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Le paludisme ou malaria ou encore fiévre des marais est une maladie
parasitaire endémoépidemique tropicale et intertropicale sévissant dans la ceinture de
pauvreté du monde donc au Burkina Faso.

Dans ce pays le nombre de cas est évalué & S00 000/an en moyenne [1,2]) et il
est incriminé dans 9,2% des décés d'enfants [3].

Le paludisme représente la pathologie parasitaire la plus fréquente dans le
monde [4].

[1 est provoqué par des hématozoaires du genre Plasmodium découvert en 1880
par Charles Laveran, Ross en 1897, a montré que ces parasites sont transmis a
['homme par des moustiques femelles du genre Anophéle [5].

Le traitement de cette érythrocytopathie pose de plus en plus probléme avec la
résistance des parasites au traitement et celle des vecteurs aux insecticides [6]; d'ol
I'intérét de travailler & la mise au point de nouvelles thérapeutiques.

C'est dans ce sens que la pharmacopée traditionnelle constitue un source de
métabolites secondaires d'intérét thérapeutique pouvant concourir a la mise au point
de nouveaux médicaments antipaludiques. Ceci est d'autant plus exact que de
nombreuses molécules utilisées en thérapeutiques sont d'origine végétale.

Ainsit les Quinquinas et I'Artemisia ont donné naissance a des antipaludiques
tres efficaces comme la quinine et |'artémisinine. ‘

En outre une étude chimique approfondie réalisée a partir de la quinine a
permis |'hemisynthése et la synthése de l'antipaludique le plus utilis¢ a ['heure
actuelle a savoir la chloroquine.

Ces résultat nous donnent de bonnes de croire qu'un espoir sérieux pourrail
venir des plantes pour le traitement du paludisme a souches de P. falciparum
résistantes aux antipaludiques couramment utilisés.

(Mest pour contribuer & la connaissance des métabolites secondaires de
Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae) pouvant exercer une telle activité que nous
avons entrepris la présente tude qui d'ailleurs est motivée par des travaus anicricurs
| 7.8] dont les vésultats retletent I'intérét que peut avour cette plante dans le traiteien

du paludisme.



Cette étude contribuera a la connaissance des principes antiplasmodiques
contenus dans G. sokotensis. Elle consistera a réaliser une extraction par épuisement
avec six solvants de polarité croissante afin d'identifier par CCM l'extrait ayant la
plus importante activité antiplasmodique in vivo sur les souris infestées par
Plasmodium berghei. Cet extrait sera fractionné par chromatographie sur colonne et

les constituants de la fraction la plus active, caractérisés par CCM.
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Le paludisme constitue 2 I'l»:ure actuelle un probléme majeur de santé
publique.

La lutte contre cette patholog:e est inscrite comme une question prioritaire
pour I'O.M.S depuis la fondation dv celle ci en 1948 [9].

Ceci se justifie par le fait qu'clle a une incidence négative sur la morbidité
et la mortalité générales, ainsi que sur l'activité économique.

En effet dans le monde, le yaludisme est responsable de 10 a 30 % de
toutes les admissions a I'hdpital et de 15 a 25 % de tous les décés d'enfants de
moins de S ans {10].

En Afrique 270 a 480 millions de personnes sont atteintes avec 1,4 4 2,6
millions de décés chaque année [10:.

Le colt total du paludisme v compris les soins de santé et les pertes en
production a été estimé a 1,8 milliards de dollars U.S pour ['Afrique tropicale en
1995 [11].

Cette incidence du paludism= sur la vie des populations est rendue plus
complexe par le fait que l'arseral thérapeutique antipaludique reste assez
restreint a I'heure actuelle et que l'on note un faibie développement de molécules
de nouvelles générations.

Il est a craindre que |'apparition de plus en plus importante de souches de
Plasmodiums résistants aux antipaludiques disponibles nous prive de toute
thérapie médicamentcuse efficace dans un proche avenir.

Une telle situation sur le plan thérapeutique accompagnée d'une résistance
accrue du vecteur aux insecticides, montre ['mportance de la rcecherche en
matiére de mise au point de nouveaux médicaments utilisables danis le trattement
des accés palustres.

Plusieurs fagons de contribuer a la résolution d'un tel probleme existent.
Une des possibilités consiste 4 synthétiser de nouvelles molécules en s'tnspirant
des données biologiques et biochimiques les plus récentes et en sappuyant sur

des modchisations a Ieide de systemes inlormatisés.



Cependant |a mise en ceuvre d'une telle possibilité reste hors de portée de
fagon générale de la plupart des pays concernés par cette pathologie et plus
particulierement du Burkina Faso ol les moyens financiers mis a la disposition
de la recherche restent trés limités.

Une autre possibilité consiste a2 mener une étude phytochimique et
pharmacologique approfondie sur des kesgéces végétales pouvant renfermer des -
antipaludiques nouveaux.

Ainsi, au Burkina Faso, pays disposant d'une flore extrémement riche
dans sa diversité, des études ont été menées dans ce but sur certaines especes
végétales par COULIBALY M. [7], OUEDRAOGO M. [8] et BALKOUMA P.
[12].

Les résultats obtenus a la suite de ces travaux sont encourageants. C'est
pour cette raison que G. sokotensis, une plante de la famille des Rubiaceae a
retenu notre attention. En effet les études antérieures réalisées par COULIBALY
M. et OUEDRAOGO A. ont montré que 'extrait hydroalcoolique de cette plante
possédait une activité antiplasmodique in vitro avec une C.[.so de 55,15 pg/ml
[7] et une activité antiplasmodique in vivo sur des souris infestées par P. berghei
avec une DE;, de 348 mg/Kg. [8]

La présente étude qui devra permettre de cibler davantage les constituants
actifs de la plante est fondée sur un fractionnement (extraction par gradient de
polarité) et une purification (chromatographie sur colonne de gel de silice)
phytochimiques guidées par la recherche de l‘activité antiplasmodique in vivo

sur des souris infestées par P. berghei.



II-1- Le Paludisme
[I-1.1- Cycle évolutif des Plasmodiums humains [13]

[l est complexe et comprend schématiquement 3 étapes dont 2 se

déroulent exclusivement chez [’homme alors que la troisiéme commence daas

I’organisme humain mais ne peut se poursuivre que chez I’anophéle femelle,

vecteur equu%aif du paludisme humain.

II-1.1.1- Cycle chez Phomme

Il comporte 2 étapes qui sont toutes des schizogonies c’est-a-dire des
multiplications asexuées. La premiére se déroule dans les hépatocytes
(schizogonie exo- érythrocytaire) et la seconde dans les hématies (schizogonie
érythrocytaire). Au cours de la premiere phase il n’y a pas de manifestations
cliniques a ['opposé de la seconde.

La contamination se produit lors de ta piqire par laquelle l’anophéle-‘
injecte sa salive «anesthésique » dans la plaie qu’il a forée: cette salive

contenant également les sporozoites qui sont les formes infectantes du parasite.

[I-1.1. 1.1- Schizogonie exo- érythrocytaire

Le sporozoite pénetre dans une cellule hépatique et prend alors le nom
d'hépatozoite. Le noyau du parasite se divise un treés grand nombre de fois et
forme un schizonte géant de S0 a 100 (. Lorsque le schizonte est mir chaque

noyau entouré de cytoplasme devient un mérozoite.

Ce premier cycle hépatique qui va du sporozoite a la dispersion de la
premiere génération de mérozoites dure 6 a 10 jours pour P. falviparum | |2
jours pour L. vivax et P ovale et |8 jours pour £ malariae Celte durce
additionnée a la période de parasitémie asymplomatique c:orrcspond a la phase

d” incubation du paludisme.



I1-1.1.1.2- Schizogonie érythrocytaire

Une partie des mérozoites ( ou peut étre la totalité dans le cas de P.
falciparum) va passer dans le sang et pénétrer dans des hématies. Le mérozoite
se fixe d’abord a la surface du globule rouge puis, par un mécanisme mal
élucidé provoque la déformation en cupule de la membrane globulaire autour de
lui. Cette membrane va ensuiig se refermer sur elle-méme et le parasite se trouve
ainsi inclus dans une vacuole intra cytoplasmique. Il s’y développe et devient un
trophozoite qui grandit et donne un schizonte lequel formera le corps en rosace ;

’hématie parasitée éclate et les mérozoites sont libérées. Chaque mérozoite

pénetre dans une nouvelle hématie et le cycle recommence.

{I-1.1.1.3- Sporogonie

Apres plusieurs cycles schizogoniques érythrocytaires, certains schizontes
murs que rien ne semble distinguer des autres vont se transforimer en
gamétocytes faisant du sujet un « réservoir de parasites ».

([-1.1.2 Cycle chez I'anophéle

C’est a partir du sujet porteur de gamétocytes que le vecteur intervient et
c'est dans son organisme que le cycle pourra et devra obligatoirement se
poursuivre. Lorsque [’anophéle femelle pique ce syjet il puise dans le sang les
plasmodiums. Toutes les formes circulantes sont tuées et digérées a |I'exception
des gamétocytes males et femelles qui subiront des transformations pour donner
des gametes males et femelles. La fécondation a lieu et donnera naissance a un
ceuf mobile d'ou son nom d’ookinéte. [l traverse la paroi de |'estomac du
moustique et s’immobilise sous la membrane qui tapisse sa paroi externe et
devient un oocyste qui donnera plusieurs sporozoites {(environ 10.000
sporozoites /Oocyste). Lorsque 'oocyste est mur(sporocyste) it ¢elate et libere
les sporozoites. Ceux-ct sont mobiles et gagnent par leurs propres movens les

elandes salivaires de Vanophele.



Ils seront inoculés nuitamment a I’homme sain; lors du repas sanguin
avec la salive. La durée de cette évolution chez le moustique vecteur est d’une
quinzaine de jours lorsque la température baisse. Au dessus d’un certain seuil

thermique, elle s’arréte complétement (18°C pour P. falciparum).

[1-1.2- Physiopathologie du paludisme [14]

Elle est éncore trés imparfiitement connue.
III- 1.2.1 — Effets généraux

Tous d’abord il faut noter que les stades exo-érythorocytaires ne donnent
lieu 3 aucune pathologie. La schizogonie érythrocytaire provoque une anoxie
dans tous les organes par 3 mécanismes différents. L’activité de multiplication
du parasite entraine la sécrétion du « Tumor Necrosis Factor » (T.NF) par les
macrophages activés par les interleukines des lymphocytes TCD4". Cette
cytokine jouerai un rdle dans la production des lésions vasculaires causant des

nécroses hémorragiques.

Des ralentissements circulatoires sont causés au niveau des capillaires par
la perte d’élasticité des érythrocytes parasités. S’il s’agit de Plasmodium
falciparum 1’adhérence des érythrocytes parasités a I’endothélium du réseau
veineux post-capillaire pourra aller jusqu’a [’anoxie tissulaire. L’anémie

s’installe progressivement due & I’hémolyse permanente.

[1-1.2.2- Effets sur les principaux organes

[1-1.2.2.1.- Le sang

Les érythrocytes sont détruits par les parasites qu’ils hébergent. Quant aux
hématies non parasitées de sujet en accés de paludisme, elles peuvent étre
agglutinées par le sérum de Coombs, preuve qu’elles “sont recouvertes

d’immunoglobulines plasmatiques. La présence de ces derniéres ne s'explique



que si des antigenes plasmodiques solubles dans le plasma ont au préalable
adhéré a la surface de ces globules. En présence de complément ces érythrocytes

opsonisés subissent I’hémolyse ou sont phagocytés par les macrophages.

L'hémoglobine libérée par I’'hémolyse provoque unersurcharge rénale et est

partiellemenf.transfonnée dans le foie en bilirubine.

L’exces est €liminé dans les urines (hémoglobinurie). L’hémolyse brutale
et massive est la cause du syndrome appelé « fiévre bilieuse hémoglobinurique »
(«Black Water Fever »). La quinine fut accusée d’étre le facteur déclenchant

chez des sujets présentant de fortes parasitémies.

D’autre part, 'utilisation de [’hémoglobine par le parasite améne la

précipitation dans son cytoplasme de granules de pigment (hémozoine). Le

pigment accumulé dans le cytoplasme du schizonte est relargué dans le plasma )

lors de la libération des mérozoites. [l est phagocyté par les macrophages et les
histiocytes (leucocytes mélaniféres). L.’hémosidérine de couleur jaune sombre
provient de la transformation de I’hémoglobine et de I’hémozoine par les'

histiocytes.

Les thrombocytes, enfin, sont détruits par des mécanismes encore mal

préciseés.

IT-1.2.2.2- La moelle osseuse

La lignée érythrocytaire est hypertrophiée pour compenser |'anémie. Les
lignées leucocytaires sont peu perturbées. En cas d'infection a Plasmodium

falciparum des schizontes v sont rétrouvés.

Y



[I- 1.2.2.3- La rate

L’augmentation du volume notée dans [|’infection paludéenne est

provoquée par |"hypertrophie de la pulpe blanche (petits et grands lymphocytes,

cellules réticulaires, macrophages).

On obhserve une rate congestive, de consistance molle. Sa rupture est aisée
a cause de la fragilité augmentée de la capsule. Sa couleur rouge foncé, parfois
brune est due & I’accumulation du pigment repris par les phagocytes. La

splénomégalie constitue un signe qui accompagne le développement de la

parasitémie.

[1-1.2.2.4 - Le foie

La schizogonie exo-€rythrocytaire ne produit aucune lésion
inflammatoire. L’hypertrophie du systeme reticulo-endothelial (cellules de
Kipffer) chargee de la phagocytose des débris et des pigments arrive a obstruer

les veines et ne survient qu’a la longue chez des sujets qui ont fait des accés de

malaria 4 répétition.

[I-1.2.2.5 - Lesreins

La formation de complexe antigene anticorps et leur depdt dans la
membrane basale cause une surcharge du rein et une diminution de la capacite
d’épuration de cet organe déja anormalement sollicité en cas d’hémolyse. La
thrombose des artérioles des glomérules rénaux I'anoxie des cellules des tubes
contournées et 1'apparition des signes de glomérutonéphrite sont des
phénonénes souvent observés. Le blocage rénal par destruction massive de

globules rouges est le danger principal de la fievre biticuse hémoglobinurique.



JI-1.2.2 6 - Le systéme nerveux central

La schizogonie profonde de Plasmodium falciparum est a Porigine de
complications redoutables dont la malaria cérébrale. Celle-ci consiste en des
thromboses capillaires responsables des {ésions vasculaires et hémorragiques,

provoquant des altérations dégénératives des cellules nerveuses, entourées
. l.
d’infiltrats cellulaires.

L’expression symptomatologique ‘consistera en une hémiplégie ou des
convulsions (zones motrices), des troubles thermorégulateurs avec hyperpirexie

une altération progressive de la conscience.

1-1.2.2. 7- Le placenta

Les villosités placentaires baignent dans de larges sinus ou le sang
maternel circule au ralenti. Les espaces entre les villosités sont un excellent
refuge pour les hématies parasitées par Plasmodium falciparum. 1.’ accumulation
des globules rouges parasités, collant les uns aux autres, detruits sur place, crée
un appel de macrophages. Cet cngagement peut causer un blocage des espaf:es
inter-villeux et une thrombose placentaire.

La diminution des échanges fceto-imaternels est une des raisons pour

lesquelles 1a chimioprophylaxie est préconisée chez la femme enceinte : elle vise

a abaisser le nombre de parasites en circulation.

[1- 1. 3~ Les résistances médicamenteuses

Elles constituent un véritable probiéme de santé surtout par ia résistance

de P falciparum aux schizonticides sanguins.

I-n Atrique la chino résistance suspectée en 1975 & NMadagascar el au
Nozambigue n'a éte confirmée qu'en 1978 au Kenya en Tanzanie et en 1980 o

Nadagascar [ 15] 5 en 1988 au Burkima-f-aso et au Mah |16



En 1990 Guiguemdé et coll [17] ont évalué la chloroquino résistance qui
est de 8% a Ouaga et 14% a Bobo chez les sujets symptormatiques. Au Burkina-
Faso en zone de transmission intermédiaire particuliérement a8 Ouagadougou de
1692 (8,5%) a 1994 (20%) on a une tendance a la hausse tandis qu'a Fada on a
observé un pic de chloroquino résistance de 54,9% en 1997. Cependant il faut

retenir que les taux d'échec thérapeutique étaient inférieurs a 30%. 18]

Par contre au Bénin en 1996 des études ont révélé une résistance
inférieure & 5 % alors qu'en 1988 on avait 25 % de résistance & Porto Novo et 45

% en 1992 a Cotonou. On a donc une tendance 2 la baisse. [19]

De fagon générale le taux de résistance a la chloroquine est de 25% dans

les pays d'Afrique australe et de I'Est et de 20% en Afrique de ['Ouest [20].

{I-1.4- Classification des antipaludiques

[ls sont utilisés dans le but d’effectuer un traitement suppressif, curatif ou
prophylactique , radical , anti-rechute ou présomptif [14]. Ces médicaments sont
classés selon leur mode d’action dans le globule rouge parasité en
lysosomotropes et antimétabolites ou selon leur point dimpact sur le cycle de

vie du parasite en schizonticides et en gamétocytocides.

II- [.4.1- Selon le mode d’action dans le parasite
[I- 1.4.1.1- Lysosomotropes
[1- 1.4.1.1.1- Quinine

IT-1.4.1.1.2- Amino4 qumoléines

I[T-1.4.1.1.3- Amino alcools ou 4. Quinoléine méthanol



IT-1.4.1.2- Antimétabolites
I[-1.4.1.2.1- Antifoliques
II-1.4.1.2.2- Antifoliniques

II- 1.4.2- Selon le point d’impact sur le cycle de vie du parasite
{1 -1.4.2.1- Schizonticides [21]
II- 1.4.2.1.1- Quinine

Alcaloide extrait du quinquina par les Frangais Pelletier et Caventou en 1820, la

quinine est le premier antipaludique naturel et demeure |’ antipaludique majeur.

La quinine est une base bivalente faible qui donne des sels basiques et des
sels neutres. En thérapeutique on emploie les sels basiques qui sont nécrosants.
Les sels utilisés sont le chlorhydrate basique. Par voie orale son absorption est
rapide et presque complete(95%).La concentration plasmatique maximale est
obtenue en 1 4 3 heures mais son élimination est rapide avec une demi-vie de [ |

a 18 heures. Sa structure chimique est représentée au niveau de la figure n° |

[I- 1.4.2.1.2- Amino4 quinoléines

Antipaltudiques les plus largement prescrits, ils le sont sous forme de
chloroquine et d’amodiaquine dont 'activité & posologie égale est en pratique
identique sur les souches sensibles. L'absorption des amino4 quinoléines est
rapide, mais les concentrations plasmatiques aprés une prise orale sont variables
d’un individu a un autre. Leur élimination est trés lente. L inconvenient majeur
de ces médicaments est |'apparition depuis les années 1960 de souches
résistantes de P. falciparum. Les structures chimiques des amino 4 quinoléines

les plus utilisés en 'occurrence la chloroquine et 'amodiaquine sont présentces

au niveau de la figure n® |



I1- 1.4.2.1.3- Le Quinghaosu (Extrait Artemisia annua)
Sesquiterpene lactone peroxyde (confére figure n°l) isolé en 1973 d'drtemisia
annua L. en Chine le Quinghaosu est un nouveau schizontocide dont il existe

plusieurs dérivés : |'artémisinine, I'artésunate, l'arthémeter, la dihydroartémisnine.

D'activité rapide mais bréve le Quinghaosu agit sur les souches chloroquino-
résistantes et en cas d'acceés pernicieux. La dihydroartémisinine est le plus puissant

des dérivés de ['artémisinine qui sont |'Artémisinine, 'artésunate et ' Arthemeter [22]

II- 1-4- 2- 1- 4- Aryl amino aicools [21]

Cette catégorie comprend une 4-quinoléine-méthanol, la méfloquine ou
WR142. 490 dont les taux sanguins efficaces sont atteints 4a8 heures aprés une prise
orale. Elle a une demi-vie longue de 7 a 30 jours et est contre indiquée chez la femme
enceinte et ['enfant de moins de 1S kg. Elle est active sur P. falciparum chloroquino-
résistant ou non, ainsi que sur les souches résistantes aux autres antimalariques.
Comme autre molécule de ce groupe chimique on a l'halofantrine qui est, un 9-
phénanthrene-méthanol d'absorption rapide mais variable augmentée par la prise
simultanée d'aliments. L'halofantrine a une demi- vie courte de la 2 jours. Elle est
contre-indiquée chez la femme enceinte; elle est active sur des souches de P.

falciparum chloroquino- résistantes.

Une autre molécule de ce groupe 'enpiroline qui est un 4-pyridine-, méthanol

(WR180. 490) est encore a |'étude.



Artémisinine ou Qinghaosu Quinine

NH~X)-[CH2N(C2Hs)2]

CH,

|

Chloroquine X =- CH - (CH,), - A

Amodiaquine X = @_ OH
A

Figure n® 1 : Structures chimiques de quelques antipaludiques modernes



[I-'1.4.2.1.5- Antifoliques [21]
Cette catégorie comprend les sulfamides et les sulfones. [is ont un mode
d’action identique en inhibant la transformation de 1’acide para-amino-

benzoique dont I’hématozoaire a besoin pour sa crolssance-par le blocage de

Pactivité de la synthétase de I’acide dihydrofolique.

Parmi les sulfones on propose la diaminodiphény! sulfone (D.D.S.)
Disulone® ou Dapsone qui a une activité rapide. Comme sulfamides on a les
sulfamides a longue durée d’action telles que la sulfadoxine (Fanasil) et la
sulfaméthopyrazine ( sulfalene® Kelfizine® ). Sulfamides et sulfones ne sont pas

employés isolement mais en association aux antifoliniques.

I[-1.4.2.1.6 - Antifoliniques [21]
lis regroupent les diguanides ou biguanides dont le plus connu est le
chlorhydrate de proguanil (Paludrine®) et les diaminopyrimidines dont la

pyriméthamine (malocide®, Daraprim®) et le triméthroprime. Ce sont des

inhibiteurs de la réductase de ’acide dihydrofolique.

{I- 1.4.2.1.7 - Antibiotiques {21]

Les cyclines (tétracyclinelg/| ; aoxycycline200-400mg{i) sont faiblement
et lentement schizontocides. La clindamycine est également schizontocide. Des
macrofides comme [’érythromycine ou la spiramycine  ont évalement été

utilisées en associations avec des quinoléines. Les nouvelles fluoroquinoiones

sont utilisées.



I1- 1.4.2.1.8 - Associations [21]

I[-1.4.2.1.8.1 - Associations fixes

% Sul{mnjdes + Pyrin}é,_tha_mine. Le fansidar® associe un sulfamide &
longue duréeld’laé)tion, la suléc\ioxi-;ne (fanasil® ) 2 la pyriméthamine et agit par
blocage séquentiel de deux enzymes intervenant dans la biosynthése de 1’acide

folique chezle parasite. Dans les cas graves, cependant, il convient d’associer-la

quinine par voie I.V
¥ Sulfones + Pyriméthamine. On peut retenir 1’association de DDS
(Dapsone®) 4 la pyriméthamine.

* Sulfadoxine + Pyriméthamine + Mefloquine commercialisée sous le

nom Fansimef*.

fI- 1.4.2.1.8.2 - Associations libres

Quinine + cyclines dans les accés graves a P.falciparum dus a des souches de

sensibilité diminuée a la quinine avec une efficacité a condition de maintenir 10

jours la double prescription

{I- 1.4.2.2- Gamétocytocides [21]

Ce sont des amino 8 quinoléines qui agissent en inhibant la transformation
des gamétocytes du sang humain en gameétes chez le moustique. lls entravent
ainsi le cycle sporogonique et bloquent la transmission de |’espéce plasmodiale.
Pamaquine, Rhodoquine, Quinocide ‘et Primaquine sont les seules & avoir
véellement un effet sur les gamétocytes de P. falciparum mais elles sont toutes
toxiqués. Actuellement seule la primaquine est disponible dans certains pays (

15mg/j pendant 14 jours ).

Les avantages ct les inconvénients de certains de ces schizonucides sont

presentés dans e tableau n® |



TABLEAU I: Avantages et inconvenients des antimalariques dans le

traitement du paludisme a P. falciparum .

AVANTAGES INCONVENIENTS ET
LIMITES
Quinine Efficacité rapide, sauf dans certaines| Traitement de plusieurs jours.
régions Effets secondaires fréquents
(Asie) -
Méfloquine | Trés efficacets- — Résistance Cot — Tolérance médiocre
Traitement de 24 heures Pas de présentation injectable
Halofantrine | Résistance rare Colit -~ Absorption irréguliére -
Traitement de 24 heures Pas de forme injectable
Chloroquince | Faible colit — trés active sur les souches | Extension des résistances
sensibles. Bien tolérée.
Amodiaquine |Active sur les souches modérément|Extension des résistances
résistantes a la chloroquine
Sulfadoxine- | Prise unique. Pas de résistance croisée| Apparition de résistances
Pyriméthamine | avec la chloroquine
Sulfadoxinc- |Actif sur les souches chloroquino-|Colt — Tolérance moyennce
Pyriméthaminc- | résistantes. Restriction dans la sélection
Méfloguine | de souches résistantes.

Les posologies usuelles d'utifisation de ces médicaments sont indiquées dans le

tableau n° Il

TABLEAU II : Posologies moyennes des schizonticides ( exprimée en

gramme de la molécule base)

ADULTES ENFANTS
Quinine 1,5 g par jour x S a7 jours 25 mg/kg x Sa 7 jours
Méfloquine 1,5 g par 24 heures en 3 prises 25 mg/ke en 3 prises

Halofantrine Idem

[dem

Chloroquinc et Amodiaquinc

1.542.5gen3asjours

25a i3S en 3 aSjours

Sulfadoxinc-’yriméthamine

3 comprimés en | prise

Yo comprime 10 Kg de pords

Sulfadoxine-Pyriméthamine- |ldem

VM éfloquine

Idem




II- 1. S - Plasmodium berghei
II- 1. 5.1- Classification [14]

Les espéces du genre Plasmodium sont regroupées en 9 sous genres dont
3 sont parasites des mammiféres, 4 sont parasites des oiseaux et 2 sont parasites

des sauriens(l1ézards).

Les 3 sous genres parasites des mammiféres sont Plasmodium (P);

Vinckeia (V) et Laverani (L)
Plasmodium (V) berghei Vincke et Lips 1948 qui infeste les rongeurs,

constitue un modele de laboratoire trés utilisé.

I -1.5.2- Cycle évolutif [23]

L’infection commence par [’injection des sporozoites provenant des
glandes salivaires de I’anophéle infesté (hote définitif) appelé Anopheles
stephensis. Au niveau du foie du rongeur (hote intermédiaire) une schizogonie ~
exo érythrocytaire commence. Cette phase dure 48 3 60 heures et donne des
mérozoites. Les mérozoites issus de cette schizogonie vont ensuite envahir les
globules rouges de la circulation sanguine, subir une maturation et devenir des,
trophozoites puis des schizontes pouvant produire 6 a 10 mérozoites. Ceux-ci
peuvent ré-envahir les hématies ou devenir des gamétocytes qui seront pris par
I’anophele femelle lors de son repas sanguin. Ces gamétocytes vont devenir des
gamétes qui donnent aprés fécondation un ookinéte, se transformant par la suite
en oocyste. L’oocyste mature va libérer des sporozoites qui vont se localiser

dans les glandes salivaires de [’anophéle pendant 10 & 12 jours.

[I- 1. S. 3- Biologie (23]
Le Plasmodium berghei est un parasite des rats, des souris el des

hamsters. [l infecte aussi certaines espéces de moustique tel que Anopheles

stephensis. (L est vaulent et fatal pour les jeunes souris et rats. Chez Fanophéle



femelle sa température optimale de développement est de 22°C. La taille des

oocytes est de 45 ym avec un temps de maturation de 12 heures.

Chez le rat et la souris, la schizogonie exo-érythrocytaire va donner des

schizontes pouvant produire 8 & 18 mérozoites. Ces cellilles de prédilection sont

les réticulocytes.
[I- 1. 6- Antiplasmodiques d'origine végétale
II- 1. 6. 1- Les alcaloides

II-1.6.1.1 ~Les bisbenzylisoquinoléines
II-1.6.1.1.1- La tétrandrine

Elle fut 1solée de Stephania tetrandra S. Moore qui était utilisée comme
antirhumatismale ou analgésique en Chine.

La tétrandrine posséde une structure similaire a celle des amino 4 et des
amino 8 quinoléines. /n vitro elle est plus efficace sur les souches chloroquino-
résistantes de P.falciparum que sur celles sensibles d’apres les études de YE et
VANDYKE en 1989.

La tétrandrine associée a la chloroquine préviendrait |’émergence de la:
chloroquino - résistance [24]

I[I- 1. 6.1.1.2 - La Phaeanthine

Enantiomére de la tétrandine, elle fut isolée de Triclisia patens
(Menispermaceae). En 1991 Ekong et coll ont montré qu’elle était active in vitro
sur P.falciparum. [25]

[1- 1.6.1.1.3 - La 7- O — Diméthyltetrandrine et la limacine

Elles furent isolées respectivement de  Strychnopsis thouarsii et de
Spirospermum penduliform Thon. Elles ont une activité antiplasmodique in vitro

avec une C.l.spde 740nmoles et 789 nmoles contre 214 nmoles pour la quinine
(26}



A l'image de la tétrandine ces principes potentialisent 'effet de la chloroquine

sur les souches résistantes.

II- 1- 6- 1- 2- La fébrifugine et 'isofébrifugine

L'activité antipaludique de l'extrait de Dichroea febrifuga (Saxifragaceae) a€té
mise en évidence en 1947 par Spencer et coll.

La fébrifugine isolée en 1948 a cependant été limitée dans son emploi et son

développement du fait de sa toxicité. [27]

II- 1- 6- |- 3- La Berbérine

Ce principe actif est retrouvé chez les Annonaceae les Berberidaceae et les

Menispermaceae.

Son activité a été démontrée in vitro (Phillipson et Wright, 1991) [28]

[[- 1.6.1.4. Les alcaloides anticancérigénes

Comme exemple on a la vinblastine isolée de Catharanthus roseus
(Apocynaceae) active sur P. falciparum. (Nkunya, 1992). [28]

[I- 1.6.1.5. Les alcaloides acridiniques

lls ont été isolés de Citrus grandis. L'atalaphillinine est active in vivo sur P.
berghei chez les souris en [.P. avec une élimination compléte des parasites a la dose

de 50mg/ Kg pendant trois (03) jours 28, 29]

11- 1.6.1.6. Les alcaloides indoliques

La 4-méthoxy-1 vinyl-béta -carboline et la 6-hydroxy - 4-méthoxy - Ivinyl -
béta carboline ont montré une activité antiplasmodique in vitro sur certaines souches
résistantes de P. falciparum [28].

On peut citer ¢galement la strychnopentamine et la 3'. 4" dihvdrousambarensime
1solces de Sorvelmos usambarensis actives i vitro sur P falciparion mais inacOyes in
vivo sur P bergher |29).
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II- 1. 6.2 - Terpenes

Il -1.6.2.1 —Les sesquiterpénes lactones

II-1.6.2.1.1 - Artémisinine ou Qinghaosu

Il a été isolé en 1971 par des chimistes chinois des feuilles de Artemisia
annua L. (Asteraceae) ; plante utilisée traditionnellement pour ses propriét€s
antipyrét'iques et antipaludiques (Bougnodx et Ancelle, 1993 ) [30]. L'€tude des
relations structure activité du Qinghaosu a mis en évidence que !’endopéroxyde

est indispensable 4 1'activité antiplasmodique

II- 1. 6.2.1.2 - La cynaropicrine : elle a été isolée de Vernonia glutonosa.

Elle est active in vitro mais inactive in vivo

[[- 1. 6.2.1.3 - La parthénine: elle a ét¢ isolée de Parthénium

mysterophonus (Asteraceae) son activité antiplasmodiale a €té demontrée in
vIvO.

[I- 1.6.2.2 - Les Quassinotdes (triterpenoides )
Ce sont des principes actifs amers présents chez la plupart des

Simaroubaceae . 26 quassinoides ont été testés in vitro sur P. falciparum [31]

Les quassinoides sont des inhibiteurs potentiels de la synthése protéique chez P.
falciparum ayant un faible effet sur a glycolyse.

[1- 1. 6.2.3 — Les Limonoides des Meliaceae .

Centains telles que la gédunine, [a dihydrogedunine et la nimbidine ont
éte testées in vitro avec des C.1.59 comprises entre 0,5 et 3 pg/ml. [28]

[I- 1.6.3 - Quinones, composés phénoliques et autres produits

secondaires

- Les naphtoquinones : elles sont actives in vitro sur P. falciparum el sont
laiblement toxiques

- Le gossypol (polyphénol) est actif in vitro sur P. falciparun {29

Certains Qavonoides (artémétine, casticine) ont une activitd antiplasmodique

mais a dose clevée 28] Lewrs structures sont représentées par la figure n® 2



La quinine premier antipaludique d’origine naturelle appartient au groupe

des quinones.

Les principaux modes d’action de ces composés impliquent soit :

- une intercalation avec I’ADN (Berbérine)

- une inhibition de la synthése protéique (quassinoides)
- une alkylation (quinones) | :
- une augrhentation du stress oxydant dans les globules rouges parasités

R = 0OCH3 = Artémitine
R = OH = Casticine

Strychnopentamine

Figure n° 2 : Structures chimiques de quelques antipaludiques d’origine végétale



II- 2 - Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae)

II- 2.1- Données botaniques

I1- 2.1.1. Généralités sur les Rubiaceae

Les Rubiaceae sont des plantes ligneuses ou herbacées, a feuilles simples,
entiéres ou rarement dentées. Le fruit est une capsule, une baie ou un
schizocarpe se divisant en 2 mericarpes indéhiscents, uniseminés. [32] Elles
sont riches en alcalofdes souvent en' quantité importante : dérivés de la
quinoléine (quinine etc.) , des bases puﬁques (caféine etc.) Ces alcaloides sont
souvent mal définis (émétine, yohimbine, etc.).On retrouve aussi des colorants

anthracéniques et des tanoides.

Les Rubiaceae sont des plantes ameéres, toniques, fébrifuges, excitatrices,

diurétiques.{33]

Cette famille est représentée en Afrique intertropicale par une centaine de -
genres et environ 600 espéces dont les principaux sont : Gardenia, Nauclea,
Mitragyna Oldenlandia, Borreria, Mitracarpus, Pavetta, Fadogia, Feretia. [34]
La place de Gardenia sokotensis dans le régne végétal est donnée par la figure

n® 3.
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Figure n° 3 : Place de Gardenia sokotensis dans le régne végétal



[1-2.1.2. Caractéristiques de Gardenia sokotensis Hutch

II-2.1.2.1- Caractéres botaniques

C'est un arbuste de 1 a 2 m aux feuilles allongées, elliptiques obtuses aux deux
(02) bouts de 4 a2 10 cm sur 2 & 4,5 cm, pubescentes, opposées sur les rameaux &
fleurs (confére figure n° 4). sLes fleurs sont solitaires pédonculées, 5 méres
biperianthées,- hermaphrodites ’:z‘;:c;tinoniorphes blanchitres. Le calice gamosépale
verdatre est long de 4 a2 5 mm. La corolle & préfloraison tordue blanchatre

infundibuliforme est longue de 12 4 15 mm. Les fruits ont 1 cm environ de diamétre.

[1-2.1.2.2- Cycle végétatif

La floraison s'effectue d'avril a juillet, les fruits mirissent de mai a juillet. [35]

[1-2.1.2.3- Distribution et habitat

Sa distribution est commune dans la zone soudanienne. On la retrouve dans la
brousse ou sur les termitiéres ; la plupart du temps sur sol gravillonnaire, sur des

collines et des stations rocheuses arides. Ses besoins en eau sont restreints.

Au Burkina- Faso, Gardenia sokotensis est abondante dans les régions de
Korsimoro, Kaya, Gourcy. Sur le plateau central elle est devenue rare a cause de sa

surexploitation a des fins médicinales.

[£-2. 2- Données ethnobotanigues

I[-2. 2.1- Noms en langues locales, nationales [35, 37, 38]
Mooté : Tang-rakwenga . Tang-rambrzounga.
Bambara : farakoloti
Gulmancema @ Pkabican

Senouto :Féghele ayunke kacerge (des hautes collines)



Haoussa : gau dan dute

Malink¢ : Hata-Kulu-tié (Qui casse le rocher)
Dogon : wobusge

Minyanka : kacerpere

Gardenia sokotensis est représentée par la figure 4

Figure 4 : Gardenia sokotensis HUTCH (photo prise 2 [Fada au Burkina
Faso)

MY



IT 2. 2.2.- Usages en médecine traditionnelle
Gardenia sokotensis est employée seule ou associée a d’autres plantes en vue du

traitement de plusieurs affections :

- Paludisme : le décocté des rameaux feuillés est prescrit en lavement et
bain. [39]
- Accés fébrile : le décocté des rameaux feuillés est prescrit en boisson et

bain pendant 4 jours. [40]

- Ictere-fortifiant : la poudre de la partie aérienne délayée dans de la
bouille est prescrite en boisson. [40]

- Gastro-Entérite : le décocté des rameaux feuillés en association avec le
Crossopteryx febrifuga est prescrit en boisson {35]

- Hypertension artérielle : le décocté du mélange des feuilles, racine,
écorce est prescrit en boisson. [41]

- Asthénie sexuelle masculine : le décocté des racines est prescrit en
boisson. [42].

[I- 2. 2.3- Autres utilisations
Le bois dur est utilisé pour fabriquer des objets tels que les cuilléres, les
manches de couteaux {35]. Les branches servent a faire des épingles a cheveux
dans le Fouta-Djallon [38]. Le bois est également utilis¢é comme bois de feu
[42].

II- 2. 3- Données phytochimiques

Des études effectuées sur |'espéce nigérienne ont mis en évidence la
présence d’alcaloides ainsi que de saponosides. {43]

Les travaux de Coulibaly M. au Burkina [aso en 1996 ont révéle la
présence de saponosides, tanins, stérols triterpénes, alcaloides.[7]

En 1998 au Burkina Faso Ouédraogo A. {8] a montré a travers ses travaux
I"existence de groupes chimiques identiques 2 ceux touves par Coulibaly Mo a
I'exception des caroiénoides, anthracenosides absentes lors des wavaux de

Coulibaly s présentes au niveau des résultats de Oucdraogo AL et des









IIT.1 Objectifs de ['étude

ITI-1.1. Objectif général

Caractériser les principes antiplasmodiques de G. sokotensis actifs sur la

souris infestée par P. berghei.

III-1.2. Objectifs spécifiques

1- Préparer des extraits a partir de la poudre des feuilles de G. sokotensis avec

plusieurs solvants de polarité croissante.

2- [dentifier par CCM de gel de silice Ggp Fasq 'extrait ayant la meilleure activité

antiplasmodique in vivo chez la souris.

3- Fractionner 'extrait antiplasmodique le plus actif par CC de gel de silice.

4- Identifier par CCM de gel de silice Ggy Fys4 la fraction ayant la meilleure’

activité antiplasmodique in vivo chez la souris
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W-MATERIELET METHODES




IV- 1- Cadre de |'étude

Les structures suivantes ont pris part a nos travaux :
- I'Institut de Recherche sur les Sciences de la Santé
- Le Laboratoire de Pharmacognosie de ['UFR/SDS
- le Laboratoire de Galénique de 'UFR/SDS

- le Laboratoire de Toxicologie de 'UFR/SDS

- le Laboratoire de Parasitologie/Entomologie du Centre Muraz de Bobo

Dioulasso.

IV - 1.1 - I'Institut de Recherche sur les Sciences de la Santé (I.R.S.S)).
Une unité du département Médécine -Phamacopée traditionnelle /Pharmacie
(MEPHATRA/PH) a procédé a la récolte, au séchage et broyage de la matiére

premiére.

[V-1.2-L'UFR/SDS

Les extractions, le screening et le fractionnement ont é€té effectués au

Laboratoire de Pharmacognosie.
La cosolubilisation a été effectue au Laboratoire de Galénique. Le Laboratoire

de Toxicologie nous a été utile pour I'évaporation & sec de nos extraits.

[V -1.3 - Le Centre Muraz
C'est au niveau du Laboratoire de Parasitologie /Entomologie du Centre Muraz

que nous avons réalisé |'étude de ['activité antiplasmodique.

[V -2 - Matériel d'étude

Il est constitué de poudre obtenue a partir de rameaux feuillés de Gardenia

sokotensis Hutch récoltés dans la région de Fada N'Gourma en octobre 1998



La matiére premiére récoltée est lavée par trempage dans l'eau, séchée a 1'abri
du soleil puis réduite et finement broyée. La poudre végétale obtenue a été
conditionnée dans des sachets de 1 kg.

[V -2.2- Matériel biologique

IV-2.2.1 - Souris NMRI

Ce sont des souris albinos femélles de souches NMRI(Naval Médical Research
[nstitut) dgees de 2 mois environ et pesant a peu prés 30g.

La source d'approvisionnement est le Centre [nternational de Recherche pour le
Développement de 1'Elevage en zone Sub-humide (C.I.LR.D.E.S.)

Elles sont nourries aux granulés provenant de I‘Atelier de Fabrication
d'Aliment pour Bétail (A.F.A.B) de Bobo -Dioulasso. Elles vivent dans les mémes
conditions de température (25°C) et d'humidité. Le copeau est changé toutes les 24

heures.

[V-2.2.2- Plasmodium berghei

Il a été fourni par I'Institut de Médecine Tropicale d'Anvers au Laboratoire de
Parasitologie/Entomologie du Centre Muraz.

[l est entretenu soit sur la souris N.M.R.I. soit conservé dans un milieu de

conservation et gardé dans de [‘azote liquide.

[V -2.3 - Matériel d'étude pl.lytochimique
- Réactif de liebermann
- Percolateur
- Plaque de silicagel G.qo F 254
- Rotavapar
- Coton

- Solution de diphenvl bortnate de soduim a 1%o



- Papier
- Solvants (eau distillée, dichlorométhane, éther de pétrole,
méthanol, éthanol)
- Appareil a ultra son
- Lyophilisateur
- Bampe U. V.
- Pulvérisateur pour CCM
- Micro capillaires
- Eluants : * Systéme S, : éther de pétrole - toluéne - acetate
d'ethyle- acide acétique (5-2-2-1,5)
* Systéme S, : 2- butanol - eau- acide acétique (10-1-
0,50)
[V- 2.4- Matériel d’étude biologique

- Seringues a insuline [ ml

- Tubes héparinés

- Tubes a essat

- Microscope optique

- Trousse de dissection

- Lames

- Tween 80

- Field

- Ether Gifrer

- coton

- Eau P.P.IL.

)



IV -3- METHODES
IV - 3.1- Méthode d’extraction

La poudre végétale a été soumise a des extractions successives a l'aide des
solvants de polarité croissante (confére figure S). Les solvants utilisés sont :
['éther de pétrole, le dichlorométhane, le mélange dichlorométhane - méthanol
(7-3 v/v) ; le mélange dichlorométhane -méthanol (3-7 v/v), le mélange éthanol-

eau (9-1v/v) et 'eau.

[V-3.1.1- Extraction a |'éther de pétrole

La poudre végétale (300g) a été¢ mise a macérer pendant 24 heures dans
500ml d’éther de pétrole. A la fin de la macération, une percolation est réalisée
avec 500 ml d'éther de pétrole a un débit de Iml/ 2mn. La solution obtenue est
évaporée sous pression réduite. Le résidu est conservé a -4°C et & l'abri de la
lumiére jusqu'a la mise en route du test antiplasmodique. Le marc est séché &

l'air libre et gardé pour les extractions suivantes.

[V-3.1.3- Extraction au CH, CL,

Le marc issu de l'extraction a I'E.P est mis @ macérer pendant 24 heures dans
500 ml de CH, CL,. A la fin de la macération on a effectué une percolation avec
500ml du solvant de macération a un débit de Iml/ 2mn. La solution au CH,
CL,. obtenue est évaporée sous pression réduite. Le résidu est conservé a -4°C et
a l'abri de la lumiére jusqu'a la mise en route du test antiplasmodique. Le marc

est séché a 'air libre et gardé pour les extractions suivantes.

[V -3.1.3- Extraction a l'aide du mélange CH, CL,/CH;,OH (7-3 V/V)

l.e marc issu de l'extraction an Cfly CL; est mis a macérer pendant 24 heures
dans 500 mi du mélange CH, CLCHOH (753 V/V). A la fin de la maceration .

une percolanton est r¢alisée avee S00 ml du solvant de macération a un debu de



Iml/ 2mn. La solution recueillie est évaporée sous pression réduite. Le résidu
est conservé a -4°C et a l'abri de la lumiére jusqu'a la mise en route du test

antiplasmodique. Le marc est séché a l'air libre et gardé pour les extractions

suivantes.

[V -3.14- Extraction au mélange CH, CL,/CH;OH (3-7 V/V)

Le marc issu de l'extraction au mélange CH, CL,/CH;OH (7-3 V/V) est mis a
macérer pendant 24 heures dans 500 ml| du mélange CH, CL,/CH,OH (3-7
V/V). A la fin de la macération une percolation est réalisée avec 500 ml du
solvant de macération a un débit de Iml/ 2mn. La solution recueillie est
évaporée sous pression réduite. Le résidu est conservé a -4°C et a l'abri de la
lumiere jusqu'a la mise en route du test antiplasmodique. Le marc est séché a

['air libre et gardé pour les extractions suivantes.

[V-3.1.5- Extraction au mélange CH; CH, OH-H,0 (9-1 V/V)

Le marc 1ssu de l'extraction au mélange CH, CL,/CH;OH (3-7 V/V) est mis a
macérer pendant 24 heures dans 500 ml du mélange CH; CH, OH-H,O (5-1
V/V). A la fin de la macération une percolation est réalisée avec 500 ml du
solvant de macération a un débit de Iml/ 2mn. La solution obtenue est évaporée
sous pression réduite. Le résidu est conservé a -4°C et a l'abri de la lumiere

jusqu'a la mise en route du test antiplasmodique. Le marc est séché a l'air libre et

gardé pour les extractions suivantes.

[V-3.01.6- Extraction a H,0

L.e marce 1ssu de Vextraction au mélange CHy CH; OH-FLO (9-1 v V) est mis
macérer pendant 24 heures dans 500 ml d'eau distillée. A la [in de 1y macéranon

une percolation avee 300 mb du solvant de macération a un debit de tml /7 2mn.



La solution aqueuse obtenue est évaporée sous pression réduite. Le résidu est

conservé a -4°C et a l'abri de la lumiére jusqu'a {a mise en route du test

antiplasmodique.
IV-3.2 - Cosolubilisation

Les extraits a |’éther de pétrole (El), au dichlorométhane (E2), au
mélange dichlorométhane-méthanol (7-3, V/V) (E3) et au mélange
dichlorométhane-méthanol (3-7, V/V) (E4) ont été cosolubilisés dans de l'eau
avec du tween 80. La concentration de tween 80 utilisée est de 25% par rapport

au poids de 'extrait.

La cosolubilisation consiste dans un premier temps a solubiliser 'extrait
dans le solvant d'extraction. Le tween 80 est ajouté a cette solution et |'ensemble ™

est évaporé sous pression réduite pour obtenir un résidu qui est soluble dans

I'eau.
[V-3.3 - Etude phytochimique

Le screening chimique de nos extraits a €té réalisé par chromatographie
sur couche mince. Les groupes chimiques suivants ont été recherchés :
- les triterpénes et les phytostérols,
- les flavonoides,
- - les saponosides
- les tanins.

- les alcaloides



IV -3.3.1- Recherche des triterpénes et des phytostérols

Phase stationnaire : Gel de silice G ¢ F 254

Eluant : S

solution de dépdt : les solutions de dépdt a la concentration de 10 mg/ml
sont déposées a raison de 20 ! et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révélation : elle a été faite pér pulvérisation st les-ehromatoplaques
d'une solution d'acide sulfurique a 3 %-'dans de ['ethanol. Les chromatoplaques

sont ensuite placées a l'étuve a 110°C pendant 10 mn.

Les triterpénes pentacycliques donnent une coloration violette persistante.

Les triterpenes tétracyliques et les phytostérols donnent une coloration violette

qui vire rapidement au bleu.

V -3.3.2- Recherche de flavonoides

Phase stationnaire : Gel de silice G ¢ F 254
Eluant : S,
Solution de dépdt : les solutions de dépét a la concentration de 10 mg/ml

sont déposées a raison de 20 u! et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révelation : elle a été faite avec une solution de diphenyl borinate de
sodium a [%e dans du méthanol. Les chromatoplaques sont alors observées a
I'U.V.a 254 et 375 nm. Dans ces conditions on observe alors une intensification

de la coloration jaune par effet bathochrome.



[V. 3.3.3 Recherche de saponosides

Phase stationnaire : Gel de silice G ¢g F 354

Eluant : S,

Solution de dépdt : les solutions de dépdt a la concentration de 10 mg/ml
sont déposées a raison de 20 (| et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révélation : elle a été faite par pulvérisation sur les chromatoplaques
d'une solution d'acide sulfurique a 3% dans de I'éthanol. Les chromatoplaques
sont ensuite placées a I'étuve a 110°c pendant 10mn.

Les saponosides triterpeniques donnent une coloration violette persistante.

Les saponosides stéroidiques donnent une coloration viotacée qui vire

rapidement au bleu.

[V -3.3.4- Recherche des tanins
Phase stationnaire : Gel de silice G ¢ F 154

Eluant : S,

Solution de dépdt : les solutions de dépét a la concentration de 10 mg/ml

sont déposées a raison de 20 1 et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révélation : elle a été faite par pulvérisation sur les chromatoplaques
d'une solution de chlorure ferrique a 2 % dans un mélange eau - méthanol (2-3
v/v). Dans ces conditions les tanins donnent une coloration bleue verdatre.

IV 3.3.5- Recherche des alcalotdes

Phase stationnaire : GGe] de silicé G o F 254

Eluant : CH, CL, - CH;0H - NH,OH - C,Hy

' (10-2,5-0,25-2,5 v/v)

Solution de dépot : les extraits E2 et E3 sont dissous dans leurs solvants
d'extraction puis on procéde a une extraction liquide - hquide avec un melange

eau- acide acctique (10-3 vv),



La phase aqueuse est recueillie et on y ajoute de l'ammoniaque et du
dichlorométhane.

La phase organique renferme alors les alcaloides bases et a constitué la
solution de dépdt a raison de 20 ¢l et en bande de 0,5 ¢cm sur la chromatoplaque.

Révélation : elle a été faite par pulvérisation sur les chromatoplaques du

réactif de Draggendorf. Les alcaloides apparaissent alors colorés en rouge-

orange. ‘

[V-3.4- Fractionnement de |'extrait au mélange dichlorométhane -
méthanol (7-3 v/v).

L'extrait au mélange dichlorométhane-méthanol (7-3 v/v), E3 a été fractionné
par chromatographie sur colonne de gel de silice. La colonne est remplie au 2/3
a l'aide d'une suspension de silice pour colonne dans le dichlorométhane.

L'extrait a fractionner est dissout dans le dichlorométhane et déposé au
sommet de }a colonne de silice. La phase mobile est ensuite introduite. Elle est
constituée de dichlorométhane contenant des proportions croissantes de
méthanol (0 ; 2,5; 5; 10; 15; 25; 30%).

Des fractions d'environ [0 m) sont récoltées et analysées par CCM en
utilisant comme éluant le mélange cyclohexane, toluéne, acétate d'éthyle (3-1-1-
v/v).

La révélation est faite par pulvérisation sur les chromatoplagques d'une
solution d'acide sulfurique a 3% dans de ['éthanol. Les chromatoplaques sont
ensuite placées a l'étuve a [10°c pendant {Omn.

Les fractions qui présentent un chromatogramme siinilaire sont regroupées et
évaporées sous pression réduite.

Sur les trois fractions obtenues deux ont éi¢ testées afin d'évaluer leur activite
antiplasmodiquec.

[es différentes elapes de l'extraction et du (ractionnement de 'extrait le plus

actil sont mdiquees par fa houres 3.



Poudre des feuilles de Gardenia sokotensis

Extraita 'E.P
(E1Y

PR
,! él |

Extrait au CH,CL, (E2)

Marc

Extrait au CH2CL2/CH3O0H (7-3v/v) (E3)

Marc

Chromato | graphie sur

colonne de |gel de silice

Fl F2 F3
Extrait au CH,CL,/CH;OH (3-7) (E4)

Marc

Extrait au CH;CH,0OR//H,0 (90-10) (ES)

Marc

Extrait a H,0 (E6) }»

‘ Marc

Fiocure S

xokotensis.

Scheny d'extraction

L Mare

¢t de fractionnement

Percolation a I'E.P

Percolation au CH,CL,

Percolation au CH2CL2/CH30H (7-3 v/v)

Percolation au CH,CL,/CHOH (3-7 v/v)

Percolation avec H,0

des extraits de

Percolation au CHyCH,,OH/ZH,0 (9-1 v/v)

G.



IV-3.5- Etude pharmacologique

L’étude de ’activité antiplasmodique a été effectuée selon le test de 4
jours de Peters [46,47].

Les souris sont mises dans les mémes conditions (alimentation,
température du milieu) pendant toute la durée de I’expérience.

Pour chaque extrait ou chaque dose d’extrait un test est effectué trois fois
avec & chaque fois un lot de 5 souris d’environ 30g. Chaque souris regoit
approximativement en [P (Intraperitonéale) 10’ érythrocytes parasités obtenus
par dilution du sang parasité d’une souris infestée. Les souris sont préalablement
mise a jeun 24 heures avant le début du test.

En plus de ces lots test, un lot témoin a été €galement constitué de la
méme fagon qui a recu en, [.P environ 10 érythrocytes parasités.

L’extrait E3, cosolubilisé avec du tween 80, passé a ['ultra son et dissous
dans de I’eau physiologique puis filtrés est administrée & 0,4ml / 24h. )

A Jo aprés I'infestation le produit est administré par voie [.P & raison de
0,2ml le matin et 0,2ml le soir, par souris. Les témoins recevant de |’eau
physiologique.

Le volume maximum 2 injecter est de 0,4mi [48). A I, Jo, J; on a répété
les mémes doses. A J4, des frottis minces ont été réalisés, colorés au Field et lus
au microscope optique a I’objectif 100 pour déterminer les densités parasitaires ;
celles-ci permettant de calculer la réduction de la parasitémie par rapport au lot
témoin. ‘

Pourcentage des hématies parasitées = P (Nombre d’hématies parasitées
de x champs / Nombre d'hématies de x champs) x 100.

Pourcentage de réduction de la parasitémie P* = (P, - P,) x 100

Py

P, = pourcentage de globules rouges parasités du lot témoin.

P, = pourcentage de globules rouges du lot traité.
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IV-3-6- Traitement des données relatives a la DESQ
La droite de régression a été utilisée pour le traitement statistique des

données de la DES0 au moyen du logiciel Excel.



V-1 Rendement de l'extraction
Le tableau I résume le rendement de l'extraction réalisée. Les différents

rendements sont exprimés par rapport a la prise d'essai qui était de 300 g

Tableaul - Rendement de ’extraction

-

El E2 E3 - E4 ES E6
r(%) | 2,11 11,25 3,57 2,85 2,45 7.9

L'extrait au dichlorométhane (E2) a donné le rendement le plus important
(11,25%) suivi de celut de 'extrait aqueux (7,90%). Le rendement le plus faible
est obtenu avec |'extrait a I'éther de pétrole (El).

r = rendement

El = Extrait a ' éther de pétrole

E2 = Extrait au dichlorométhane

E3 = Extrait au mélange dichlorométhane - méthanol (7-3 v/v)

E4 = Extrait au mélange dichlorométhane - méthanol (3-7 v/v)

ES = Extrait au mélange éthanol-eau ( 9-1 v/v)

E6 = Extrait a 'eau

V-2 Rendement du fractionnement de l'extrait le plus actif

La quantité d'extrait engageé pour le fractionnement était de 4g. Les résultats
obtenus sont indiqués dans le tableau [[.

Tableau If : Rendement du fractionnement

Fl F2 B
Quantité (mg) 602 160 41

P

S S ——— S A )

La (raction £1 a fourni la quantité la plus importante soit 602 mg.
1 = Fraction obtenue avee e pas de gradient constitué par le mcelange

dichloromethane-methanol (83-15 v v)



F2 = Fonction obtenue avec les pas de gradient constitués par les' mélanges

dichlorométhane- méthanol (80-20 v/v) et (75-25 v/v)

F3 = Fraction obtenue avec les pas de gradient constitué par le mélange

dichlorométhane- méthanol (70-30 v/v)

Tableau de volumes d'élution

Solvant Volumes Fraction 1solée
CH,CL, 400 ml -
Meéthanol 2,5 % dans CH,CL, 200 ml -
5% 200 ml -
10 % 200 ml -
1S % 300 ml F
20 % 200 ml F,
25 % 800 ml F,
30 % 200 ml F

V -3 - Résultats de la CCM

La CCM a permis de mettre en évidence des flavonoides, des saponosides et
des triterpénes dans les extraits E2, E3 et ES (confére tableau III).

[1 faut noter que la recherche des alcaloides s'est révélée négative aussi bien

dans la poudre végétale que dans les extraits actifs (E2 et E3).



Tableau III / résultats de la CCM

L

1

Rf Coloration Groupes
Avant Liebermann Diphenylbarinate FECIly | Chuniques suspectés
révélation de soduim

Extrait E; 0,12 Violette Saponoside

dans S, 0,98 - Violette Triterpéne
0.66 Jaune - Intensification
de la coloration Flavonoides
0,83 Jaune -
- 0,94 Jaune -
Extrait E, 0,73 Violette - Saponoside
dans S, ' Triterpenique
0,58 Jaune - Intensification Flavonaides
0,92 Jaune - de la coloration
Triterpéne
Extrait E, 0,94 Viotette
dans S, 0,75 Jaune [ntensification Flavonoides
0,84 Jaune de la coloration

Extrait E, 0,80 Jaune - Intensification Flavonoides

dans S, de la coloration

Extratt E 0.73 Violette Saponoside

dans S, Triterpenique
0,59 Jaune Intensification Flavonoides
de la coloration
0,31 Bleue Tanins
Verdatre
i Extrait £ -
dans S,

Fraction I, 0,12 - Violette - Saponosides
.| dans S, 0,66 Jaune - [ntensification Flavonoides
li de la coloration

0,83 Jaune -

Fraction F, 0.92 Jaune - Intensification Flavonoides

dans S, de la coloration

Fraction F, 0,98 Violette (riterpene

dans S, 0.83 Jaune Intensification Flavonoides
0,94 Jaune de la coloration

lLes extraits les plus actits E2.E3 et ES ont en commun des flavonoides avec

des saponosides triterpéniques retrouvés dans E3et ES mais pas dans E2 (confere

Moutes X et 9).




E2 E3 ES

Figure 6 : Chromatogramme des extraits E2, E3, ES dans S;
(Révélation au Liebermann)

Phase stationnaire : gel de silice Ggo Fasq
Eluant S; =2 - butanol - eau - acide acétique (10-1-0,5 v/v)

A la valeur RF de 0,73 nous notons la présence de saponoside
triterpénique dans l'extrait E3



E2 E3 ES5

Figure 8 : Chromatogramme des extraits E2, E3, et ES dans S,
(Révélation au diphenyl borinate de sodium)

Phase stationnaire : gel de silice Ggp Fasq

Eluant S, : éther de pétrole - toluéne - acétate d'éthyle - acide acétique
(5-2-2-1,5 v/v)

Aux valeurs RF de 0,66; 0,83 et 0,94 nous observons la présence de flavonoides
dans |" extrait E3
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E2 E3 ES5

Figure 8 : Chromatogramme des extraits E2, E3, et ES dans S,
(Révélation au diphenyl borinate de sodium)

Phase stationnaire : gel de silice Ggp Fasq '

Eluant S, : éther de pétrole - toluéne - acétate d'éthyle - acide acétique
(5-2-2-1,5 v/v)

Aux valeurs RF de 0,66; 0,83 et 0,94 nous observons la présence de flavonoides
dans |" extrait E3

17



La fraction F, contient essentiellement des flavonoides et un triterpéne

alors que la fraction F, renferme des flavonoides et des saponosides. (Confére
figures 9 et 10).
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Figure 9: Chromatogramme des fractions F et F, dans S, (Révélation au
Liebermann)

Phase stationnaire: Gel de silice Ggg Fas4

Eluant S, : ether de pétrole - toluéne acétate d'éthyle - acide acétique
(5-2-2-1,5 v/v)

Aux valeurs Rf de 0,83 et 0,94 pour F, et 0,66 et 0,83 pour F; on note la
présence de {lavonoides alors qu'a la valeur Rf de 0,12 dans £, on note la
présence de saponosides
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Figure 10: Chromatogramme des fractions F, et F; dans S; (Révélation au
diphenyl borinate de sodium)

Phase stationnaire: Gel de silice Ggy Fis4

Eluant S1: ether de pétrole - toluéne - acétate d'éthyle - acide acétique
(5-2-2-1,5 v/v)

Aux valeurs Rf de 0,83 et 0,94 pour F; et 0,66 et 0,83 pour F; les spots
représentés correspondent a des flavonoides.



V-4- Résultats pharmacologiques
V-4- |- Activité antiplasmodique des différents extraits

L'activité antiplasmodique des différents extraits testés est présentée dans ie
tableau [V. Tous les extraits testés a la dose de 500 mg/Kg présentent une
activité.

Tableau IV : Pourcentage de réduction de la parasitémie selon le type

dlextrait et le test 4 la dose de 500 mg/Kg

Types d'extraits
El E2 E3 E4 ES E6
Test 1 22 74 78 [ 40 L7
Test 2 33 71 95 34 57 20
Test 3 27 70 88 28 48 [S
Moyenne 27 72 87 26 48 | 7
Ecart Type 5 2 7 8 7 } 2

L'extrait le plus actif est E3 avec 87% de réduction de la parasitémie suivi'
de E2 avec 72 % puis ES avec 48 % de réduction de la parasitémie a la dose de
500 mg/kg.

V-4-2- Relation dose-activité antiplasmodique de l'extrait le plus actif
(E3)

Une gamine de doses 50, 100, 200, 300, 400, 500 mg/kg a été choisie afin
d'étabhir la courbe dose effet de l'extrait E3 de G. sokotensis (confére figures 11

et 12). Les résultats obtenus avec cette gamme de doses sont indiqués dans le

tableau V.

NI




Tableau V : Pourcentage de réduction de la parasitémie en fonction de la

dose d'extrait E3 administrée et du test.

Doses mg/kg
50 100 | 200 | 300 | 400 | 500
Test 1 3S 49 57 68 88 95
Test 2 38 51 54 82 80 94
Test 3 26 [ 40 [ 53 [ 65 | 718 | 79
Moyenne 33 47 55 72 82 89
Ecart - Type 5 5 2 7 4 7

Nous constatons que plus la dose d'extrait administrée est élevée plus la
réduction est importante. A la dose de 50 mg / kg on a la plus faible réduction
(33 %) alors qu'a SO0 mg/kg on a la plus forte réduction (89 %). La D.E. 50

obtenue est de 116 mg/kg a partir de I'équation de la figure 11.

La figure 11 représente |'effet dose dépendante de I'extrait le plus actif en ~

fonction du pourcentage de réduction de la parasitémie et du logartthme des

doses.

La figure 12 représente 'effet dose dépendante de I'extrait le plus actif en,

fonction du pourcentage de réduction de la parasitémie et des doses.

S




Figure 11: Effet dose dependante de |'extrait le plus actif (E-3) de Gardenia sokotensis
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Figure 12 : EFFET DOSE DEPENDANTE DE L'EXTRAIT LE PLUS ACTIF(E3) de GARDENIA
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V-4-3- Activité antiplasmodique des fractions
Les deux fractions testées a 50 mg/kg ont toutes eu un impact variable sur

la parasitémie. Cet effet de réduction de la parasitémie est présenté dans le
tableau VI.

Tableau VI : Pourcentage de réduction de la parasitémie en fonction de la

fraction et du test a la dose de 50 mg/kg

Types de Fractions
F, Fy
Test | 17 53
Test 2 23 42
Test 2 20 32
Moyenne 20 42
Ecart Type 3 9

Les deux fractions F, et F, ont été testés a la dose de 50 mg/kg. F2 s’est.

révélée la plus active avec une réduction de la parasitémie de 42 %.
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LA METHODE D'EXTRACTION

La méthode d'extraction que nous avons utilisée est fondée sur
I'épuisement successif de la poudre végétale a l'aide de 6 solvants de polarité
croissante qui sont: l'éther de pétrole, le dichlorométhane , le mélange

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

7,v/v), le mélange éthanol-eau (9-1,v/v) et l'eau.

Cette méthode différe sensiblement de celle utilisée par OUEDRAOGO et
COULIBALY ([7-8 ] qui ont eu recours au soxhlet pour un épuisement exhaustif

a l'aide d'un seul solvant.

L'extraction par épuisement, utilisée dans le cadre de ce travail, permet de
regrouper les constituants chimiques en fonction de leur polarité. Ceci constitue

un premier pas dans le processus devant conduire a la purification et a

l'isolement des principes actifs (P.A).

Nous avons choisi d'extraire les P.A par percolation aprés 24 heures de’
macération. Ceci est explicable par le fait que certains P.A d'origine naturelle

sont thermosensibles et de ce fait difficilement extractibles au soxhlet sans

dégradation .

En effet, un screening prélihinaire effectuée par OUEDRAOGO et
completé dans le cadre de cette étude a montré que des flavonoides pourraient

étre impliqués dans l'activité antiplasmodique de G. sokotensis.

C'est ainst que nous avons optimalisé l‘extraction ¢n procédant par

percotation, méthode qui permet d'éviter la dégradation des flavonoides dont la

thermosenshilité est bien connue.



ETUDE PHYTOCHIMIQUE

La méthode utilisée pour le screening phytochimique est fondée sur la

chromatographie sur couche mince (CCM) suivie d'une révélation a l'aide d'un

réactif approprié.

Les différents groupes chimiques qui ont fait 'objet de cette étude, ont été -
recherchés en fonction de la chimiotaxinomie des Rubiaceae, des études
antérieures effectuées sur G. sokotensis, de la solubilité dans les solvants
d'extraction et enfin des substances naturelles généralement incriminées dans

I'activité antiplasmodique des drogues végétales.

Le screening phytochimique a été fondé sur ces trois extraits (Extrait au
dichlorométhane, extrait au mélange dichlorométhane - méthanol (7-3 v/v) et
extrait au mélange éthanol-eau (9-f v/v ).) qui, au niveau des essais

pharmacologiques, ont manifesté 'activité antiplasmodique la plus significative.

Nous pensons que ces extraits concentrent la majeure partie des

substances antiplasmodiques contenues dans G. sokotensis.

Ce screening fondé sur ces extraits nous a permis de suspecter la présence

de flavonoides, de saponosides, de triterpénes et de tanins.

L'extrait le plus actif a savoir E3 concentre essentiellement des

flavonoides el de saponosides.

‘On peut ainsi suspecter la présence de trois types de flavonoides situés

respectivement a des valeurs Rf de 0,66 ; 0,83 ; 0,94.

La COM a détecté également dans cel extrail ££3 fa présence de deux tvpes
de composces triterpénigues qui se situent respectivement a des valeurs R de

0,12 ¢c100R.



Ces résultats sont différents de ceux obtenus par OUEDRAOGO qui n'a pu

détecter qu'un seu] type de flavonoides.
Cette différence pourrait se situer au niveau des méthodes d'extraction.

L'extrait le plus actif (E3) a été fractionné par chromatographie sur colonne de

gel silice ce qui a permis de recueillir trois fractions F1, F2 ET F3.

Le but de cette opération était d'isoler davantage les principes actifs (P.A) afin
de permettre une purification des substances responsables de ['activité
antiplasmodique de G. sokotensis; ceci devant ouvrir la voie a l'identification de ces
constituants grace a l'utilisation de techniques spectrales comme la spectrométrie UV
visible, la spectrométrie RMNet la spectrométrie de masse. Dans le cadre de ce

travail nous nous sommes limités au fractionnement de |'extrait le plus actif a savoir
E3.

Le screening phytochimique effectué sur les fractions issues de la CC et
analysées par CCM en utilisant S1 comme éluant indique la présence de flavonoides
et de saponosides dans la fraction F2.

Ceci nous donne de bonnes raisons de croire que ces substances peuvent étre

impliquées dans ['activité antiplasmodiques de G. sokotensis.



PHARMACOLOGIE

Tous les extraits ont été testés pour évaluer leur activité antiplasmodique.
Il ressort de ces tests que l'extrait E3 est le plus actif. Le pourcentage de
réduction de la parasitémie de cet extrait est de 87% lorsqu'il est testé a la dose
de 500 mg/kg.

Cet extrait a également montré une activité dose dépendante.

Nous avons constaté que l'activité était répartie sur la quasi totalité des
extraits. Ceci peut étre expliqué par le fait qu'il pourrait exister dans la plante
plusieurs substances actives.

De méme nous pouvons formuler également une autre hypothése sur la
solubilisation du ou des substances actives dans les différents solvants utilisés
pour l'extraction. Cette demiére hypothése est fort peu probable compte tenu du
profil des chromatogrammes obtenus sur couche mince.

De ce fait , nous pensons que G. sokotensis concentre plusieurs substances
actives sur le P. berghei.

Les principales substances actives se concentrent dans l'extrait C3.

Le screening phytochimique des extraits les plus actifs ainsi que des
fractions obtenus montre que les flavonoides et les saponines pourraient
constituer les principales substances antiplasmodiques de G. sokotensis.

Ces résultats confirment ceux de OUEDRAOGO et COULIBALY qui ont
mis en évidence des flavonoides dans I'extrait hydroalcoolique de G tokotensis.

Le fait que des flavonoides semblent étre doués d'une activité
antiplasmodique n'est pas trés surprenant compte tenu du rait que les
flavonoides, substances largement répandues dans la nature sonl doués de
propriétés biologiques extrémement variées.

Un volet important de la recherche actuelle sur les antiradicaus libres et le

processus de vietllissement concerne les flavonoides (49 .



On a également identifié des flavonoides antibactériens, antiviraux,

anticancéreux.

CASTRO Q. et coll ont identifié de flavonoides de certaines plantes, comme
étant des composés actifs in vivo, contre P. berghei.

Ace titre, ils ont 150l€ la flavone quercétone de Cedrela tonduzii [S0].

De méme BRANDAD M.G. et coll au Brésil ont caractérisé comme substances.
actives in vitro sur P. falciparum des flavonoides [S1].

VALSARAJ R. et coll en Inde ont également démontré une activité

antimalarique in vitro de flavonoides extrait de Terminalia bellerica [52).

CHANPHEN R. et coll en Thailande ont isolé les exiguaflavones A et B
d'Artemisia indica qui ont montré une activité antimalarique in vitro contre P.
falciparum [53]

PHILLIPSON et WRIGHT prouvérent que l'artémitine et la casticine
(flavonoides) avaient une activité antiplasmodique [28].

Selon les resuitats obtenus par OUEDRAOGO [§] la quinine donne dans les
mémes conditions expérimentales que nous une D.E.s; de 14,84 mg/kg.

Au regard de ce résultat nous pouvons dire que notre extrait le plus actif a
savoir |'extrait E3 est environ 8 fois moins actif que la quinine. Ce pendant la quinine
est un produit pur par opposition au notre.

La D.E.5o de notre extrait le plus actif est trois (3) fois inférieure a celle trouvée
par OUEDRAOGO pour I'extrait hydroalcoolique de la méme plante.

La méthode d'extraction que nous avons utilisée a donc permis de cibler

davantage les constituants antiplasmodiques de Gardenia sokotensis.






Les travaux que nous avons réalisés sur l'activité antiplasmodique des
extraits de Gardenia sokotensis sur des souris NMRI infestées par P. berghei
nous ont permis de déterminer comme extrait le plus actif, l'extrait au mélange
dichlorométhane-méthanol (7-3 v/v) (E3) avec 87% de réduction de la
parasitémie.

Tous lés extraits testés ont cependant présenté une activité variable ce qui
nous a fait penser qu'il existerait dans la plante plusieurs substances actives.

L'extrait le plus actif E3 renfermerait au vu de la CCM réalisée des
flavonoides, des triterpénes, des saponosides, composés également mis en
évidence par OUEDRAOGO A. [§8] et COULIBALY M. [7].

Cet extrait E3 a été fractionné par chromatographie sur colonne de gel de silice.
Trois fractions ont alors été obtenues. Ce sont Fl, F2, F3 isolées a l'aide de
dichlorométhane contenant respectivement 15% ; 20% et 25% ; 30% de

méthanol.

La fraction F2 a présenté la meilleure activité antiplasmodique avec une
réduction de la parasitémie de 42% a la dose de SOmg / kg .Cette traction aurait
comme composants majeurs des flavonotdes €t des saponosides.

Au regard de tout ceci nous avons émis ['hypothése que les flavonoides seraient
principalement responsables de l'activité antiplasmodique.

Nous suggérons donc :

- d'isoler les flavonoides et de les tester;

- de procéder a l'identification des flavonoides ce qui conduirait a des

possibilités de synthése et d'hémisynthese de nouvelles molécules:

d' étudier |' activite antiplasmodique de ces flavonoides en association

avec des antipaludiques modermes dans le but d'une probable amclioration de

I'activité par une action synergique.
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RESUME
L'activité antiplasmodique de Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae) a été

démontrée in vitro et in vivo (extrait hydro- alcoolique) par des études antérieures.

A la suite de ces travaux notre étude s'est effectuée dans le but de poursuivre
I'tdentification du ou des principes antiplasmodiques de G. sokotensis .

C'est ainsi que nous avons réalisé une extraction par épuisement successif de la
poudre des feuilles avec des solvants de polarité croissante, éther de pétrole,
dichlorométhane, dichlorométhane-méthanol (7-3, v/v), dichlorométhane-méthanol

(3-7, v/v), méthanol-eau (9-1, v/v), eau.

Les extraits obtenus ont été testés in vivo sur la souris NMRI infestée par P.
berghei par voie intra-péritonéale afin de déterminer le plus actif. Nous avons-utilisé

pour cela le test de Peters.

L'extrait le plus actif, E; (extrait au mélange dichlorométhane-méthanal (7-3,
v/v) avec une DEsg de 116 mg/kg a été fractionné sur colonne de gel de silice. Les
fractions obtenues ont été également testées pour déterminer la plus active qui fut F,
(Fraction obtenue avec le mélange dichlorométhane-méthanol (80-20 v/v) et (75-25,

v/iv).

Le screening phytochimique par CCM a révélé comme constituants essentiels

des flavonoides et des saponosides triterpéniques.

Au vu des résultats nous avons suspecté comme principes antiplasmodiques les
Mlavonoides  essentiellement  en  association probable avec les <aponosides
riterpéniques.

Molts clés o Activite antiptasmodique in vivo o souns o Plasuodam bereher

extrans: tractons . Gardenia sokotensis.
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Contribution to the caracterisation of the antiplasmodic principles of

Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae) on the NMRI mouse infested by

Plasmodium berghei

SUMMARY

The antiplasmodic activity of Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae) was
demonstrated in vitro and in vivo (extract HA) by previous studies.

Following these works our study was done at the aim to continue the
identification of the antiplasmodic principles of G. sokotensis.

For that we realised an extraction by altemate wasching of leaves' powder with
solvant of growing polarity [petrolum ether, dichloromethan, dichloromethan-

methanol (7-3 v/v; ) dichloromethan- methanol (3-7 v/v), ethanol-water (9-1 v/v),
water|

These extracts were tested in vivo on the NMRI mouse infested by P. berghei
by [.P (Intraperitoneal) way in order to determine the most active.

We used for that Peters'test.

The most active extract, E; (dichloromethan- methanol (7-3 v/v; ) extract with
DEsq of 116 mg/kg was fractionnated bycolumn chromatography.

The fractions obtained were also tested to find the most active which was the
fraction F, (dichloroimethan- methanol 20-25 % fraction).

The phytochimical screening by TLC (Thin Layer Chromatography) revelated
as basic elements in E; (dichloromethan- methanol (7-3 v/v; ) extract) flavonoids and

triterpenics saponosids but also in F, (dichloromethan- methanol (80-20 v/v; ) and
(75-25 v/v) fraction).

[n analysing these results we have suspected as antiplasmodic principles the
[Tavonoids essentially in probable association with the triterpenics saponosids.

Key Words : Antiplasmodic activity in vivo, mouse ; Plasmodivm bergher .
Lxwracts: fractons, Gardenia sokotensis.
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RESUME

L'activité antiplasmodique de Gardenia sokotensis Hutch (Rubiaceae) a été
démontrée in vitro et in vivo (extrait Hydro alcoolique) par des études antérieures.

A la suite de ces travaux notre étude s'est effectuée dans le but de poursuivre
['identification du ou des principes antiplasmodiques de G. sokotensis.

C'est ainsi que nous avons réalisé une extraction par épuisement successif de la
poudre des feuilles avec des solvants de polarité croissante, éther de {étrole

dichlorométhane, dichlorométhane-méthanol (7-3 v/v), dichlorométhane-méthanol
(3-7 v/v), méthanol- eau (9-1 v/v), eau.

Les extraits obtenus ont été testées in vivo sur les souris NMRI infectée par P.

berghei par voie intra-péritonéale afin de déterminer le plus actif. Nous avons' utilisé
par cela le test de Peters.

L'extrait e plus actif, Ey (Extrait au mélange dichlorométhane-méthanol (7-3
v/v)) avec une DE;, de 116 mg/kg a été fractionné sur colonne de gel de silice. Les
fractions obtenues ont été également testées pour déterminer la plus active qui fut F,

(Fraction obtenue avec le mélange dichlorométhane-méthanol (80-20v/v)et (75-25
v/v). ‘

Le screening phytochimique par CCM a révélé comme constituants essentiels
des tlavonoides et des saponosides triterpéniques.

Au vu des résultats nous avons suspecté comme principes antiplasmodidiques

les flavonoides essentiellement en association probable avec les saponosides
triterpéniques.

Mots cles @ Activite anuplasmodique tin vivo ; souris @ Plasmodium berelier
extrails; fractons @ Garas ra sokolensis





