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INTRODUCTION

Endémie parasitaire majeure, le paludisme ou malaria est une érythrocytopathie due à

un hématozoaire du genre Plasmodium. Cet hématozoaire est transmis à l'homme par un

moustique, l'anophèle femelle. Ce protozoaire s'installe dans le foie puis parasite les globules

rouges qu'il détruit en libérant des substances pyrogènes.(l)

Maladie remarquée déjà deux siècles avant Jésus-Christ par les Romains et les Grecs, la

connaissance et les moyens de lutte contre le paludisme n'ont cessé de croître. En effet, dès

1630, Francisco Lopez observa les effets antipyrétiques des écorces de quinquina. En 1880,

Laveran découvrit le cycle de l'agent pathogène (2). Après la seconde guerre mondiale, il y eut

l'utilisation massive des insecticides et l'émergence de nouvelles molécules antipaludiques

telles que les amino-4-quinoléines, les amino-alcools et les antimétabolites.

Malgré ces progrès, le paludisme demeure un problème de santé publique avec une

mortalité annuelle de 1,5 à 2,7 millions dans le monde (3). Des défis majeurs restent à relever.

C'est le cas de la chimiorésistance du plasmodium aux antipaludiques financièrement

accessibles comme la chloroquine, la résistance des vecteurs aux insecticides, le coût élevé de

certains médicaments, et l'absence de vaccins.

C'est pour pallier toutes ces difficultés que de nouvelles stratégies de lutte contre le

paludisme ont été élaborées. Nous pouvons citer entre autre, la lutte antivectorielle avec

l'utilisation des moustiquaires imprégnées qui pourrait réduire de 15 à 35 % la mortalité

infantile totale (3). La recherche d'une chimiothérapie plus efficace et plus accessible que la

chloroquine fait également partie de cette stratégie. En effet, l'OMS souligne que" bien que

quelques médicaments nouveaux soient apparus au cours des 20 dernières années (méfloquine,

halofantrine, artémisinine et dérivés, malarone, atovaquone/proguanil), il existe un besoin

urgent de mettre au point des médicaments nouveaux (et surtout économiques et faciles à

obtenir) et des formes plus pratiques de médicaments ou de composés existants. "(3)

Aussi, dans le cadre de la recherche de nouvelles alternatives pour la chimiothérapie du

paludisme, notre étude s'est portée sur une plante médicinale : Cochlospermllm tinctorium A.

Rich (Cochlospermaceae). Le but de l'étude était de contribuer à l'identification des principes

antiplasmodiques de cette plante pour ouvrir la voie à la mise au point de nouveaux

médicaments antipaludiques d'origine naturelle.
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II. ENONCE DU PROBLEME

Le paludisme est la plus importante des maladies parasitaires tropicales dans le monde.

Il constitue un problème de santé publique dans plus de 90 pays et concerne plus de 40% de la

population mondiale. L'incidence mondiale est estimée entre 300 et 500 millions de cas

clinique par année avec une mortalité d'un million par an (3). Au Burkina Faso, elle est estimée

à près de 600 000 accès palustres par an (4). Le paludisme tue un enfant toutes les 30

secondes dans le monde (3). Butler et coll. estiment que le paludisme tue généralement un

enfant de moins de 5 ans toutes les 12 secondes (5) . En outre, le paludisme pose un problème

d'ordre économique au niveau des communautés (6). En effet, les coûts directs et indirects du

paludisme en Afiique subsaharienne, d'après des estimations de 1997, dépasseraient 2 milliards

de dollars US (3). Il engendre une incapacité de travail de 5 à 20 jours selon Mbugua J.K. (7).

Au Burkina Faso, des études ont établi que le coût direct moyen de la prise en charge d'un cas

de paludisme grave s'élevait à 21160 FCFA dont 80% à l'achat des médicaments (8).

Les médicaments constituent actuellement une des alternatives dans la lutte

antipaludique. Seulement on ne dispose que d'un nombre limité. Compte tenu de la

progression de la résistance du plasmodium aux médicaments existants, il devient de plus en

plus difficile de traiter efficacement le paludisme. La chimiorésistance a été démontrée vis-à-vis

de la chloroquine, du proguanil, des sulfamides, de la quinine, de la méfloquine (9). Bryskier et

coll. reconnaissent « qu'il devient nécessaire de renouveler l'arsenal thérapeutique qui devient

progressivement défaillant ». Ces arguments nous amènent à plaider pour un renforcement

urgent de la recherche de nouvelles thérapeutiques antipalustres.

Les plantes médicinales constituent l'un des supports pour la recherche de nouvelles

molécules si l'on considère que la première molécule antipaludique, la quinine, a été isolée du

Quinquina. Dans le sens de la recherche de nouvelles molécules antipaludiques, nous avons

choisi de travailler sur une plante, Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae).

Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle au Burkina Faso pour le traitement des

accès palustres (10, 11). Des études antérieures ont montré une activité antiplasmodique in

vitro et in vivo à partir d'extraits isolés de cette plante (12, 13, 14). L'objectif de la présente

étude est de contribuer à l'identification des principes antiplasmodiques de cette plante,

Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae).
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3

III. OBJECTIFS

III. 1. Objectif général

Contribuer à l'identification des principes antiplasmodiques de Cochlospermum tinctorium A.

Rich. (CocWospermaceae)

III. 2 Objectifs spécifiques

1. Réaliser des extraits de la poudre des rhizomes de Cochlospermum tinctorium A. Rich .

(CocWospermaceae) à l'aide de solvants de polarité croissante.

2. Déterminer l'extrait antiplasmodique le plus actif grâce à des tests d'inhibition de P. berghei

in vivo chez la souris.

3. Réaliser un screening chimique de l'extrait antiplasmodique le plus actif par chromatographie

sur couche mince (CCM) de gel de silice G6oF254.

4. Fractionner l'extrait le plus actif par chromatographie sur une colonne de gel de silice.

5. Déterminer la fraction antiplasmodique la plus active grâce à des tests d'inhibition de P.

berghei in vivo chez la souris.

6. Analyser la fraction antiplasmodique la plus active, par CCM de gel de silice G6oF254'
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IV. GENERALITES

IV. 1 LA PLANTE: Cochlospermum tinctorium (Cochlospermaceae)

IV.I.I. Données botaniques

C'est une plante ligneuse géophyte dont les ractnes et les tiges vivaces restent

enterrées; seuls se développent dans l'air, l'appareil végétatif annuel et l'appareil florifère. Les

feuilles, émises pendant les pluies, mesurent 30 à 80 cm de hauteur. Elles sont palmatilobées à

lobes effilés. Les fleurs sont jaune-d'or et apparaissent au ras de terre. Le fruit est une dapsile

ovoïde contenant des graines noires entourées de longs poils. (15,16)

IV.1.2. Données ethnobotaniques et ethnopharmacognosiques

IV.1.2.1. Repartition géographique

Cochlospermum tinctorium A. Rich. est un genre pantropical essentiellement répandu

dans les savanes et les formations forestières. Il se retrouve fréquemment sous le tapis herbacé

disséminé dans toutes les savanes boisées et arborées du domaine phytogéographique

soudanien. Elle est appelée espèce omnisoudanienne du fait de sa répartition dans toute la

bande soudanienne entre le huitième et le neuvième parallèle. Les Cochlospermums sont

représentés par des arbrisseaux ou sous arbrisseaux fleurissant couramment au ras du sol, après

les feux. Au Burkina-Faso, les mois de floraison sont Novembre et Décembre. (17)

IV.1.2.2. Usages traditionnels

Les usages de cette plante sont variés du point de vue des indications, des parties de la

plante utilisée, que de la région.

Au Mali, la décoction aqueuse des racines, suivant l'état avancé de la maladie, est réputée

efficace dans le traitement des ictères aigus, en boisson à la place de l'eau jusqu'à guérison

complète (15).

Au Togo, le décocté des tubercules est bu en cas de dysménorrhée et est utilisé en bain de

siège pour traiter le prolapsus anal. En macération dans l'urine de bœuf, les tubercules sont

réputées anti-ictériques par voie interne (16).
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En Côte-d'Ivoire, la plante est utilisée par les guérisseurs: sous forme de décoction des tiges et

surtout des racines, l'utilisation se fait en boisson ou en bain dans le traitement des affections

génito-urinaires, rénales et des douleurs intercostales. La pulpe des feuilles sert à confectionner

des pansements humides destinés à faire avorter les abcès et furoncles (18).

Au Burkina Faso, la plante est utilisée dans les accès fébriles: le décocté de la partie centrale

de la racine est prescrit en boisson ou en ablution. La décoction des écorces de racines est

indiquée dans le traitement du paludisme. Le décocté des racines entières associé à Terminalia

macroptera est prescrit en boisson dans le traitement de la jaunisse. En zone lobi, la racine

mastiquée et imprégnée de salive, appliquée sur des boutons (pustules dues aux bactéries

charbonneuses) guérit le malade de ses affections cutanées. Pour atténuer les troubles causés

par la jaunisse, le malade doit absorber l'eau dans laquelle on a fait macérer les racines

préalablement pilées (19).

Les indications de cette plante sont nombreuses selon la littérature: affections hépato-biliaires,

fièvres bilieuses hématuriques, rachitisme, coliques, helminthiases, orchites, bilharziose,

épilepsie, pneumonie, conjonctivites, hémorroïdes, ascite, béribéri, blennorragie, affections des

bronches, œdèmes généralisés.
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SITUATION DE COCHLOSPERMUM TINCTORIUM A. RICH DANS LE REGNE

VEGETAL

Phanérogame

*-~
Gymnospermes Angiospermes

+--*
Monocotylédones

Autres ordres

Dicotylédones

*-+
Bixales

*'----~
Autres familles Cochlospermaceae

Autres espèces

*--~
Coch/ospermum tinctorium



Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae) (photo tirée de la
flore du Sénégal)
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IV.l.3. Chimie

L'étude phytochimique réalisée par Diallo et coll. (12) à partir d'extraits aqueux a

permis d'isoler les constituants chimiques suivants:

- acides galliques

- ellagitanins

- f1avonoïdes

- apocaroténoïdes (dont la cochloxanthine et la dihydrocochloxanthine)

- triterpènes pentacycliques (acide arjunolique)

- triacylbenzènes

Coulibaly (13) 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 hydrolysé des

glycosides stéroïdiques, triterpéniques et des leucoanthocyanes. Les tanins, les composés

réducteurs, les glucides ont été identifiés dans l'extrait aqueux.

IV.I.4. Pharmacologie

Diallo et coll. ont montré en 1989, les effets inhibiteurs des triterpènes (l'acide

arjunolique) sur l'activation du virus Epstein Barr (21). En 1995, ils ont montré l'effet

inhibiteur de ces triterpènes sur la carcinogenèse de la peau chez la souris. (22)

Nkiani et coll. ont montré que la cochloxanthine et la dihydrocochloxanthine avaient

des propriétés antifongiques et antibactériennes. Ces pigments inhiberaient la croissance de

Candida albicans, Aspergillus fumigatus et Escherichia coli à des concentrations élevées de

l'ordre de 500 mg/ml. (12)

L'activité hépatoprotectrice des extraits aqueux, hydroéthanolique et éthanolique a été

évaluée par Diallo et coll. Les composés phénoliques et les caroténoïdes et les triterpènes

seraient responsables de cette activité (23).

Une activité fébrifuge a également été suspectée (24).

L'activité antiplasmodique a été mise en évidence in vitro par les études menées par

Benoît-Vical et coll. (14) sur l'infusé et le décocté des racines de Cochlospermum tinctorium.

Ces mêmes auteurs, à partir d'extraits des feuilles et des huiles essentielles de Cochlospermum

tinctorium et Cochlospermum planchonii, ont mis en évidence l'activité antiplasmodique in



8

vitro. Cette étude a aussi montré une cytotoxicité sur la souche cellulaire K562 avec des CI50

allant de 33 à 2000 Ilg/ml.(25)

Coulibaly a aussi montré l'activité antiplasmodique à partir d'extraits des rhizomes de la

plante in vitro. Balkouma a montré à partir de tests in vivo, l'activité antiplasmodique de

l'extrait hydroéthanolique des rhizomes de la plante avec une DE 50 de 36,5 mg/kg.

1V.2 LES MEDICAMENTS ANTIPALUDIQUES

IV.2.1. Rappels sur le paludisme

IV.2.1.1. Epidémiologie

IV.2.1.1.1. Les agents pathogènes

Les quatre espèces plasmodiales parasites de 1'homme sont: Plasmodium falciparum

(pj), Plasmodium ovale (p.o.), Plasmodium malariae (p.m.), Plasmodium vivax (p. v.) . Ce

sont des protozoaires intracellulaires. Ils appartiennent à l'embranchement des sporozoaires et

à l'ordre des Haemosporidiae. La multiplication est asexuée ( ou schizogonique) chez 1'homme

et sexuée ( ou sporogonique) chez le moustique vecteur, l'anophèle femelle. Au cours de leur

cycle biologique, les plasmodies changent sans cesse d'aspect et de taille, par suite de

l'alternance de phases de croissance et de phases de division (nucléaire et cytoplasmique).

IV.2.1.1.2. Cycle des plasmodies

Chez l'homme s'effectue la multiplication schizogonique. Au cours de la piqûre, le

moustique infesté injecte avec sa salive des centaines de parasites, sous forme de sporozoïtes.

Ils gagnent le foie où s'effectue le ÇXcle exoérythrocytairF : les sporozoïtes pénètrent dans les

hépatocytes, se multiplient pour donner les schizontes. C~s schizontes s'éclatent et libèrent de

nombreux mérozoïtes qui passent dans la circulation sanguine.

Dans le sang s'effectue le cycle érythrocytaire: ch~que mérozoïte pénètre par endocytose

dans une hématie et s'y transforme en trophozoïte. Ji grossit, et son noyau se divise: c'est

alors un scl;rizonte.te, schizonte éclate et libère des mérozoïtes qui vont parasiter des hématies

vierges et effectuer 'dt nouveaux cycles schizogoniques. Après plusieurs cycles schizogoniques,
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apparaissent dans les hématies des éléments à potentiel sexuel, les gamétocytes mâles et

femelles. Le cycle érythrocytaire dure 48 heures pour P. V., P.o. et Pj et 72 heures pour P.m.

Chez l'anophèle femelle s'effectue le cycle sexué ou sporogonique. En prenant son

repas sanguin chez un paludéen, l'anophèle femelle absorbe des trophozoïtes, des schizontes,

des rosaces, des gamétocytes. Les gamétocytes ingérés assurent la poursuite du cycle. Dans

l'estomac a lieu la fécondation qui donne un œuf mobile, l'ookinète qui se fixe sur la paroi

externe de l'estomac pour donner l'oocyste contenant les sporozoïtes. Libérés par éclatement

de l'oocyste, ces derniers gagnent avec prédilection les glandes salivaires. La durée du cycle

sporogonique varie de 10 à 40 jours selon la température et l'espèce plasmodiale.

IV.2.1.1.3. Les vecteurs

Ils appartiennent tous au genre Anopheles (comprenant 400 espèces dont 20 vectrices

du paludisme) de la famille des Culicidae de l'ordre des diptères. Les mâles se nourrissent

uniquement de jus sucrés, ils ne piquent pas. Les femelles ont besoin de protéines pour assurer

le développement de leurs ovaires: elles les puisent dans le sang qu'elles prélèvent sur les

vertébrés dont l'homme.

IV.2.1.2. Symptomatologie

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 la primo-invasion et les accès de

reviviscence schizogonique à fièvre périodique. De même le paludisme viscéral évolutif peut en

principe, être déterminé par toutes les plasmodies. 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 bilieuse hémoglobinurique pour Pj, la néphrite quartane pour Pm.

Enfin, l'âge de 1'hôte ou son état impriment des particularités cliniques.

IV.2.1.2.1. Accès de primo-invasion

Il apparaît chez un sujet neuf, non immun, c'est-à-dire chez l'enfant de 4 mois à 4 ans,

autochtone d'une zone d'endémie, mais aussi à tout âge, y compris chez l'adulte, pour les

sujets récemment transplantés d'une région exempte de paludisme vers une zone d'endémie,
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pour peu qu'ils ne se soumettent pas à une prévention efficace.

Incubation: 7 à 21 jours, parfois plusieurs mois

Invasion: fièvre progressivement croissante qui devient continue atteignant 39-40°C, malaise

général: myalgies, céphalées, douleurs abdominales, nausées, vomissements, parfois une

diarrhée, parfois une splénomégalie

Evolution: elle est favorable, si la maladie est correctement traitée, en quelques jours; sinon, il

y a une persistance de la fièvre avec des rémissions et des recrudescences pendant 8 à 15 jours.

Il y a un risque de passage à l'accès pernicieux pour P. f
Pour les autres espèces, la guérison spontanée est possible mais des accès de reviviscence

ultérieurs, des mois plus tard ne sont pas exclus.

IV.2.2.2.2. Accès palustres à fièvre périodique

Ils succèdent à l'accès de primo-invasion, ou correspondent à des accès de reviviscence

schizogonique par réveil d'un hypnozoïte intrahépatique (P.v. et P.o.) ou par exacerbation

d'une schizogonie sanguine latente (P.m.).

Ils sont identifiés par une triade symptomatique :

- stade de frissons: fièvre à 39°C, splénomégalie, hypotension artérielle. Ce stade dure une

dizaine d'heures.

- stade de chaleur: les frissons cessent, la peau devient brûlante, la température atteint 40°

41oc. Ce stade dure 3 à 4 heures.

- stade de sueurs : sueurs abondantes, effondrement brusque de la température, remontée de la

pression artérielle. Durée : 2 à 4 heures.

Le rythme des accès est variable selon l'espèce plasmodiale. Ils surviennent tous les 2 jours

lorsque la schizogonie est de 48 heures et réalisent alors une fièvre tierce (p. V., P.o. et Pj).

Une schizogonie de 72 heures donne lieu à une fièvre quarte (P.m.).

IV. 2.1.3. Physiopathologie

IV.2.3 .1.1. Accès simple

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

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

L'anémie résulte de la lyse des hématies parasitées.
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La splénomégalie et l'hépatomégalie, habituelles au bout d'un certain temps témoignent

de l'hyperactivité et de la congestion de ces organes.

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

l'hémoglobine en bilirubine qui colore les conjonctives.

IV.2.1.3.2. Accès pernicieux

Ses particularités symptomatiques sont dues à la multiplication de P j 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 anémie hémolytique, troubles de la

microcirculation et phénomènes cytotoxiques.

IV.2.1.4. Traitement étiologique

IV.2.1.4.1. Fonnes sévères et pernicieuses

Il est basé sur l'administration intraveineuse d'un sel de quinine. La posologie est de 8

mg/kg de base (environ 10 mg de sel) à passer en 4 heures dans du soluté glucosé à 5% (250

ml pour un adulte), et à renouveler chaque 8 heures, soit 25 mg/kg par 24 heures. Une dose de

charge (16 mg/kg pour la première perfusion) aurait pour les uns l'avantage d'une action plus

rapide, et pour les autres l'inconvénient d'accroître les risques d'hypoglycémie et d'effets

cardio-vasculaires.

Au Burkina Faso, le médicament de premier choix pour le traitement du paludisme

grave est aussi la quinine (26). La posologie recommandée par l'OMS est de 10 mg/kg toutes

les 8 heures. Cependant, pour plus d'efficacité, si le malade n'a pas pris de quinine dans les 24

heures ou de la méfloquine au cours de la semaine, commencer le traitement par une dose de

charge de 20 mg/kg de sels de quinine en perfusion dans du soluté à 5% (10 m1/kg), à passer

en quatre heures. Sinon, commencer directement par la dose de 10 mg/kg toutes les 8 heures.

IV.2.1.5.2. Fonnes non graves

1°) Absence de cWoroquino-résistance

Au Burkina Faso le premier choix pour le traitement du paludisme simple est la

cWoroquine (26). La posologie recommandée pour la cWoroquine est la suivante:
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1<:r jour de traitement : 10 mg/kg en prise unique

2èrne jour de traitement : 10 mg/kg en prise unique

3<:r1ll' jour de traitement: 5 mg/kg en prise unique

2°) Chloroquino-résistance présumée ou prouvée

Plusieurs protocoles peuvent être proposés, chacun avec ses avantages et ses

inconvénients. Certains ne peuvent être que par voie orale. En cas d'intolérance gastrique, on

ne pourra utiliser que la quinine ou le Fansidar®. Les molécules utilisables sont les suivantes: la

métloquine, la quinine, l'association sulfadoxine-pyriméthamine, l'association métloquine

sulfadoxine-pyriméthamine, les amino-4-quinoléïnes (chloroquino-résistance modérée: absence

de R-III)

3°) Multi-résistances

Les plus fréquentes concernent les amino-4-quinoléïnes et les divers antimétabolites.

On s'adressera alors à la qumme, la métloquine ou l'halofantrine.

En cas de résistance à la quinine, on prescrira :

- soit un traitement de 7 jours, voire 10 jours de l'association quinine-antibiotique (doxycycline,

tétracycline, lincosamine ou érythromycine).

- soit la métloquine ou l'halofantrine.

Les tableaux suivants présentent d'une part les avantages et les inconvénients des

antimalariques dans le traitement du paludisme, et d'autre part les posologies moyennes pour le

traitement.
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TABLEAUI

Avantages et inconvénients des antimalariques dans le traitement du paludisme à P.
falciparum .

AVANTAGES INCONVENIENTS ET
LIMITES

Quinine Efficacité rapide, sauf dans certaines Traitement de plusieurs jours.
régions Effets secondaires fréquents
(Asie)

Méfloquine Très efficace - Résistance Rare. Coût - Tolérance médiocre
Traitement de 24 heures Pas de présentation injectable

Balofantrine Résistance rare Coût - Absorption irrégulière -
Traitement de 24 heures Pas de forme iniectable

Chloroquine Faible coût - très active sur les souches Extension des résistances
sensibles. Bien tolérée.

Amodiaquine Active sur les souches modérément Extension des résistancès
résistantes à la clùoroquine

Suladonne- Prise unique. Pas de résistance croisée Apparition de résistances
Pyriméthamine avec la clùoroquine
Suladonne- Actif sur les souches clùoroquino- Coût - Tolérance moyenne
Pyriméthamine- résistantes. Restriction dans la sélection de
Méfloquine souches résistantes.

TABLEAUn
Posologies moyennes des schizonticides ( exprimée en gramme de la molécule base)

ADULTES ENFANTS

Quinine 1,5 g par jour x 5 à 7 jours 25 mg/lcg x 5 à 7 jours

Méfloquine 1,5 g par 24 heures en 3 prises 25 mg/lcg en 3 prises

Halofantrine Idem Idem

Chloroquine et 1,5 à 2,5 g en 3 à 5 jours 25 à 35 en 3 à 5 jours

Amodiaquine

Suladoxine- 3 comprimés en 1 prise Ih comprimé / 10 kg de poids

Pyriméthamine

Suladoxine- Idem Idem

Pyriméthamine-

Méfloquine
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IV.2.1.S. Chimiorésistance

IV.2.1.5.1. Définition

La résistance médicamenteuse est la capacité qu'a un parasite à se multiplier ou à

survivre en présence de la concentration d'une substance qui, nonnalement, détruit les

parasites de la même espèce ou empêche leur maturation. La résistance peut être partielle

(amenant à augmenter les doses de médicaments tolérées par l'hôte) ou complète (dépassant

les doses maximum tolérées par l'hôte) (27).

La chimiorésistance des plasmodiums a apparu différemment selon les molécules (28) : quinine

(1910), chloroquine (1945), amodiaquine (1947), proguanil (1948), pyriméthamine (1951),

pyriméthamine + sulfadoxine (1964), méfloquine (1972). Au Burkina Faso, la chimiorésistance

a été observée in vivo pour la chloroquine en 1988 (29). La position de la quinine reste solide,

la pression de sélection de résistance étant limitée par une stricte utilisation thérapeutique du

fait des effets secondaires rapidement perceptibles et par la rapidité de son élimination chez le

sujet traité.

IV.2.1.5.2. Mécanisme de la chimiorésistance

Plusieurs hypothèses expliquent le mécanisme de la chimiorésistance

a) L'hypothèse faisant intervenir la ferriprotoporphyrine (FP) comme récepteur des

schizonticides. Fitch explique la chloroquino-résistance de Pj par une séquestration plus

efficace de la FP, diminuant ainsi la fonnation du complexe FP-CQ. IJ propose différents

mécanismes 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.

b) L'hypothèse du gradient de pH selon Warhurst les mécanismes de résistance sont

envisageables par:

- la modification du gradient de pH due à de l'activité de la pompe à protons ou au

changement de pennéabilité des membranes;

- la modification quantitative ou qualitative de la pennéase dans les membranes plasmiques et

vacuolaires. Il faudrait dans ce cas admettre l'activité de la pennéase dans la membrane

vacuolaire des seules souches résistantes, pour expliquer l'effiux de la chloroquine vers le

cytoplasme parasitaire.
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c) L'hypothèse de l'effiux des amino-4-quinoléines et des amino-alcools est basée sur la

cinétique de la chloroquine radiomarquée dans les deux directions, influx et effiux, chez Pf

sensible et résistant. 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 Pf
sensible que chez le Pf résistant. La cinétique de l'efllux met en évidence la sortie rapide de la

chloroquine radiomarquée chez Pf résistant et lente chez le Pf sensible. Ceci explique la

différence du taux de chloroquine à l'état d'équilibre chez les deux souches.

d) 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

schizonticides. 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 conséquent, explique l'effiux 40 fois plus rapide de la souche résistante observée par

Krogstad.

e) L'hypothèse de la réversion de la résistance est issue du rapprochement des mécanismes de

résistance de cellules cancéreuses et de Pf Certaines cellules humaines cancéreuses exposées

in vitro à un médicament anticancéreux deviennent résistantes au composé sélectionné, mais

également à des agents de mode d'action différent. Une pompe ATP dépendante située dans la

membrane plasmique des cellules résistantes est à l'origine de l'efllux des agents anti

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

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

nucléotidique a été détectée sur des souches chimiorésistantes de Pf par deux équipes, mais la

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

IV.2.1.6. Plasmodium berghei

Plasmodium berghei est la souche sur laquelle nos tests antiplasmodiques ont été

réalisés.

Plasmodium berghei est le premier plasmodium murin à avoir été isolé, en 1948 par

Vaincre et Lips. C'est un parasite ayant une prédilection caractéristique pour les réticulocytes.
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Les cycles de développement de toutes les plasmodies munnes sont semblables.

L'infection commence par l'injection de sporozoïtes contenus dans les glandes salivaires d'un

moustique infecté. La schizogonie exoérythrocytaire se déroule dans les hépatocytes. Il y a une

seule phase de schizogonie exoérythrocytaire qui se déroule en 48-60 heures : le sporozoïte

s'arrondit se transformant en trophozoïte. Le trophozoïte se divise, formant un schizonte. A

maturité, le schizonte éclate, libérant des mérozoïtes qui pénètrent dans les globules rouges où

ils se transforment en une forme en anneau, le trophozoïte. Le trophozoïte donne le schizonte

qui après 24 heures, produit 6 à 18 mérozoïtes. Ces mérozoïtes pénètrent dans d'autres

globules rouges et l'infection continue avec une périodicité de 24 heures. Après plusieurs

cycles schizogoniques, des gamétocytes sont formés. Ces gamétocytes infectent lors de la

piqûre un moustique du genre anophèle chez lequel se déroule le cycle sporogonique. Les

sporozoïtes apparaissent dans les glandes salivaires après 10 à 12 jours à 24-26 oC. Ce cycle de

développement des plasmodiums murins est semblable à celui des plasmodiums humains.
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IV.2.2. Les molécules antipaludiques

IV.2.2.1. Classification

Il existe plusieurs types de classification des molécules antipaludiques: selon la famille

chimique, le délai d'action, le spectre d'activité, l'origine. Dans le cadre de notre étude nous

insisterons sur la classification selon l'origine (30).

- La famille chimique

- les quinolyl méthanols (quinine, halofantrine, méfloquine)

-les amino-4-quinoléïnes (chloroquine, amodiaquine)

- les amino-8-quinoléïnes (primaquine)

- les sulfones (dapsone), les sulfamides (sulfadoxine, sulfalène)

- les biguanides (proguanil, chlorproguanil), les diaminopyrimidines (pyriméthamine,

triméthoprime)

-les sesquiterpènes lactones (artémisinine, artésunate, arthéméter)

- les cyclines (tétracycline, doxycycline, minocycline)

- les macrolides (érythromycine, lincomycine, clindamycine)

- les quinolones

- Le délai d'action

- rapide (quinine, chloroquine, amodiaquine, méfloquine, halofantrine, artémisinine)

- lents (proguanil, pyriméthamine, clindamycine, cyclines)

- Le spectre d'activité

- sur les schizontes tissulaires prévenant le passage des parasites vers les globules rouges

(primaquine, proguanil, pyriméthamine, sulfones, sulfamides)

- sur les hypnozoïtes tissulaires guérissant des rechutes de P. v. et p.o. (primaquine)

- sur les stades érythrocytaires asexués associés généralement à la maladie (tous les

antipaludiques sauf la primaquine)

- sur les gamétocytes coupant le cycle de transmission du paludisme (quinine, amino-4

quinoléïne sur P.m. et P.v. et la primaquine sur les quatre espèces)

- sur le cycle sporogonique inhibant le développement du parasite chez le moustique
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(primaquine, proguanil)

- L'origine

- les molécules d'origine naturelle

- les molécules de synthèse

IV.2.2.2. Chimie

IV.2.2.2.1. Les molécules d'origine naturelle

1°) Les alcaloïdes

- La quinine

Elle appartient à la classe chimique des arylméthanols. Premier antipaludique d'origine

naturelle, elle a été isolée des racines du Cinchona (Rubiaceae) en 1820 par PELLETIER et

CAVENTOU.

- Les bisbenzylisoquinoléïnes

- La tétrandine: isolée de Stephania tetrandra, la plante est utilisée dans la médecine

traditionnelle chinoise comme antirhumatismale et analgésique. La tétrandine a in vitro une

efficacité plus importante sur les souches chloroquinorésistantes de Pj que sur les souches

sensibles. Combinée à la chloroquine, elle prévient l'émergence de la chloroquinorésistance .

- La phaeanthine: énantiomère de la tétrandine, elle a été isolée chez Triclisia patens

(Menispermaceae). Elle présente à peu près les mêmes effets que cette dernière. La

phaeanthine est active in vitro sur le P j

- La 7-0-diméthyltétrandine et la limacine: elles ont été isolées respectivement chez

Strychnopsis thouarsii et Spirospermum penduliflorum. Elles ont montré toutes les deux une

activité antiplasmodiale in vitro. Ces molécules potentialisent l'effet de la chloroquine sur les

souches résistantes.

- La fébrifugine

La fébrifugine a été extraite des racines de Drichroafebrifuga. L'activité antipaludique

de l'extrait a été mise en évidence dès 1946 par Jang et coll. (10)
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- La berberine

Elle a été retrouvée chez les Annonaceae, les Berberidaceae et les Menispermaceae; son

activité antiplasmodiale a été démontrée in vitro.

- La vinblastine

Isolée chez Catharanthus roseus (Apocynaceae), elle est active sur P.! Cette molécule

présente un faible rapport efficacité/coût du fait de sa cherté.

- Les alcaloïdes acridiniques

Ils ont été isolés chez Citrus grandis (Rutaceae). L'atalaphillinine a une activité in vivo

chez la souris infestée par Plasmodium berghei .

7°) Les alcaloïdes indoliques : la 4-méthoxy-l-vinyl-.:ll.carboüne et la 6-hydroxy-4

méthoxy-l-vinyl-~-carboline.

Elles ont monté une activité antiplasmodiale in vitro sur certaines souches résistantes de

Pf

2°) Les terpènes

- L 'artémisinine ou qinghaosu

Elle a été isolée en 1971 par des chimistes chinois à partir d'extraits de feuilles

d'Artemisia annua L. Sa structure a été élucidée en 1973 ainsi que sa synthèse. L'artémisinine

et ses dérivés (arthéméter, arthéether, artésunate) constituent une nouvelle classe de molécules

antipaludiques efficaces sur les souches résistantes de Pj

- La cynaropicrine

Sesquiterpène lactone, elle a été isolée de Vernonia glutinosa (Composeae). Son

activité a été démontrée uniquement in vitro.

- La parthénine

Isolée de Parthenium nysterophorus (Asteraceae), son activité antiplasmodiale a été

démontrée in vitro.

- Les quassinoides

Ce sont des triterpénoïdes chimiotaxonomiques des Simaroubaceae. 26 quassinoïdes

ont été testés, in vitro, sur P j Il a été démontré que les quassinoïdes sont des inhibiteurs

potentiels de la synthèse protéique chez Pj et ont un effet faible sur la glycolyse.

La tingenone et la pristimerine de certains Celasteraceae ont montré une activité in vitro sur

Pj.
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3°) Les quinones et les composés phénoliques

Les naphtoquinones: elles sont actives in vitro sur P j On peut citer le lapachol

rencontré chez les Bignioniaceae. A cause de leur faible toxicité, les naphtoquinones sont

désignées pour le développement de nouvelles classes de drogues végétales.

Le gossipol a également été trouvé actif in vitro sur P.f Certains flavonoïdes (artémetine,

casticine) ont une activité antiplasmodiale mais à des doses élevées.

IV.2.2.2.2. Les molécules de synthèse

1°) Les amino-4-quinoléïnes

- La chloroquine

La cWoroquine est bien tolérée, peu coûteuse, efficace contre les souches sensibles de

Pf et contre les trois autres espèces de Plasmodium humain, à l'exception de P. v. dans

certaines régions du monde. Peu toxique, disponible dans toutes les zones d'endémie, elle est

utilisable pour les enfants et les femmes enceintes, et est adaptée pour la thérapeutique comme

pour la chimioprophylaxie. Malgré ces propriétés idéales, l'intérêt de la cWoroquine diminue

chaque année dans beaucoup de zones d'endémie. La chloroquine reste néanmoins le

médicament de première intention pour le traitement du paludisme à P.f dans la plupart des

pays en Afrique et dans quelques régions en Asie et en Amérique du Sud.

- L 'amodiaquine

Elle est plus efficace que la cWoroquine contre les souches chloroquino-sensibles et

peu coûteuse. Son efficacité sur les souches cWoroquino-résistantes de Pf est confirmée in

vitro. Elle présente selon certaines études une résistance croisée in vitro avec la cWoroquine.

Pour des raisons de toxicité elle n'est plus prescrite en chimioprophylaxie depuis 1988. Depuis

1990, l'OMS ne préconise plus l'utilisation de l'amodiaquine même pour le traitement.

Cependant, l'amodiaquine peut encore être utile en thérapeutique dans des zones limitées peu

ou pas touchées par la cWoroquinorésistance; elle reste en pratique un antipaludique de recours

pour le traitement d'un accès simple dans certains pays d'Afrique.

- L 'amopyroquine

Proche de l'amodiaquine, elle s'est révélée efficace contre P.f cWoroquino-résistant

chez le singe et chez les souris. Une étude a montré la possibilité d'une résistance croisée entre

la cWoroquine et l'amopyroquine. Sur le plan clinique, elle ne peut être administrée que par



21

voie parentérale; l'amodiaquine en parentérale étant indisponible.

- La pyronaridine (Malaridine)

Synthétisée en Chine en 1970, elle s'est révélée hautement active comme schizonticide

sanguin sur Plasmodium berghei et P.f. in vitro. Les CIso sur les souches chloroquino

sensibles et résistantes de P.! sont comparables à celles de la méfloquine (4,73 à 15,4 nM).

Elle est aujourd'hui employée en Chine pour traiter le paludisme chloroquino-résistant.

- Autres aminoquinoléïnes de synthèse

Les molécules antiplasmodiques testées de cette famille sont nombreuses, et celles en

étude le sont tout autant. Les molécules répertoriées ci-dessous sont celles qui ont présenté un

avantage par rapport à la chloroquine.

- La dabéquine: elle est 2,5 à 5 plus efficace que la chloroquine in vitro sur P j Elle présente

une résistance croisée avec la chloroquine.

- La dichloquinazine: son activité est supérieure à la chloroquine contre P.f. in vitro et efficace

contre plusieurs souches chloroquino-résistantes de Pj,
- La pipéraquine: elle est cliniquement efficace contre P! chloroquino-résistant.

- L'hydroxypipéraquine: une étude a rapporté un taux de guérison de 100% chez des malades

infectés par P.f. chloroquino-résistant des niveaux RII et RIII. Son action prophylactique est

meilleure que la chloroquine chez la souris.

- L'hydroxychloroquine : dérivé de la chloroquine, elle en est un métabolite. Elle présente une

activité antiplasmodique similaire et est deux fois moins toxique que sa molécule parente.

2°) Les aminoalcools

Ce sont des dérivés de la quinine.

- Les quinoléïne-méthanols : la méfloquine

La méfloquine s'est révélée cinq fois plus active que la chloroquine contre P.f.

chloroquino-sensible, efficace contre les souches chloroquino-résistantes et/ou pyriméthamino

résistante, beaucoup moins toxique à dose très élevée que la chloroquine. Cependant des

souches de P.f. résistantes (RI et RU) ont été observées à la méfloquine.

- Les phénanthrène-méthanols: 1'halofantrine

L'halofantrine est très active in vitro contre les souches multirésistantes de PJ Son

activité est supérieure à celle de la méfloquine.
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3°) Les antimétabolites

Les inhibiteurs du métabolisme nucléotidique peuvent être classés en deux catégories :

les antifoliques et les antifoliniques.

- Les antifoliques
Les sulfamides: ce sont des dérivés du sulfanilanide. A cette catégorie appartiennent la

sulfadiazine, la sulfamonométhoxine, la sulfaméthoxypyridazine, la sulfadoxine et le sulfalène.

Les sulfones: la série est représentée par la dapsone qui est toujours associée au

chlorproguanil ou au proguanil. Ces associations sont utilisées pour la chimioprophylaxie ou

pour la thérapeutique.

- Les antifoliniques

- Les biguanides : le proguanil, le chlorproguanil et le cycloguanil appartiennent à cette classe.

Il y a actuellement un regain d'intérêt pour le proguanil associé à la chloroquine. Il est bien

toléré et a peu d'effets indésirables. Le cycloguanil a une activité élevée contre les stades

intraérythrocytaires in vitro de la plupart des souches africaines.

- Les diaminopyrines : la pyriméthamine et le triméthoprime sont de cette famille.

La pyriméthamine, la sulfadoxine et la dapsone sont les seuls antipaludiques des groupes des

antifoliques et des antifoliniques employés en thérapeutique en tant qu'antipaludique. Les

antimétabolites sont toujours utilisés en association, du fait de l'apparition précoce de la

résistance s'ils sont employés seuls.

4°) Les sesquiterpènes lactones de synthèse

Il s'agit des dérivés actifs de l'artémisinine, synthétisés en raison de la faible solubilité

de l'artémisinine dans l'eau.

- La dihydroartémisinine

Cette molécule est une forme lactol ou hémiacétal des sesquiterpènes possédant une

activité antipaludique élevée. Elle est deux à trois fois plus efficace que l'artémisinine sur P.

berghei . L'activité de la dihydroartémisinine sur P j in vitro est également supérieure à celle

de l'artémisinine et de l'arthéether. La diydroartémisinine n'est cependant pas stable, rendant

cette molécule peu utilisable en thérapeutique.

- L'artéméther (dérivé méthy/ éther)

Les dérivés éther présentent les avantages à la fois d'une solubilité supérieure en
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solution huileuse et d'une activité supérieure à l'artémisinine sur P. berghei cWoroquino

sensible. L'artéméther est administré par voie orale ou parentérale (injection intramusculaire).

Il est un peu plus toxique que l'artémisinine chez les animaux mais la toxicité de ces deux

produits est inférieure à celle de la cWoroquine. Il est plus actif que l'artémisinine et la

dihydroartémisinine sur les souches cWoroquino-résistantes et sensibles de P. berghei .

L'artéméther administré par voie intramusculaire a une activité supérieure à la

cWoroquine pour le traitement de l'accès simple dans une zone de chloroquinorésistance en

Afrique. Dans les essais thérapeutiques chez des malades atteints d'un accès grave, à

l'exception d'un accès pernicieux, tous les sujets ont été guéris sans aucun signe de toxicité.

- L 'artééther (dérivés éthyl éther)

Il est administré par voie parentérale. Le substituant éthyle remplaçant le méthyle

confère la lipophilie au dérivé et peut être favorable à l'accumulation préférentielle dans le

cerveau. Les activités de l'artééther et de l'artéméther sont équivalentes in vitro sur P.f

- L 'artésunate ou acide artésunique (ester)

L'artésunate est préparé comme un sel de l'hémisuccinate. Il est soluble en solution

aqueuse et administré par voie intraveineuse. Cette propriété lui permet de diminuer la

parasitémie rapidement chez les malades présentant un accès pernicieux. Il est à peu près cinq

fois plus efficace que l'artémisinine sur P. berghei et sur Pj cWoroquino-sensibles ou

cWoroquino-résistants.

5°) Antibiotiques et antifongiques

Les antibiotiques actifs in vitro sur le Plasmodium) sont des inhibiteurs de la synthèse

protéique agissant sur les ribosomes 70 S et les inhibiteurs de l'acide nucléique. Ils sont actifs à

des concentrations atteintes in vivo par les doses thérapeutiques usuelles (pour les infections

bactériennes). Le tableau III suivant présente les activités in vitro des antibiotiques et

antifongiques sur Pj
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TABLEAU ID : activités in vitro (CIso) des antibiotiques et antifongiques sur P.f (d'après

McColm et McHardy, 1984).

ANTIBIOTIQUES/ANTIFONGIQUES CI50 (J.Lglml)

Pénicilline V 140

Cloxacilline 56

Flucloxacilline 166

Céphaloridine 76

Bacitracine 90

Vancomycine 98

Dihydrostreptomycine 54

Tylosine 0,245

Novobiocine 34

Rifampicine 1,20

Chloramphénicol 30

Tétracycline 24

Oxytétracycline 106

Lincomycine 75

Erythromycine 15

Colistine 122

Gramicidine D 0,0013

Valinomycine 0,0019

Amphotéricine B 42

Anisomycine 56

Chloroquine 0,0135

CIso ~ 150 ~ml: ampicilline, benzylpénicilline, chlortétracycline, gentamicine, kanamycine,

méthicilline, néomycine, nystatine, polymyxine B, spectinomycine, streptomycine.
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IV.2.2.3. Mode d'action

Les mécanismes d'action des différents antipaludiques ne sont pas à l'heure actuelle totalement

élucidés. L'état des travaux dans ce domaine est pour la plupart basé sur des hypothèses.

1) Il a été démontré que les amino-4-quinoléïnes et les amino-alcools inhibent les protéases

acides qui permettent la dégradation de l'hémoglobine. Le mode d'action de la chloroquine est

directement lié à l'inhibition de la séquestration de la ferriprotoporphyrine (qui est un produit

lytique de la décomposition de l'hémoglobine à l'intérieur du parasite) dans l'hémozoïne,

permettant au complexe d'exercer son effet lytique sur les membranes du parasite par une

perméabilité anormale provoquant une perte massive d'ions K+ intracellulaire des érythrocytes

parasités. .

2) La chloroquine se concentre dans la vacuole digestive du parasite soit par la formation

directe du complexe avec la ferriprotoporphyrine, soit par le gradient de pH, suivi par la

formation du complexe. La formation du complexe empêche la séquestration de la

ferriprotoporphyrine dans le pigment malarique.

3) La chloroquine inhibe l'enzyme et bloque l'approvisionnement des acides aminés provenant

de l'hémoglobine. Faute d'une quantité suffisante d'acides aminés, les parasites seront inhibés.

L'inhibition de l'enzyme entraîne l'accumulation de son substrat, la ferriprotoporphyrine, qui à

elle seule, est toxique sur les parasites.

4) Une autre hypothèse est que l'accumulation des antipaludiques dans la vacuole s'effectue

grâce à leur propriété de base faible. Les amino-4-quinoléïnes et les amino-alcools agissent sur

le parasite en augmentant le pH à l'intérieur de la vacuole et inhibant les fonctions normales de

cet organite.

5) Les antimétabolites inhibent la synthèse de l'ADN: antifoliques et antifoliniques agissent sur

la voie de biosynthèse de l'acide folique. Les antifoliques (sulfamides et les sulfones) sont des

analogues de l'acide para-aminobenzoïque et sont en concurrence avec lui vis-à-vis de la

dihydrooptérate synthétase. Les antifoliniques (pyriméthamine, proguanil) inhibent la réductase

de l'acide dihydrofolique. La spécificité d'action des antimétabolites contre les plasmodies est

basée sur la haute affinité de ces antipaludiques pour les enzymes plasmodiales par rapport aux

enzymes des cellules hôtes.

6) Les antibiotiques inhibent la synthèse protéique au niveau des ribosomes 70S des
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v. MATERIEL ET METHODES

V.1. Cadre de l'étude

L'étude phytochimique a été réalisée à la Faculté des Sciences de la Santé (Université de

Ouagadougou) dans le laboratoire de Phannacognosie. L'étude pharmacologique a été réalisée

au Laboratoire de Parasitologie du Centre Muraz (Bobo-Dioulasso).

V.2. Matériel

V.2.i. Matériel végétal

La drogue végétale, récoltée en Octobre 1998 à Tita dans la province du Bulkiemdé au

Burkina Faso, est constituée par des rhizomes de la plante. Elle a été séchée à l'abri de la

lumière puis pulvérisée.

V.2.2. Matériel biologique

- Les souris NMRI : elles sont élevées dans les mêmes conditions : elles ont accès à

l'eau et à la nourriture à volonté; elles sont soumises à une photopériode de 12 heures ( de 6

heures à 18 heures) à une température de 25°C

- Le Plasmodium berghei : la souche, apportée de l'Institut de Médecine Tropicale

d'Anvers (Belgique), est conservée in vivo au laboratoire par réinfestation continue de souris.

V.2.3. Autres matériels

V.2.3.1. Matériel pour l'extraction

- Verrerie (béchers, ballons, fioles)

- Percolateur

- Lyophilisateur

- Evaporateur rotatif (Rotavapor Bûché R14)
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- Solvants d'extraction: éther de pétrole, dichlorométhane, méthanol, eau distillée

- Dessiccateur

V.2.3.2. Matériel pour le screening phytochimique

- Microcapillaires

- Chromatoplaques (Gel de silice G60 F254)

- Cuves pour chromatographie

- Réactifs de révélation: Liebermann, chlorure ferrique, diphénylborinate de sodium

- Pulvérisateur pour CCM

- Lampe UV

- Eluants :

* Système SI : cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle (2; 1; 2,5 v/v)

* Système S2 : cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle, acide acétique (2; 1; 2,5; 0,1 v/v)

* Système S3: cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle (6; 2 ; 2 ; v/v)

* Système S4 : acétate d'éthyle, butanol, acide formique, acide acétique, eau (7 ; 5; 1;

1- 1- v/v), ,

V.2.3.3. Matériel pour les tests antiplasmodiques

- Seringues

-EDTA

- Eau pour préparation injectable

- Lames porte-objet

- Réactif de Field

- Microscope

- Appareil à ultrasons

- Tween 80
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\1.3. Méthodes

V.J.!. L'extraction

La méthode utilisée est une percolation. La matière végétale, introduite dans le

percolateur est soumise à un épuisement successif avec des solvants de polarité croissante:

éther de pétrole, dichlorométhane, dichlorométhane-méthanol (7/3 v/v), dichlorométhane

méthanol (3/7 v/v), méthanol et l'eau.

V.3.1.1 .Extraction par l'éther de pétrole

La matière végétale pulvérisée (300g) est soumise à une macération avec 500 ml

d'éther de pétrole pendant 24 heures. Le mélange est percolé à l'aide de 500 ml d'éther de

pétrole. Le percolat est recueilli à raison de 1rnl/mn; évaporé sous pression réduite pour

donner un résidu qui est conservé à 4°C à l'abri de la lumière.

V.3.1.2. Extraction par le dichlorométhane

Le marc issu de l'extraction précédente est soumis à une macération avec 500 ml de

dichlorométhane pendant 24 heures. Le mélange est percolé à l'aide de 500 ml de

dichlorométhane. Le percolat est évaporé sous pression réduite pour donner un résidu qui est

conservé à 4°C à l'abri de la lumière.

V.3.1.3. Extraction par le dichlorométhane-méthanol (7/3 v/v)

Le marc issu de l'extraction précédente est soumis à une macération avec 500 ml d'un

mélange dichlorométhane-méthanol (7/3 v/v) pendant 24 heures. Le mélange est percolé à

l'aide de 500 ml du même mélange. Le percolat est évaporé sous pression réduite pour donner

un résidu qui est conservé à 4°C à l'abri de la lumière.
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V.3.1.4. Extraction par le dichlorométhane-méthanol (3/7 v/v)

Le marc issu de l'extraction précédente est soumis à une macération avec 500 ml d'un

mélange dichlorométhane-méthanol (3/7 v/v) pendant 24 heures. Le mélange est percolé à

l'aide de 500 ml du même mélange. Le percolat est évaporé sous pression réduite pour

donner un résidu qui est conservé à 4°C à l'abri de la lumière.

V.3.1.S. Extraction par le méthanol

Le marc issu de l'extraction précédente est soumis à une macération avec 500 ml de

méthanol pendant 24 heures. Le mélange est percolé à l'aide de 500 ml de méthanol. Le

percolat est évaporé sous pression réduite pour donner un résidu qui est conservé à 4°C à

l'abri de la lumière.

V.3.1.6. Extraction par l'eau (macéré)

Le marc issu de l'extraction précédente est soumis à une macération avec 500 ml d'eau

distillée pendant 24 heures. Le mélange est percolé à l'aide de 500 ml d'eau distillée. Le

percolat a été lyophilisé pour obtenir un résidu qui est conservé à 4°C à l'abri de la lumière.

V.3.2. Fractionnement de l'extrait le plus actif

L'extrait au dichlorométhane a été fractionné par chromatographie sur colonne de gel

de silice. La colonne ( 1 m de long sur 3 cm de diamètre) est remplie aux 2/3 à l'aide d'une

suspension pour colonne de silice dans le dichlorométhane. L'extrait à fractionner est dissout

dans le dichlorométhane, et déposé au sommet de la silice. L'éluant est ensuite introduit.

L'éluant est constitué de dichlorométhane contenant des proportions croissantes de méthanol

(2,5; 5; 10; 12,5; 15 %).

Des fractions de 10 ml sont recueillies et analysées par CCM en utilisant le mélange

cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle (3; 1; 2,5 v/v) comme éluant. La révélation est faite par

chauffage à 110°C, après pulvérisation, sur les chromatoplaques, d'une solution d'acide
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sulfurique à 3% dans de l'éthanol.

Les fractions qui présentent un chromatogramme similaire sont regroupées et

évaporées sous pression réduite. Ces différentes fractions ont été testées pour évaluer leur

activité antiplasmodique.
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Percolation à l'eau
Extrait aqueux 1
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Figure 1 : Schéma d'extraction et de fractionnement des extraits de Cochlospermum

tinctorium A. Rich (C-echlospermaceae)
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V.3.3. Screening chimique

V.3.3.1. Recherche des caroténoïdes

Support: Gel de silice G60 F254

Eluant: cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle (2; 1; 2,5 v/v) (système SI)

Solutions de dépôt

Les solutions, à la concentration de 20 mg/ml, ont été déposées à raison de 20 ~l et en bande

de 0,5 cm sur les chromatoplaques..

Révélation

Les chromatoplaques sont d'abord observées en lumière visible, puis observées en UV

(ultraviolet) à 254 om et 366 om. Enfin la révélation est réalisée ~n pulvérisant sur les

chromatoplaques une solution d'acide sulfurique à 3% dans l'éthanol. Les chromatoplaques ont

été ensuite placées à l'étuve à 1100 e pendant 10 Inn. Dans ces conditions, les caroténoïdes

donnent une coloration bleuâtre (30).

V.3.3.2. Recherche des triterpènes et des phytostérols

Support: Gel de silice G60 F254

Eluant: cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle, acide acétique (2; 1; 2,5; 0,1 v/v) (système S2).

Solutions de dépôt

Les solutions, à la concentration de 20 mg/ml, ont été déposées à raison de 20 ~l et en bande

de 0,5 cm sur les chromatoplaques..

Révélation

Les chromatoplaques sont d'abord observées en lumière visible, puis observées en UV

(ultraviolet) à 254 om et 366 om. Enfin la révélation est réalisée en pulvérisant sur les

chromatoplaques une solution d'acide sulfurique à 3% dans l'éthanol. Les chromatoplaques ont

été ensuite placées à l'étuve à Ilooe pendant 10 Inn.

Dans ces conditions, les triterpènes pentacycliques donnent une coloration violette persistante.

Les phytostérols et les triterpènes tétracycliques donnent une coloration violette qui vire

rapidement au bleu (31).
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V.3.3.3. Recherche des flavonoïdes

Support: Gel de silice G60 F254

Eluant : cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle (6 ; 2 ; 2 ; v/v) (système S3)
Solutions de dépôt

Les solutions, à la concentration de 20 mg/ml, ont été déposées à raison de 20 III et en bande

de 0,5 cm sur les chromatoplaques

Révélation

Les chromatoplaques sont d'abord observées en lumière visible, puis observées en UV

(ultraviolet) à 254 run et 366 run. Enfin la révélation est réalisée au moyen de deux méthodes.

La première utilise les vapeurs d'ammoniaque auxquelles sont exposées les chromatoplaques.

La deuxième consiste à pulvériser sur la chromatoplaque une solution à 2% de

diphénylborinate sodium dans de l'éthanol.

Les flavonoïdes se caractérisent dans ces conditions par une intensification de leurs

colorations (jaune, jaune orangé) en présence des deux réactifs précédemment cités

V.3.3.4. Recherche des tanins

Support: Gel de silice G60 F254

Eluant: acétate d'éthyle, butanol, acide formique, acide acétique, eau (7; 5; 1; 1; 1; v/v):
(système S4)

Solutions de dépôt

Les solutions, à la concentration de 20 mg/ml, ont été déposées à raison de 20 III et en bande

de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révélation

Les chromatoplaques sont d'abord observées en lumière visible, puis observées en UV

(ultraviolet) à 254 run et 366 run. Enfin la révélation est réalisée en pulvérisant sur les

chromatoplaques une solution de chlorure ferrique à 2% dans le mélange eau-méthanol (2/3).

Dans ces conditions, l'apparition de spot bleu permet de suspecter la présence de tanins.

V.3.4. Les tests pharmacologiques

L'objectif de ces tests était d'étudier l'activité antiplasmodique des extraits et des
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fractions.

Premièrement, tous les extraits ont été testés à une même dose afin de déterminer celui qui

présentait la meilleure activité. Ensuite, la relation dose-effet de l'extrait antiplasmodique le

plus actif a été établie.

Deuxièmement, les différentes fractions de l'extrait antiplasmodique le plus actif ont été testées

à une même dose pour déterminer la plus active.

A cet effet, les souris sont réparties par lot de cinq. Les lots sont homogènes du point

de vue du poids, de l'âge et du sexe. Au cours de notre étude, les poids ont varié entre 25g et

30g; l'âge entre 8 et 12 semaines.

Pour une dose donnée de la drogue à tester, un lot de cinq souris est utilisé, et le test est répété

trois fois. Un lot témoin est aussi constitué. On détermine le pourcentage moyen de réduction

de la p'arasitémie pour chaque dose testée par rapport au lot témoin.

Le test schizonticide de 4 jours a été réalisé. Les souris sont mises à jeûn 24 heures

avant le test. L'alimentation reprend à JO après l'inoculation et la première administration de la

drogue.

JO: on inocule 107 érythrocytes parasités par Plasmodium berghei en intra-péritonéale par

souris. Puis on administre une demi-dose de la substance à tester le matin et l'autre le soir. Les

volumes d'administration étaient de 0,2 ml de solution par administration. Les lots temoins

reçoivent de l'eau pour préparation injectable.

11 : administration d'une demi-dose le matin et d'une autre le soir.

J2: idem

13 : idem

J4: - réalisation d'une goutte épaisse et d'un frottis mince du sang prélevé au niveau de la

queue.

- coloration au Field.

- détermination de la parasitémie par lecture au microscope.

- détermination du pourcentage de réduction selon la formule suivante:

PR =(DPt -DPs) X lOOIDPt 1

PR : pourcentage de réduction

DPt : densité parasitaire du témoin

DPs : densité parasitaire de la souris
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1 DP = (A x 8. 106)/(B x 527)

DP: densité parasitaire

A : nombre de globules rouges parasites comptés.

B : nombre de champs microscopiques lus.

8 . 106
= nombre moyen de globules rouges par mm3 de sang chez la souris.

527 = nombre de globules rouges par champ microscopique.

V.3.S. Traitement des données

La droite de régression a été utilisée pour le traitement statistique des données

expérimentales relatives à la DEso. Cette droite a été établie au moyen du logiciel Excel.
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VI. RESULTATS

VI.f. Résultats de l'étude phytochimique

VI.1.1. Résultats de l'extraction

Le tableau IV résume les résultats de l'extraction. Les rendements sont exprimés en

pourcentage par rapport à la prise d'essai de départ (300 g de poudre).

Tableau IV : Résultats de l'extraction de Cochlospermum tinctorium A. Rich.
(CocWospennaceae)

E. P. CH2Ch CH2CI~CH30H CH2CI~CH30H CH30H H20

(7/3 v/v) (3/7 v/v)

Résidu (g) 15,75 1,45 2,36 6,33 5,33 9,18

Rendement (%) 5,25 0,48 0,79 2,11 1,78 3,06

E. P. : éther de pétrole

Le résidu à l'éther de pétrole présente le meilleur rendement avec 5,25% soit 15,75 g de résidu

sec.

VI.I.2. Résultats du fractionnement

L'extrait au dicWorométhane, le plus actif, a donné par fractionnement sur colonne de silice

trois fractions. Les quantités et rendements des fractions obtenues avec l'extrait au

dicWorométhane sont présentés dans le Tableau V à partir d'une prise d'essai de 2,1 g.

Tableau V : Quantité et rendement des fractions obtenues avec l'extrait au dicWorométhane
de Cochlospermum tinctorium A. Rich. (CocWospennaceae)

Fractions Quantité (g) Rendement (%)

1 0,73 33,72

fi 1,30 60,05

ID 0,04 0,02
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La fraction 2 présente le meilleur rendement avec 60,05% soit 1,30g de résidu sec.

VLI.3. Résultats de la CCM

L'extrait au dichlorométhane a manifesté l'activité antiplasmodique la plus marquée. La

CCM effectuée sur cet extrait a permis de mettre en évidence des caroténoïdes à une valeur Rf

de 0,89 et deux triterpènes, respectivement à des valeurs Rf de 0,61 et de 0, Il avec le

système SI-

Trois fractions ont été obtenues à partir de cet extrait: FI, F2, F3. L'analyse par la

CCM a mis en évidence dans la fraction FI des caroténoïdes à une valeur Rf de 0,89. L'analyse

par la CCM de la fraction F2 a mis en évidence des traces de caroténoïdes à une valeur Rf de

0,89 et deux triterpènes à des valeurs Rf de 0,61 et 0, Il. Et l'analyse de la fraction F3 par la

CCM a mis en évidence un triterpène à la valeur Rf de 0, Il.

Le tableau VI ainsi que les figures 2 et 3 présentent les résultats de la CCM

Tableau VI: Résultats
(Cochlospennaceae)

de la CCM de Cochlospermum tinctorium A. Rich.

Spots Colorations

(Rf)
Lumière UV254nm UV366nm Liebennann Groupe
visible chimique

Extrait au 0,89 Jaune orange Brun Bleu Bleu Caroténoïde

CH2Ch 0,61 - - - Violet Triterpène

0,11 - - - Violet Triterpène

FI 0,89 Jaune orange Brun Bleu Bleu Caroténoïde

F2 0,89 Jaune orange Brun Bleu Bleu Caroténoïde

0,61 - - - Violet Triterpène

0,11 - - - Violet Triterpène

F3 0,11 - - - Violet Triterpène

S2: cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle, acide acétique (2; 1; 2,5; 0,1 v/v)
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H20 : Extrait aqueux
Met : Extrait méthanolique
37 : Extrait du mélange dichlorométhane méthanol (3/7 v/v)
73 : Extrait du mélange dichlorométhane méthanol (7/3 v/v)
E : Extrait du dichlorométhane

Figure 2: Chromatogramme des extraits de Cochlospermum tinctorium A. Rich.
(Cochlospermaceae)

Eluant: Cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle, acide acétique (2 ~ 1 ~ 2,5 ~ 0,1 ; v/v)
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~...

E : Extrait au dichlorométhane

F3 F2 FI E

Figure 3: Chromatogramme des fractions et de l'extrait au
dichlorométhane de Cochlospermum tinctorium A. Rich. (Cochlospermaceae)

Eluant: Cyclohexane, toluène, acétate d'éthyle, acide acétique (2; 1; 2,5; 0,1; v/v)
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VI.2. Résultats de l'évaluation de l'activité antiplasmodique

VI.2.1. Recherche de l'extrait antiplasmodique le plus actif

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VII.

Tableau VII : Pourcentage de réduction de la parasitémie des extraits de Cochlospermum
tinctoriumA. Rich. (Cochiospermaceae) en fonction de l'extrait (tous les extraits ont été testés
à la dose de 12,5 mg/kg)

E. P. CH2Ch CH2CI:zICH3OH CH2CI:zICH3OH CH30H H20

(7/3 v/v) (3/7 v/v)

Test 1 18 63 36 45 42 56

Test 2 20 58 30 50 49 40

Test 3 23 60 38 40 41 40

Moyenne 20 60 35 45 44 46

Ecartype 3 2 3 5 4 7

E.P. : Ether de pétrole

L'extrait au dichiorométhane manifeste la meilleure activité antiplasmodique avec 60% comme

pourcentage de réduction de la parasitémie à la dose d'administration de 12,5 mg/kg.



42

VI.2.2. Résultats de la détermination de la DEso de l'extrait au

dichlorométhane

Le tableau VITI présente les résultats de la détennination de la DEso de l'extrait au

dichlorométhane.

Tableau VIII : Pourcentage de réduction de la parasitémie en fonction de la dose de l'extrait
au dichlorométhane de Coch/ospermum tinctorium A. Rich. (Cochlospermaceae)

2,5 mglkg 7,5 mglkg 12,5 mglkg 50 mglkg 150 mglkg

Test 1 18 27 61 65 87

Test 2 17 33 64 65 75

Test 3 21 31 54 54 78

Moyenne 19 30 60 61 80

Ecartype 2 3 5 6 6

On note une activité dose dépendante. Le pourcentage de réduction de la parasitémie

augmente avec la dose.
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Figure 4 : représentation graphique du pourcentage de réduction de la parasitémie en fonction
de la dose de l'extrait au dichlorométhane de Cochlospermum tinctorium A. Rich.
(Cochlospermaceae)
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Figure 5: représentation graphique du pourcentage de réduction de la parasitémie, en
fonction du logarithme décimal de la dose, de l'extrait au dichlorométhane de Cochlospermum
tinctorium A. Rich. (Cochlospermaceae)

DE50 = 17,59 mg/k:g

DE5 = 0,80 mg/k:g

D~5 = 394,67 mg/k:g

La dose effet 50% déterminée est de 17,59 mg/kg.
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VI.2.3. Recherche de la fraction antiplasmodique la plus active

Le tableau IX dresse les résultats obtenus. Seuls 2 tests ont pu été effectués en raison

du manque en quantité suffisante des fractions.

Tableau IX : Pourcentage de réduction de la parasitémie des fractions de l'extrait au
dichlorométhane de Cochlospermum tinctorium A. Rich. (Cochlospennaceae)

(toutes les fractions ont été testées à la dose de 12,5 mglk:g)

Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3

Test 1 6 9 16

Test 2 16 16 5

Moyenne 11 13 11

\
1

l
!

1
1
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VII. DISCUSSION

La poudre des rhizomes de Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae) a

été épuisée successivement par l'éther de pétrole, le dichlorométhane, le mélange

dichlorométhane-méthanol (7/3 v/v), le mélange dichlorométhane-méthanol (3/7 v/v), le

méthanol et l'eau. Les extraits ont été testés pour évaluer leur activité antiplasmodique à la

dose de 12,5 mg/kg. Il ressort de cette évaluation que l'extrait au dichlorométhane manifeste

l'activité antiplasmodique la plus marquée. En effet, à la dose de 12,5 mg/kg, cet extrait réduit

la parasitémie à hauteur de 60 %. Par contre les extraits à l'éther de pétrole, au mélange

dichlorométhane-méthanol (7/3 v/v), au mélange dichlorométhane-méthanol (3/7 v/v), au

méthanol et à l'eau réduisent respectivement la parasitémie à hauteur de 20 %, 35 %, 45 %,

44 %et 46 %.

Des précédentes études, une activité antiplasmodique a été obtenue avec des extraits

issus de solvants apolaires comme l'extrait au dichlorométhane. Nous pouvons citer l'exemple

d'une étude de Traoré-Keita et coI1.(32) qui ont trouvé des principes antiplasmodiques dans

l'extrait chloroformique. EI-Tahir et wll. (33, 34), dans une étude in vitro, ont trouvé la

meilleure activité antiplasmodique dans l'extrait au dichlorométhane. Ajaiyeoba et coll. (35)

ont obtenu un extrait hexanique comme extrait le plus actif dans une étude de l'activité

antiplasmodique in vivo sur des souris. C'est également le cas de Alves et coll. (36) qui ont

aussi obtenu une activité antiplasmodique dans r extrait hexanique dans une étude in vitro.

O'Neill et coll. (37) dans une étude in vivo sur des souris à partir d'extraits ont identifié les

quassinoïdes (qui sont des métabolites des triterpènes) comme actifs sur Plasmodium berghei.

L'extrait au dichlorométhane présente une activité dose dépendante. Nous avons ainsi

déterminé la DE50 qui est de 17,59 mglkg. A titre de comparaison, Balkouma (12) a obtenu

une DE50 de 36,44 mg/kg à partir de ['extrait hydroalcoolique total de la même plante. Nous

pouvons constater que la méthode d'extraction par épuisement successif permet de concentrer

davantage les constituants antiplasmodiques de Cochlospermum tinctorium A. Rich.

(Cochlospermaceae). En effet, la DE50 que nous avons obtenue à partir de l'extrait au

dichlorométhane est 2 fois plus petite que celle de Balkouma.

En poursuivant notre comparaison, la DE50 se rapproche de celle de la quinine qui est

de 14,59 mg/kg selon une étude menée par Balkouma. La DE50 de l'extrait au dichlorométhane

reste supérieure à celle des dérivés de il'artéméther qui est de 5 à 8 mg/kg selon des études

menées par O'Neill et coll. (38); et inférieure à celle de la méfloquine qui, d'après les études de



RESUME

De précédentes études ont montré l'activité antiplasmodique in vitro et in vivo de

Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae). La présente étude s'est proposée de

contribuer à l'identification des principes antiplasmodiques de cette plante.

Pour cela, nous avons effectué un épuisement successif sur la poudre des rhizomes de

la plante avec des solvants de polarité croissante (éther de pétrole, dichlorométhane,

dichlorométhane-méthanol 7/3 v/v, dichlorométhane-méthanol 3/7 v/v, méthanol, eau). Les

extraits obtenus ont été testés à la même dose de 12,5 mg/kg, selon le test schizonticide de 4

jours de Peters. Ces tests ont été réalisés en intrapéritonéale sur des souris NMRI infestées par

Plasmodium berghei. L'extrait le plus actif a été fractionné par chromatographie sur colonne

de gel de silice. Les différentes fractions ont été testées à la même dose de 12,5 mg/kg selon le

même test schizonticide de 4 jours. Un screening phytochimique au moyen de la CCM, de

l'extrait le plus actif et des fractions issues de cet extrait, a été réalisé. Ce screening avait pour

but d'établir une relation constituant chimique - activité antiplasmodique

L'extrait au dichlorométhane a présenté une meilleure activité avec une DEso de 17,59

mg/kg. Les fractions FI, F2 et F3 de l'extrait au dichlorométhane n'ont pas montré une activité

significative. Du point de vue du screening phytochimique, l'analyse des chromatogrammes de

l'extrait au dichlorométhane et de ses fractions a mis en évidence des triterpènes et des

caroténoïdes.

Ces résultats nous ont amenés à émettre l'hypothèse selon laquelle les

caroténoïdes pourraient être les composés antiplasmodiques majeurs de Cochlospermum

tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae).

Mots clés : triterpène, caroténoïde, activité antiplasmodique, Plasmodium berghei,

Cochlospermum tinctorium A. Rich
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SUMMARY

Previous studies have showed the antiplasmodic activity of Cochlospermum tinctorium

A. Rich (CocWospermaceae). The aim of the present phytochemical and pharmacological study

is to contribute to the identification of the active constituents from this plant.

For this purpose, the rhizomes of Cochlospermum tinctorium A. Rich

(CocWospermaceae) were powdered and successively extracted with petroleum ether,

dicWoromethan, dicWoromethan-methanol (7/3 v/v), dicWoromethan-methanol (3/7 v/v),

methanol and water. AlI the extracts have been tested at the same dose of 12,5 mglkg

according to the schizonticid test of4 days ofPeters. The tests have been carried out on NMRI

mice infected with Plasmodium berghei by intraperitoneal injections. The most active extract

has been fractionated by column chromatography. The different fractions have also been tested

at the dose of 12,5 mglkg according to the same schizonticid test. The TLC (Thin Layer

Chromatography) has been used in order to establish a relationship between the chemical

constituents and antiplasmodic activity.

The dicWoromethan extract has presented the best activity, with an ED50 of 17,59

mglkg. The fractions FI, F2, and F3 of the dicWoromethan extract did not show a significant

activity. The phytochemistry study has showed that triterpenes and carotenoids were present

in the dicWoromethan extract and its fractions.

These results suggest us the hyptothesis that the carotenoids could be the major

antiplasmodic constituents from Cochlospermum tinctorium A. Rich (Cochlospermaceae).

Key words triterpen, carotenoid, antiplasmodic activity, Plasmodium berghei,

Cochlospermum tinctorium A. Rich
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