait le plus actif:

La recherche de l'extrait le plus actif a été réalisée dans les mêmes conditions. Pour

cela, nous avons constitué quatre lots de quatre souris dont un lot témoin. Les lots

tests reçoivent chacun en IP à la dose de 25 mg/kg le décocté, l'infusé et le macéré

aqueux, ceci dans la but de déterminer l'extrait le plus actif.

Détermination de la DEso et de la DEgo de l'extrait le plus actif:

La détermination de la DEso et de la DEgo de l'extrait le plus actif a été également

réalisée dans les mêmes conditions. Pour cela, nous avons constitué sept lots de

quatre souris dont un lot témoin.

Les lots tests reçoivent en 1P l'extrait le plus actif, ceci dans le but de déterminer la

DEso et la DEgode cet extrait. Les doses testées sont: 5, 25, 50, 75, 100,150 mg/kg.

Un test comparatif a été réalisé avec de la chloroquine sulfate. Les doses de

chloroquine sulfate administrées sont: 1,25, 2,5, 5 mg/kg. Ces différentes doses ont

été administrées en une seule fois dans la journée.
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VIL3.4 L'analyse des résultats

La mise en évidence des principaux groupes chimiques présents dans les extraits de

Saye sera réalisée et appréciée qualitativement selon les réactions de

caractérisation de Ciulei (1982) et par la Chromatographie sur Couche Mince. Les

composés polyphénoliques présents dans les extraits seront évalués

quantitativement selon la méthode de Ribereau - Gayon et ses collaborateurs

(1972).

La toxicité de l'extrait aqueux le plus actif sera appréciée par la mesure de la DLsD

(dose létale qui entraîne 50% de mortalité) qui sera déterminée par le tracé de la

courbe doses - réponses (% mortalité des souris) à l'aide du logiciel Microsoft Excel

2000. La DLsD obtenue sera comparée à l'échelle de toxicité de Hodge et Sterner

(1943), ce qui permettra de classer l'extrait aqueux de Saye en extrait faiblement,

moyennement ou très toxique.

L'activité antiplasmodique de l'extrait aqueux le plus actif sera appréciée par le calcul

des pourcentages de réduction de la parasitémie en fonction des doses d'extrait

administrées. La dose-effet 50 de l'extrait aqueux le plus actif, c'est à dire la dose

d'extrait qui entraîne 50 % de réduction de la parasitémie chez les souris sera

déterminée à partir de la courbe doses - réponses (pourcentage de réduction de la

parasitémie). La courbe sera tracée grâce au logiciel Microsoft Excel 2000. La DEsD

sera exprimée sous forme de moyenne.

Le logiciel Pharmacologic Calculation System (PHARM/PCS) - Version 4.2, va nous

permettre par le test de l'analyse des variances de comparer l'activité des trois

extraits aqueux (décocté, infusé, macéré).
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RESULTATS



VIII Résultats

VIII.1 Résultats de l'analyse phytochimique

VIII.J.J Le rendement de l'extraction

Le tableau 1\ résume les résultats du rendement des extractions. Les rendements

sont exprimés en pourcentage par rapport à la drogue végétale sèche.

Tableau Il : Résultats du rendement des extractions du Saye.

Décocté Infusé Macéré
aqueux aqueux aqueux
(300g) (300g) (300g)

Résidu sec (g) 29, 26 30,07 38,93

Rendement (%) 9, 75 10, 02 12,98

Le macéré aqueux présente le meilleur rendement avec 12,98 % soit 38,93 9 de

résidu sec.

VIII.J.2 Les groupes chimiques caractérisés

Le criblage phytochimique a été réalisé par des réactions de caractérisation et par la

CCM. Il a été réalisé sur les extraits aqueux (décocté, infusé, macéré) et les

hydrolysats des extraits aqueux.

Les réactions de caractérisation effectuées sur les extraits aqueux et sur les

hydrolysats des extraits aqueux, ont permis de mettre en évidence les groupes

chimiques suivants: les stérols et/ou les triterpènes, les 1~avonoïdes, les
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anthracénosides, les tanins galliques ou polyphénols et les saponosides. Les

alcaloïdes sels sont absents dans nos extraits aqueux.

Le tableau III présente les groupes chimiques mis en évidence par des réactions de

caractérisation dans les extraits aqueux (décocté, infusé, macéré) et dans les

hydrolysats des extraits aqueux.

Tableau III : Groupes chimiques mis en évidence par caractérisation chimique

dans les extraits aqueux et dans les hydrolysats des extraits aqueux.

Extraits

Hydrolysats

D,I,M

Groupes chimiques

Stérols et/ou

triterpènes

Flavonoïdes

Anthracénosides

Réactifs chimiques

de caractérisation

++ HCI concentré

+ 2 tournures de

magnésium

Colorations

observées

Brun rougeâtre

Jaune orangé

Rouge cerise

D,I,M

Tanins galliques ou

polyphénols

Alcaloïdes sels

++ FeCb 1% dans l'eau Bleu noir

distillée

- Réactif de Mayer

Saponosides

++ abondant

+ présent

absent

o Décocté

1 Infusé

M Macéré

+ Mousse

haut

1 cm de
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La CCM effectuée sur les extraits aqueux et les hydrolysats des extraits aqueux a

permis de détecter les groupes chimiques mis en évidence par les réactions de

caractérisation. Les stérols et/ou les triterpènes, les fJavonoïdes et les tanins

galliques ou polyphénols et les saponosides.

Les triterpènes (couleur voilette) ont été mis en évidence dans les hydrolysats des

extraits aqueux et les deux spots de couleur violacée observés dans chaque

hydrolysat d'extrait (décocté, infusé, macéré) sont respectivement de Rf 0,5 et 0,79

avec le solvant 51 comme éluant. Le témoin, l'a-amyrine a un spot de Rf 0,88.

Les fJavonoïdes (couleur jaune) sont présents dans les hydrolysats des extraits

aqueux avec des spots de Rf 0,5 avec comme éluant 52. La quercétine utilisée

comme témoin a une Rf de 0,5.

Les anthracénosides (couleur rouge cerise) sont également présents dans les

hydrolysats des extraits aqueux avec des spots de Rf 0,75 avec comme éluant 54.

Le témoin des anthracénosides qui est un extrait éthanolique de Cassia tora a

présenté un spot de Rf 0,75.

Les tanins galliques ont été retrouvés dans les extraits aqueux et les spots de

couleur bleue noire observés dans chaque extrait ont une Rf de 0,78 avec 53 comme

éluant. Le témoin, l'acide tannique a un spot de Rf 0,8.

Les saponosides sont présents dans les extraits aqueux et les deux spots (couleur

violette) observés dans chaque extrait aqueux sont de Rf 0,69 et 0,76 avec le solvant

53 comme éluant. Le témoin des saponosides qui est un extrait éthanolique de

Panax de Ginseng a également présenté deux spots de Rf 0,69 et 0,79.

Les chromatoplaques sont présentées par les figures 5, 6, 7, 8, 9.

Le tableau IV présente les groupes chimiques mis en évidence par CCM dans les

extraits aqueux et les hydrolysats des extraits aqueux.
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Tableau IV : Caractéristiques des groupes chimiques mis en évidence par CCM dans les extraits aqueux.

Extraits Groupes Spots (Rf) Révélateurs Colorations

analysés chimiques Si S2 S3 S4 observées

Hydrolysats Triterpènes 0,5; 0,79 H2S04 3% dans Violet

D, l, M l'éthanol

Flavonoïdes 0,5 KOH éthanolique Jaune

5%

Anthracénosides 0,75 Idem Rouge cerise

Tanins 0,78 FeCIa 1% dans Bleu-noir

D, l, M (galliques) ou l'éthanol

polyphénols

Saponosides 0,69 ; H2S04 3% dans Violet

0,76 l'éthanol

D : décocté ; 1: infusé; M : macéré

Système S1 : chloroforme, acétone (8, 2 v/v)

Système S2 : n-hexane, acétate d'éthyle, acide acétique (9, 4, 1 v/v)

Système S3 : n-butanol, eau distillée, acide acétique (10, 5, 1.25 vlv)

Système S4 : acétate d'éthyle, n-propanol, eau distillée (4, 4, 3 v/v)
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Macéré a-amyrine Infusé Décocté

Figure 5: Chromatogramme des triterpènes des hydrolysats des extraits

aqueux (décocté, infusé, macéré) de Saye.

Eluant : chloroforme, acétone (8, 2 vlv)

Révélation: H2S04 3 % dans l'éthanol (réactif de Lieberrnan-Burchard)
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Macéré Quercétine Décocté Infusé

Figure 6: Chromatogramme des flavonosides aglycones des hydrolysats des

extraits aqueux (décocté, infusé, macéré) de Saye.

Eluant: n-hexane. acétate d'éthyle, acide acétique (9, 4, 1 v/v)

Révélation: KOH éthanolique 5 %
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M

/
Macéré

T

l
Extrait éthanolique Décocté Infusé

Cassia fora

Figure 7 : Chromatogramme des anthracénosides aglycones des hydrolysats

des extraits aqueux (décocté, infusé. macéré) de Saye.

Eluant: acétate d'éthyle, n-propanol, eau distillée (4, 4, 3 v/v)

Révélation: KOH éthanolique 5 %
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Macéré Acide tannique Infusé Décocté

Figure 8: Chromatogramme des tanins galliques (polyphénols) des extraits

aqueux (décocté, infusé, macéré) de Saye.

Eluant: n-butanol, eau distillée, acide acétique (10, S, 1,25 vlv)

Révélation: FeCh 1 % dans l'éthanol
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Macéré Extrait éthanolique Infusé Déccoté

Panax Ginseng

Figure 9 : Chromatogramme des saponosides des extraits aqueux (décocté,

infusé, macéré) de Saye.

Eluant: n-butanol, eau distillée, acide acétique (10, 5, 1,25 v/v)

Révélation: FeCI3 1 % dans l'éthanol
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VIlL}.3 Les dosages des composés phénoliques

Les résultats du dosage sont présentés sous formes de tableau V et VI.

a) Dosage des polyphénols totaux

Tableau V: Résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits

aqueux.

Décocté Infusé Macéré
aqueux aqueux aqueux

Concentrations en 52 43,2 27,2
mg/kg des extraits

aqueux

Pourcentage en 13 % 15,2 % 20,2 %
polyphénols totaux

équivalents en acide
tannique

Le pourcentage en polyphénols totaux est plus élevé dans le macéré aqueux

(20,2%) que dans le décocté aqueux (13%) et l'infusé aqueux (15,2%).

b) Dosage des f1avonosides totaux

Tableau VI: Résultats du dosage des flavonoïdes totaux dans les extraits

aqueux.

Décocté Infusé Macéré
aqueux aqueux aqueux

Concentrations en 52 43,2 27,2
mg/kg des extraits

aqueux

Pourcentage en 9,90 % 8,87 % 12,87 %
Flavonoïdes

équivalents en
rutoside
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Le pourcentage en flavonoïdes est plus élevé dans le macéré aqueux (12, 87%) que

dans le décocté aqueux (9,90%) et l'infusé aqueux (8,87%).

VIII.2 L'extrait aqueux le plus actif

Le tableau VII présente les résultats in vivo des pourcentages d'inhibition parasitaire

du décocté aqueux, de l'infusé aqueux et du macéré aqueux à la dose de 25 mg/kg.

Tableau VII : Pourcentages d'inhibitions parasitaires du décocté aqueux, de

l'infusé aqueux, du macéré aqueux à la dose de 25 mg/kg.

% d'inhibition du % d'inhibition de % d'inhibition du

décocté aqueux l'infusé aqueux macéré aqueux

25 mg/kg 25 mg/kg 25 mg/kg

Test 1 17,02 22, 74 19,37

Test 2 11,23 18,07 18,46

Test 3 26,37 13, 1 14,54

Test 4 28, 05 24, 56 12, 18

Moyenne 21 20 16

Ecartype 7 4 3

Le décocté aqueux (21±7)% présente un pourcentage d'inhibition parasitaire

légèrement plus élevé que celui de l'infusé aqueux (20±4)% et plus élevé que celui

du macéré aqueux (16±3) % à la dose de 25 mg/kg.

L'analyse statistique des résultats effectuée par le logiciel PHARM/PCS - Version 4.2

a montré qu'il n'existe pas de différence significative entre les moyennes des

pourcentages d'inhibition parasitaire des trois extraits aqueux (décocté, infusé,

macéré) à P>O,05. Ce qui signifie que le décocté, l'infusé et le macéré ont une

activité antiplasmodique comparable.

Pour la suite de notre étude, nous avons choisi le décocté aqueux parce qu'il est la

forme traditionnelle préconisée par le promoteur.
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VIII.3 La DLsodu décocté aqueux

Le pourcentage de mortalité des souris en fonction des doses administrées par voie

IP est exprimé dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Mortalité des souris en fonction de la dose administrée par voie

IP.

Doses (mg/kg) Pourcentage de mortalité des souris

1300 0%

1500 25 %

1700 50 %

1800 75 %

2000 100 %

Avec la dose de 1300 mg/kg et 2000 mg/kg nous avons observé des mortalités

respectives de 0 % et de 100 %.

La figure 9 représente la courbe dose létale 50 % du décocté aqueux en IP. Les

valeurs de DLos. DLso. DL9S• déterminées sont:

DLos = 1351,27 mg/kg

DLso =1660,55 mg/kg

DL9s = 1969,83 mg/kg

DLso / DLos =DL9S / DLso =1,2

DL9S / DLos =1,5
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souris en IP.
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La DLso obtenue nous permettra de classer la toxicité du décocté aqueux par rapport à

l'échelle du tableau lX.

Tableau IX: Echelle de toxicité d'après Hodge et Sterner (1943)

Classe de toxicité Dl50 (rat, souris) mg/kg

Extrêmement toxique <1

Très toxique 1 à 50

Moyennement toxique 50 à 500

Faiblement toxique 500 à 5000

Pratiquement non toxique 5000 à 15000

Relativement sans danger >15000

Ce tableau permet de classer le décocté aqueux (DLso =1660,55 mg/kg) comme

étant faiblement toxique par voie IP. Cependant, la valeur du rapport DL9s / DLos

(1,5), indique que le décocté aqueux présente un indice de sécurité étroit et est donc

d'utilisation délicate en thérapeutique si les doses actives se situaient au niveau des

doses toxiques.

VIII.4 La DEsoet la DEgo du décocté aqueux

L'activité antiplasmodique du décocté aqueux est appréciée par rapport à la

réduction de la parasitémie en fonction des doses testées en comparaison au lot

témoin.

Les résultats sont consignés dans le tableau X.
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Tableau X : Pourcentages moyens de réduction de la parasitémie en fonction

des doses administrées par voie IP.

%de %de %de %de %de %de
réduction réduction réduction réduction réduction réduction

5 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg 75 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg

Test 1 15 25 24 27 50 70

Test 2 13 18 25 32 57 69

Test 3 14 24 32 37 59 79

Test 4 13 19 24 40 56 80

Moyenne 14 22 26 34 56 75

Ecartype 1 4 4 6 4 6

DEso =95,78 mg/kg

DEgo =188,74 mg/kg

DEso : Dose provoquant une létalité de 50 % de la population parasitaire.

DEgo : Dose provoquant une létalité de 90 % de la population parasitaire.

La réduction de la parasitémie est dose dépendante. A la dose de 150 mg/kg, la

réduction est de (75±6) %.

Détermination de l'indice thérapeutique

La DLso étant de 1660,55 mg/kg, l'indice thérapeutique du décocté aqueux de la

tisane composée Saye est déterminé par le rapport DLso / DEso = 17,3.

La valeur de ce rapport nous permet de dire qu'il faut 17 fois la dose thérapeutique

pour provoquer des effets toxiques.

Le décocté aqueux de la tisane composée Saye paraît tout à fait digne d'intérêt

comme extrait antipaludique.
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Figure 11 : Courbe dose.réponse de l'activité antiplasmodique du décocté

aqueux de Saye chez la souris en IP.
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VIII.5 Activité antiplasmodique de la chloroquine sulfate

Le tableau XI représente les pourcentages moyens de réduction de la parasitémie en

fonction des doses de chloroquine sulfate.

Tableau XI: Pourcentages moyens de réduction de la parasitémie en fonction

des doses de chloroquine sulfate administrées.

% de réduction % de réduction % de réduction

1,25 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg

Test 1 94 97 100

Test 2 98 99 100

Test 3 86 99 100

Test 4 95 98 100

Moyenne 93 98 100

Ecartype 5 1 0

La réduction de la parasitémie est dose dépendante. A la dose de 1,25 mg/kg, la

réduction de la parasitémie est de 93 % et à la dose de 5 mg/kg, la réduction de la

parasitémie est de 100 %.

DEgo =1,25 mg/kg

DEgo décocté / DEgo chloroquine sulfate =150, 9

VIII.6 Activité antiplasmodique comparée du décocté

aqueux de Saye et de la chloroquine sulfate à la dose de 5 mg/kg

Le tableau XII représente le pourcentage de réduction de la parasitémie du décocté

aqueux et de la chloroquine sulfate à la dose de 5 mg/kg.
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Tableau XII : Pourcentages de réduction de la parasitémie du décocté aqueux

et de la chloroquine sulfate à la dose de 5 mg/kg.

% de réduction

5 mg/kg

Décocté aqueux 14%

Chloroquine sulfate 100%

A la dose de 5 mg/kg, la réduction parasitaire est de 100 % pour la chloroquine

sulfate et 14 % pour le décocté aqueux de Saye. Les résultats obtenus montrent que

la chloroquine sulfate est plus active que le décocté aqueux de Saye.
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IX Discussion

IX.1 Criblage phytochimique des extraits aqueux de Saye.

Les résultats du criblage phytochimique réalisé par des réactions de caractérisation

et par CCM sur le décocté, l'infusé et le macéré aqueux de la tisane composée

Saye, ont permis de noter la présence d'un certain nombre de groupes chimiques

susceptibles d'activités pharmacologiques:

Les stérols et/ou triterpènes tétracycliques et pentacycliques

Les tanins galliques ou polyphénols

Les flavonoïdes

Les anthracénosides

Les saponosides

Les résultats de notre criblage phytochimique sont en accords avec ceux obtenus

par certains auteurs sur chacune des plantes composantes de la tisane Saye

(Cassia alata Linn; Cochlospermum planchonii Hook ; Phyllantus amarus Schum et

Thonn).

Les auteurs comme Elujoba et collaborateurs (1989), Gupta et collaborateurs

(1991), Fuzellier et collaborateurs (1982), Khan et collaborateurs (2001), ont mis en

évidence dans Cassia alata les groupes chimiques suivants: Stérols et/ou

triterpènes , tanins, flavonoïdes, anthraquinones et saponosides.

Coulibaly (1996) a mis en évidence dans le Cochlospermum planchonii, les stérols

et/ou terpènes, les tanins.
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Weniger et ses collaborateurs (1984), Foo Yeap (1992), Bahar Ahmed et ses

collaborateurs (2003), ont mis en évidence dans le Phyllantus amarus, les groupes

chimiques suivants : stérols et/ou terpènes, les alcaloïdes, les flavonoïdes, les

tanins, les saponosides.

Au cours de notre expérimentation, la présence d'alcaloïdes n'a pas été décelée.

Cela peut s'expliquer par une variation de la composition chimique du Phyllantus

amarus qui compose la tisane Saye en fonction des facteurs écologiques

(climatiques et édaphiques), c'est à dire le milieu dans lequel la plante a été récoltée.

Ces facteurs sont d'une importance capitale dans les synthèses végétales (Millogo,

1992).

La revue de la littérature ne nous fournit pas de données chimiques sur l'association

des trois plantes qui composent le Saye.

Les différents groupes chimiques mis en évidence dans les extraits aqueux de Saye

peuvent agir ensemble en synergie ou au contraire en antagonisme; ou selon le cas

un seul de ces groupes chimiques peut manifester un effet pharmacologique. Cela

permet d'expliquer pourquoi cette tisane peut être préconisée dans le traitement de

plusieurs pathologies (paludisme, ictère, constipation).

Les propriétés pharmacologiques de ces groupes chimiques sont bien connus dans

la littérature. En rapport avec leur activité antiplasmodique expérimentale et/ou

thérapeutique, nous nous intéresserons en particulier aux composés

polyphénoliques et aux terpènes mis en évidence dans nos extraits aqueux.

IXl.] Les composés polyphénoliques

Les composés polyphénoliques sont des substances très actives. L'efficacité de

certains polyphénols sur le P.f. a été démontrée. C'est le cas des naphtoquinones tel

que le lapachol (Nkunya, 1992). Selon l'auteur, ces naphtoquinones auraient sur les

souches résistantes de P.f une activité supérieure à celle de la quinine et de la

chloroquine utilisées comme produits de référence.
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Il Y a également le gossypol qui a montré une activité in vitro sur le P.f mais qui

présente cependant Llne toxicité (Nkunya, 1992).

Onegi et ses collaborateurs (2002) ont montré que les naphtoquinones

(sterekunthals A et B, pyranokunthones A et B) et les anthraquinones (anthra

kunthones) extraits des écorces de racines de Stereospermum Kunthianum Cham.

(Bignoniaceae) ont une activité antiplasmodique in vitro sur le PI

Bringmann et ses collaborateurs (1999) ont également montré l'activité

antiplamodiaque in vitro de la phénylanthraquinone sur le P.f.

Phillipson et Wright (1991) ont montré que l'artémetine et la casticine (llavonoïdes)

ont une activité antiplasmodique à doses élevées.

Cependant, l'activité antiparasitaire des tanins (polyphénols) n'a pas fait l'objet de

beaucoup d'études. Il ressort de quelques études que les plantes riches en tanins

ont une faible activité sur le P.f. Ces plantes sont considérées par certains auteurs

comme étant uniquement antipyrétiques (Rasoanaivo et al, 1992).

IX1.2 Les terpènes

L'activité antiplasmodique de certains terpènes a été démontrée. Il s'agit des

quassinoïdes (triterpénoïdes) tels que : ailanthilone, 2'acéthylglaucarubinone,

glaucarubinone et halocantone, extraits de Simarouba amara qui ont révélé une

activité antiplasmodique in vivo sur le P. berghei chez la souris (0' Neill et aL, 1988).

Carvalho et ses collaborateurs (1991) ont mis en évidence l'activité antiplasmodique

de l'artémisinine (sesquiterpènes) et de ses dérivés sur les souches résistantes de

P.f.

Au stade de notre étude, il serait difficile de faire une quelconque relation structure

activité mais nous pouvons dire que l'activité observée pourrait être due à l'ensemble

des groupes chimiques identifiés dans nos extraits.

104



IX.2 Dosage des composés polyphénoliques dans les

extraits aqueux (décocté, infusé, macéré)

Le dosage des composés polyphénoliques par complexiométrie a permis d'avoir une

estimation de la teneur des extraits aqueux (décocté, infusé, macéré) en polyphénols

totaux et flavonoïdes.

La teneur du décocté aqueux en polyphénols totaux est de 13 % dont 9,90 % en

flavonoïdes, celui de l'infusé aqueux 15,2 % dont 8,87 % en flavonoïdes et du

macéré aqueux 20,2 % dont 12,87 % en flavonoïdes.

Il ressort donc que le macéré aqueux est plus riche en composés polyphénoliques

que le décocté aqueux et l'infusé aqueux.

IX.3 Etude pharmacologique

IX.3.1 La recherche de l'extrait le plus actif.

Nous avons effectué des tests d'inhibition parasitaire in vivo des extraits aqueux

(décocté, infusé, macéré) de la tisane composée Saye à la concentration de 25

mg/kg dans le but de déterminer lequel des trois extraits aqueux présenterait une

inhibition parasitaire importante donc le plus actif. L'analyse statistique des résultats

a montré qu'il n'existe pas de différence significative entre les moyennes des

pourcentages d'inhibition parasitaire des trois extraits aqueux.

Nous pouvons donc dire que les extraits aqueux (décocté, l'infusé et le macéré) ont

une même activité antiplasmodique.

Ainsi, pour la suite de l'étude, nous avons retenu le décocté parce qu'il est la forme

traditionnelle préconisée par le promoteur.
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Cependant, pour des études ultérieures, il serait nécessaire d'effectuer des tests

toxico-pharmacologiques sur l'infusé aqueux et le macéré aqueux afin de déterminer

les doses létales 50 % et les doses actives 50 %.

IX.3.2 La toxicité du décocté aqueux de Saye

L'étude de la toxicité du décocté aqueux occupe une place importante, car elle

permet de fixer une fourchette de dose d'utilisation dans les conditions de sécurité

d'emploi.

La dose létale 50 % (DLso) du décocté aqueux est de 1660,55 mg/kg. Cette valeur

de la DLso permet de classer l'extrait aqueux comme étant faiblement toxique d'après

l'échelle de Hodge et Sterner (1943).

Les rapports DLso / DLos (1,2) et DL9S / DLso (1,2) sont égales. Ceci atteste de la

régularité de la pente de la droite de régression de la mortalité des souris selon la

dose.

Le rapport DL9S / DLos (1,5), montre que la DL9S est de 1,5 fois la DLos. ce qui veut

dire qu'il faut donc 1,5 fois la dose non toxique pour provoquer sûrement la toxicité.

Cet intervalle est très petit et indique une utilisation à risque entre ces deux

extrémités. Cependant, cet aspect est atténué par le caractère pratiquement non

toxique de l'extrait aqueux.

Au cours de l'expérimentation, les manifestations de l'intoxication observées chez les

souris sont:

Un étirement du train postérieur avec une tendance à la

compression juste après l'administration.

Une anorexie.

106



Un hérissement des poils.

Une atteinte oculaire caractérisée par la fermeture d'un ou des 2

yeux.

Une perte de tonus.

Un tableau de somnolence et d'atonie générale conduisant à la

mort. Ce tableau clinique est observé à des doses fortes.

Le tableau de somnolence observé pourrait être dû à l'action sédative de l'extrait

aqueux. En effet, Anton (1979) a rapporté que les composés terpéniques que nous

avons identifiés dans notre extrait sont doués de propriétés sédatives.

IX.3.3 L'activité antip/asmodique du décocté aqueux

Au vu des pourcentages de réduction de la parasitémie en fonction de la dose

administrée, nous constatons un effet dose dépendant. A la dose d'administration de

150 mg/kg, l'inhibition des parasites par le décocté aqueux est de 75 % alors qu'à la

dose de 5 mg/kg, la chloroquine entraîne une inhibition parasitaire de 100 %.

La DEso du décocté aqueux déterminée graphiquement est de 95,78 mg/kg et celle

de la DEgo est de 188,74 mg/kg.

La valeur de la DEso du décocté aqueux est supérieure à celle des dérivés de

l'artéméther qui est de 5 à 8 mg/kg selon des études menées par O'Neill et ses

collaborateurs (1999) et aussi supérieure à celle de la mélloquine qui, d'après les

études menées par Xy et ses collaborateurs (1992), est de 25 mg/kg.

Le rapport DEgo décocté / DEgo chloroquine sulfate =150,9. Cette valeur montre

que la DEgo du décocté aqueux est environ 151 fois la DEgo de la chloroquine

sulfate. Ce qui signifie que le décocté aqueux est beaucoup moins actif que la
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chloroquine sulfate. Cela se comprend aisément quand on sait que la chloroquine

(schizontocide d'action rapide) est une molécule pure alors que le décocté aqueux

de la tisane composée Saye est un totum de molécules chimiques qui peuvent agir

en synergie ou développer un antagonisme. A ce niveau, un isolement des

molécules actives responsables de l'activité antiplasmodique, permettrait de faire

une étude comparative beaucoup plus fiable.

Cependant, si nous nous référons aux travaux antérieurs et surtout à ceux de

Sauvain et ses collaborateurs (2000), sont considérés comme:

Extraits à activité antiplasmodique modérée, ceux qui à la dose de 500

mg/kg/jour, entraînent une réduction de la parasitémie égale ou supérieure à

50 %.

Extraits à activité antiplasmodique bonne, ceux qui à la dose de 250

mg/kg/jour, entraînent une réduction de la parasitémie égale ou supérieure à

50 %.

Extraits à activité antiplasmodique très bonne, ceux qui à la dose de 100

mg/kg/jour, entraînent une réduction de la parasitémie égale ou supérieure à

50 %.

Dans nos conditions expérimentales, à la dose de 100 mg/kg/jour, le décocté

aqueux de la tisane composée Saye entraîne une réduction de la parasitémie égale

à 56%.

Nous pouvons donc dire que le décocté aqueux de la tisane composée Saye

présente une très bonne activité antiplasmodique. De plus, l'indice thérapeutique

étant égal à 17,3, le décocté aqueux est tout à fait digne d'intérêt comme extrait

antipaludique.

Cette activité antiplasmodique peut s'expliquer par la présence dans l'extrait de

composés polyphénoliques et de composés terpéniques.
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CONCLUSION ET SUGGESTIONS



X Conclusion

A l'issue de cette étude qui a consisté à tester in vivo l'activité antiplasmodique des

extraits aqueux de la tisane composée Saye sur P.berghei, nous avons mis en

évidence une activité antiplasmodique du décocté aqueux. Le décodé aqueux de la

tisane composée Saye est la forme la plus utilisée en médecine traditionnelle dans le

traitement du paludisme simple. Le Saye, mélange de trois plantes (Cassia alata

Linn, Cochlospermum planchonii Hoock, Phy/lantus amarus Schum et Thonn) est un

cocktail de groupes chimiques qui peuvent agir en synergie ou en antagonisme.

L'étude phytochimique du décocté aqueux a permis de mettre en évidence des

composés polyphénoliques et des composés terpéniques. Ces composés pourraient

être les composés majeurs à activité antiplasmodique du décocté aqueux de la

tisane composée Saye.

Sur le plan toxicologique, les tests effectués sur des souris NMRI par voie IP ont

montré que le décocté aqueux est faiblement toxique selon l'échelle de Hodge et

Sterner (1943).

Au plan pharmacologique, les résultats de l'étude de l'activité antiplasmodique

indiquent une faible activité du décocté aqueux par rapport à la chloroquine (la DEgo

du décocté étant égale à 151 fois celle de la chloroquine). Mais, par rapport à son

indice thérapeutique (17,3) et au classement effectué par Sauvain et ses

collaborateurs, le décocté aqueux de la tisane Saye est considéré comme ayant une

très bonne activité antiplasmodique.
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XI Suggestions

De cette étude, nous suggérons:

Une étude chimique plus approfondie du décocté aqueux à l'aide des

méthodes de fractionnement pour identifier la fraction responsable de l'activité

antiplasmodique et plus tard déterminer la structure chimique de la ou des molécules

actives.

Une étude in vitro du décocté aqueux sur les souches chloroquinosensibles et

chloroquinorésistantes afin de comparer l'effet antiplasmodique.

Une étude comparative in vivo et in vitro de l'activité antiplasmodique, de

l'infusé aqueux et du macéré aqueux de la tisane composée Saye.

Une extraction des tanins de la drogue végétale pour préparer des formes

galéniques qui seront utilisées comme fébrifuges.

Une extraction des composés terpéniques de la drogue végétale pour

préparer des formes galéniques qui seront utilisées comme antiplasmodiques.

Une inscription du numéro de lot, de la date de péremption et des effets

indésirables sur les sachets de la tisane Saye.

Un encouragement à l'étude des associations de plantes qui sont des formes

très utilisées en médecine traditionnelle.
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ANNEXES



Coloration de Field (1948)

Solution A

Bleu de méthylène officinal. 0.8g

Azur 1 (= Azur 2) 0.5g

Phosphate disodique, anhydre 5.0g

Phosphate monopotassique 5.25g

Eau distillée 500g

Solution B

Eosine, hydrosoluble 1.0g

Phosphate disodique, anhydre 5.0g

Phosphate monopotassique 6.25g

Eau distillée 500g

Dissoudre d'abord les phosphates, ajouter les colorants. Verser chaque solution

dans un flacon et mettre au bain marie pendant 30 minutes. Filtrer et conserver

séparément en flacons de verre.

Technique:

Préparer 4 béchers de coloration à large col, le premier pour la solution A, le second

pour la solution B et les deux autres pour l'eau distillée. Les solutions A et B doivent

être filtrés avant l'emploi.

Plonger la lame dans la solution A pendant 25 secondes. S'il s'agit d'un

frottis sanguin, la lame doit être d'abord fixée au méthanol avant d'être

plongée dans la solution A.

Retirer la lame et laver dans un bécher à l'eau distillée.

Plonger la lame dans la solution B pendant 25 secondes.



Retirer la lame et la laver à l'eau distillée.

Plonger à nouveau dans la solution A pendant 10 secondes.

Retirer la lame et la laver à nouveau à l'eau distillée.

Laisser sécher la lame sur un râtelier.



Coloration de Giemsa

Matériel:

Solution mère de Giemsa.

Méthanol.

Coton hydrophile.

Cuves à coloration (pouvant contenir 20 lames dos à dos).

Eau distillée ou désionisée, tamponnée à pH 7.2

Eprouvette graduée de 100ml à 500ml (suivant le nombre de lames à

colorer).

Eprouvette graduée de 10 à 025ml (suivant la quantité de solution mère de

colorant à mesurer).

Flacon ou bécher (la capacité dépend de la quantité de colorant à préparer).

Une minuterie.

Un égouttoir pour le séchage des lames.

Méthode:

Remarque: cette méthode donne de meilleur résultats si les lames sont séchées

toute la nuit.

Fixer le frottis en tamponnant délicatement avec un petit morceau de coton

imbibé de méthanol, ou en le trempant quelques secondes dans une cuve

contenant du méthanol. Eviter le contact de la goutte épaisse avec le

méthanol ou avec ses vapeurs, ce qui le fixerait et gênerait la coloration.

Mettre les lames dos à dos dans la cuve à coloration, en s'assurant que toutes

les gouttes épaisses sont du même côté de la cuve.

Préparer une solution de Giemsa à 3% de la solution mère de Giemsa à 97ml

d'eau tamponnée.

Verser délicatement le colorant dans la cuve jusqu'à recouvrir entièrement les

lames. Eviter de verser directement le colorant sur les gouttes épaisses.



Laisser les lames dans le colorant entre 30 à 45 minutes. C'est l'expérience

qui vous permettra d'évaluer le temps exact qui convient à chaque lot de

préparation.

Verser doucement de l'eau propre dans la cuve pour faire remonter la pellicule

risée à la surface du colorant. Verser l'eau du côté OIJ se trouvent les frottis

pour ne pas abîmés les gouttes épaisses.

Rejeter délicatement le reste du colorant et rincer de nouveau à l'eau propre

pendant quelques secondes. Vider l'eau.

Enlever les lames une par une et les placer sur l'égouttoir, la face portant les

étalements vers le bas. S'assurer que la goutte épaisse ne touche pas le bord

de l'égouttoir.



Réactif de Folin-Denis

Préparer en dissolvant 100g de Walfarmate de sodium, 20g d'acide

phosphomolybtique, 50 ml d'acide phosphorique, dans 750 ml d'eau distillée. Le

mélange est porté à reflux pendant 2 heures et après refroidissement, il est complété

à 1litre avec de l'eau distillée.

Réactif de Mayer

A:
HgCI2 (chlorure mercurique)

H20

1.358 g

60 ml

5g

10 ml

Mélanger A et B, et réajuster à 100 ml avec de l'eau.



TITRE

ETUDE IN VIVO DE L'ACTIVITE ANTIPLASMODIQUE DES EXTRAITS AQUEUX

DE LA TISANE COMPOSEE SAVE (Cassia alata Linn; Cochlospermum

planchonii Hook ; Phyllantus amarus Schum et Thonn) CHEZ LA SOURIS NMRI

INFESTEE PAR Plasmodium berghei.

RESUME

La présente étude s'est proposée de tester in vivo l'efficacité antiplasmodique

des extraits aqueux du Saye qui est une association de trois plantes (Cassia alata

Linn, Cochlospermum planchonii Hook, Phyllantus amarus Schum et Thonn), utilisé

traditionnellement au Burkina Faso dans le traitement du paludisme. Cette étude a

été effectuée sur des souris NMRI infestées par Plasmodium berghei.

Le criblage phytochimique effectué sur les trois extraits aqueux (le décocté,

l'infusé et le macéré), a mis en évidence des stérols et/ou triterpènes, des tanins

galliques ou polyphénols, des f1avonoïdes, des saponosides.

L'étude de la toxicité du décocté a donné une DLso = 1660,55 mg/kg, ce qui a

permis de le classer comme étant faiblement toxique selon l'échelle de Hodge et

Sterner.

Sur le plan de l'activité, le décocté aqueux de Saye présente une très bonne

activité antiplasmodique. Avec une DEso = 95,78 mg/kg et un indice thérapeutique

égal à 17,3, le décocté aqueux de Saye utilisé en médecine traditionnelle paraît tout

à fait digne d'intérêt comme extrait à activité antiplasmodique.

Des études plus poussées mériteraient d'être poursuivies.

Mots clés: Paludisme - Saye - Extraits aqueux - Activité antiplasmodique - Souris 

Plasmodium berghei.
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TITLE

IN VIVO STUDY OF ANTIPLASMODIAL ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACTS OF

THE SAVE COMPOUND (Cassia alata Linn; Cochlospermum planchonii Hook;

Phyllantus amarus Schum and Thonn) IN THE NMRI MICE INFESTED SY

Plasmodium berghei.

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the antiplasmodial efficiency of aqueous

extracts of Saye in mice infested by Plasmodium berghei. The Saye is a combination

of three plants (Cassia alata Linn, Cochlospermum planchonii Hook , Phyllantus

amarus Schum et Thonn), traditionally used in Burkina faso in the treatment of

malaria.

The phytochemical screening fram the aqueous forms (decoction, infusion,

soaking) revealed the presence of sterols and/or triterpenoids, tannins gallic or

polyphenols, f1avonoids and saponins.

The DLso (1660.55 mg/kg) allowed as to classifythe extract (decoction) as lowly

toxic according to Hodge and Sterner toxicity scale.

The decoction of Saye showed a very good antiplasmodial activity . With a

DEso = 95.78 mg/kg and a therapeutic index of 17.3, the extract used in traditional

medecine appears quite interesting and could justify ifs utilization as antimalarial

herbai medecine.

Further studies should be carried out.

Key words : Malaria - Saye - Aqueous extracts - Antiplasmodial activity - Mice 

Plasmodium berghei.
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