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Résumé

Le paludisme est une maladie parasitaire qui sévit dans tous les continents, mais
la majorité des cas et décés (80%) imputables A cette maladie, est observée en Afrique.
Depuis plusieurs décennies, on note une ltte acharnée basée sur la tentative de
destruction des parasites par la mise au point de médicaments antipaludéens.
Malheureusement, les moyens de lutte basés sur le traitement des malades sont moins
efficaces qu'attendu, du fait de la résistance des parasites a ces antipaludéens. Selon
'OMS, cette maladie reste l'un des problémes majeurs de santé publique surtout dans les
pays en voie de développement ol 80% de la populaton utilisent la médecine
traditionnelle pour résoudre ses problémes de santé primaire. De nos jours, en particulier
dans les pays en développement, les chercheurs s'intéressent aux espéces de plantes
médicinales locales (sauvages et cultivées) et autres pratiques traditionnelles afin
d'identifier des alternatives viables a )a médecine moderme. Dans notre étude, nous avons
évalué Pactivité antipaludique de certaines plantes utilisées dans la pharmacopée locale
du Burkina Faso. Ainsi, nous avons obtenu des recettes i base de plantes a partir d’une
enquéte ethnobotanique auprés des tradithérapeutes, des phytothérapentes et des
herboristes. Sur 138 espéces de plantes citées, sept ont fait I’objet d’études préliminaires
phytochimiques et pharmacologiques. A l'issue de ces études, Pavetta crassipes K.
Schum. (Rubiaceae), Terminalia macroptera Guill. et Perr. (Combretaceae), Cassia
siamea Lam (Caesalpiniaceae) et Acanthospermum hispidum DC (Asteraceae) ont été
retenues comme étant les plantes qui possédent les principes actifs antiplasmodiaux les
plus intéressants (1pg/mi<CI50<10ug/ml). Une étude phytochimique approfondie a été
réalisée sur les quatre plantes. Dix produits purs ont été isolés. I s’agit de
'élacocarpidine, 1'hydroxyélacocarpidine, la B-acanthospermol, la rutine isolées de P.
crassipes, de deux arjungénines, 'acide séricique, I'arjunglucoside, la Séricoside isolés
de T. macroptera et du barekol isol€ de C. siamea. Les extraits et les produits purs ont
été testés sur les souches de Plasmodium falciparum chloroquino-résistante W2 et
chloroquino-sensible 3D7. Tous les extraits testés sur les souches chloroquino-sensibles
ont donné un effet inhibiteur de leur croissance. Les alcaloides totaux obtenus de P.
crassipes, A. hispidum et C. siamea ont donné des Clso respectivement de 1,23 ug/ml, de
5,02pg/ml et de 21,54ug/ml sur 12 souche W2, Les produits purs isolés des quatre plantes
présentent un bon pouvoir inhibiteur de la croissance des parasites exprimé par des Clsp
allant de 2,S1pg/ml a 39,45pg/ml. Des tests antiparasitaires sur les souches plasmodiales



sauvages ont été réalisés avec des alcaloides totaux de P. crassipes et d’A. hispidum, des
produits purs comme Elgeocarpidine, Barakol et la chloroquine. Les résuliats obterus sur
six isolats ont montré une excellente activité antiplasmodiale avec une Cls, variant de
34ng/ml & 1410ng/mi. Cente étude a permis de confirmer |’usage traditionnel de ces
plantes par leur activité antiplasmodiale révélée. Elle a montré également que les essais
antiparasitaires sur les souches sauvages montrent une sensibifité aux antimalariques 10

fois supérieure 2 celle des souches de référence.



INTRODUCTION



Le paludisme ou « malana » est 'une des maladies infectieuses les plus répandues dans le
monde. I reste 'endémie mondiale la plus dévastatrice des maladies tropicales (OMS, 1996 ;
Nkunya et al., 1996 ; Jonathan et al., 2001). I menace 40 % de la population, porte atteinte a la
santé et au bien-étre des familles, compromet la survie des enfants, affaiblit la population active
(OMS, 1998). Considéré comme I'un des problémes majeurs de santé publique, il provoque 300 a
500 millions de cas (Ahmed et al., 1991 ; Bouchard et al, 1998 ; Danis et al.,, 1998 ; Molyneux et
al, 1991 ; Greenwood et al., 1987), il cause 2 a 3 millions de décés chaque année dans le monde
(Carola et al., 2000 ; OMS, 1991, 1997 ; Kuria et al., 2001, Ajaiyeoba et al., 1991).

Le paludisme est une maladie parasitaire dont les signes annonciateurs, quel que soit le type
de parasite contracté, sont assez similaires : forte fiévre, maux de téte, douleurs musculaires et
parfois vomissements et diarrhées. Son évolution ultérieure dépend de chacune des quatre espéces de
Plasmadium : Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax et Plasmodium
ovale. La forme la plus dangereuse, malheurensement responsable de la quasi-totalité des cas dans le
monde particuliérement en Afrique, est celle provoquée par Plasmodium faiciparum. Cette forme
non traitée peut évoluer en accés pemicieux : troubles neurologiques graves allant jusqu’au coma,
insuffisance rénale aigué pouvant entrainer la mort.

La complexité du traitemem est due au cycle de développement du parasite. Il posséde deux
hotes: 'Homme et le moustique. Ce demier est un insecte de I'ordre des Diptéres, de la famille des
Anopheles dont les principaux vecteurs en Afrique sont les espéces Anopheles gambiae et Anopheles
Sunestus (Sanon, 1998 ; Mouchet et a/., 1991).

Depuis la fin du 19¢ siécle, avec la découverte du parasite et du vecteur respectivement par
Laveran en 1880, Ross en 1897 et Grassi en 1898, des progreés ont été réalisés dans le domaine de la
lutte contre le paludisme (Mouchet et al., 1991). C’est ainsi que ]a synthése du DDT dans les années
40 et la mise au point de la chloroquine entre 1930 et 1940 ont amené les chercheurs a croire & une
éradication possibie du paludisme. Cependant, malgré les efforts entrepnis dans ce sens le paludisme
persiste.

Il y a quelques années, le chercheur colombien Pattaroyo avait donné espoir en annongant la
mise au point d’un vaccin synthétique, polymére de plusieurs peptides (Pattaroyo et al., 1987). Cette
recherche n’a pour I'instant pas abouti. Beaucoup d’études basées sur la stimulation de la réponse
immunitaire ont été réalisées (Gomez-saladin et al., 1999 ; Babiker et al., 2001 ; Adagu et al., 1999).
Cependant, malgré tous ces efforts il demeure une pénurie de médicaments efficaces contre le
paludisme, particulierement ceux avec une large marge de sécurité ou sans effets indésirables.



Malgré les énormes progrés de la médecine moderne, le paludisme demeure une maladie
préoccupante surtout avec le phénoméne de résistance des parasites aux antipaludiques (Basco et al.,
1999 ; Sharma et al., 1999 ; Henrik et a/., 2001 ; Guiguemdé et a/., 1994 ; Del Nero et al., 1993 Le
Bras et al., 1993). Cela a laissé présager un accroissement de la gravité de la maladie et une
augmentation de la mortalité (Ndifor et al, 1992 ; Saidu et al, 2000). L’inquiétude a pris de
I’ampleur avec le développement des formes de multi-césistance des parasies (Basco et al, 1994
Kremsner et al., 1994 ; Brockman et al., 2000 ; Coupuong et al, 1998 ; Ter Huile et al, 1993 ;
Chatyaroj et al., 1999). Ces formes de résistance surviennent avec une fréquence croissante et, sont a
la base de la nécessité de développer de nouveaux agents antipaludiques (Geoffrey et al., 1996 ;
Benott et o/, 1995 ; Ridley et al., 1998 ; Fansworth et al., 1994).

Ce probléme de résistance a déclenché un regain d’intérét pour les médicaments traditionnels
potentiels, pour la standardisation de I'usage du médicamem traditionnel et pour la recherche
nouvelles substances naturelles, efficaces et peu onéreuse (Onayade et al., 1990). De grands efforts
pourrment étre faits pour assimiler les conneissances qui existent en mati¢re de plantes médicinales
et de leur usage (Kirby et al., 1997, Rasoanaivo et al., 1999). Pres de 20 000 espéces végétales som
utilisées dans la médecine traditiomnelle dans le monde (Kirby et al, 1996). ! est possible qu’une
étude systématique des remedes traditionnels a base de plantes, puisse permettre de trouver un
médicament efficace et siir, disponible et accessible financiérement.

Par le passé, les plantes ont fourm plusieurs substances pharmacologiques. Récemment, des
progrés en Chimie analytique ont présenté I’évidence que des complexes moléculaires élaborés par
des organismes naturels pourraienmt étre synthétisés par des processus chimiques. Parmi ces
substances naturelles isolées des plantes utilisées dans la pharmacopée traditionnelle, celles qui ont
une action amtiplasmodiale in vifro, constituent une source potentielle de nouveaux médicaments
antipaludiques (Gasquet et al., 1993; Wrnight et al., 1990). Cela a été le cas par exemple de la quinine
et de I'artémisinine, deux antipaludiques isolés de plantes médicinales. Ces résuftats mettent en
évidence le potentied considérable des plantes (Phillipson et al, 1994 ; White et al., 1994 ; Kirby et
al., 1996).

Face an manque de médicaments, le paludisme a longtemps fait figure de "maladie orpheline”,
avec un cruel et persistant besoin de nouveaux meédicaments antipaludiques qui soiem efficaces
coatre les souches de parasite résistantes. En effet, cette résistance quasi générale des parasites aux
composés actuels, et surtout leur poly-résistance & des composés qui appartiennent 2 des familles
chimiques différentes, constitue le probléme le plus dramatique et qui impose des solutions
d'urgence, tant la diffusion de ces résistances a travers le monde est rapide et semble rréversible.
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Toutefois, plusieurs initiatives témoignent d'un regain d'intérét en faveur des recherches
thérapeutiques dans ce domaine telles la stratégie actuelle de lutte contre le paludisme préconisée par
I’OMS en 1993 et I’action multilatérale mondiale, suite a la « Conférence Internationale sur le
paludisme en Afrique » a Dakar en janvier 1997. C’est dans ce cadre que nous avons choisi d’évaluer
I’efficacité in vitro de quelques plantes utilisées dans la pharmacopée traditionnelle locale au Burkina
Faso. Notre étude a été fondée sur les objectifs suivants :

g Objectif général
Mettre en évidence Pactivité antiplasmodiale des plantes utilisées dans la Pharmacopée et la
Meédicine Traditionnelles dans les soins des affections palustres au Burkina Faso.

o Objectifs spécifiques

g

recenser et identifier les recettes traditionnelles a base de plantes a travers une enquéte
ethnobotanique a réaliser auprés de tradithérapeutes, d’herboristes et de
phytothérapeutes.

réaliser une étude phytochimique sur les plantes sélectionnées en utilisant des
méthodes d’extraction, de fractionnement, de purification, de caractérisation,
d’identification et d’élucidation structurale.

réaliser une étude pharmacologique permettant d’évaluer I’activité antiplasmodiale
d’extraits et de molécules isolées en utilisant des souches de Plasmodium falciparum
chloroquino-résistante et chloroquino-sensible maintenues en culture continue au
laboratoire

réaliser une étude pharmacologique permettant d’évaluer I'activité antiplasmodiale
d’extraits et de molécules isolées en utilisant les souches sauvages de Plasmodium
Salciparum prélevées sur des enfants.

» Comparer la sensibilité des souches sauvages et des souches de référence aux effets

des extraits et des molécules isolées.



Chapitre I
DONNEES BIBLIOGRAPLICUES



1. GENERALITES SUR LE PALUDISME

1.1 Historigue du paludisme

En Egypte, 1600 avant J.C., sont décrits sur des papyrus I’association frissons-
fievre et splénomégalie, ainsi que les mesures & prendre pour éviter I'entrée dans les
maisons de « vapeurs provoquant des fiévres ». Au IV*™ siécle avant J.C., Hippocrate a
réalisé ses premiéres descriptions cliniques des fiévres palustres avant la triade classique
« frissons-sueur-fievre ». 11 a fallu attendre au II*™ avant J.C., pour que les Grecs et les
Romains révélent une corrélation étiologique entre les fidvres intermittentes et la
proximité de marécages. Le terme italien de « mal aria » traduit bien la liaison faite par
les italiens entre les fiévres et les miasmes véhiculés dans air. C’est en 1630 que les
fievres intermittentes dites « fiévre des marécages » ont été distinguées. La méme anneée,
I'information sur les vertus de I'écorce de quinquina sur les fiévres, a été donnée par Don
Francisco Lopez des indiens du Pérou. En 1717, Lancisi suggére que le paludisme est da
a4 un poison des marais transmis par les moustiques qui inoculent « les mauvaises
bumeurs dans le sang ». Pelletier et Caventou, isolent un alcaloide actif (la quinine),
contre la fievre des marécages en 1820. Cet alcaloide sera utilisé par Maillot en 1830 an
cours de la campagne d’Algérie. Avec les progrés de la science, Laveran découvre en
1880 & Constantine P'agent pathogéne. La méme année I'identification de I’agent
pathogéne en trois espéces de parasites (Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,
Plasmodium vivax) a éé mis en évidence par Marchiafava, Celli et Golgi. De 1895 a
1897, Ross a soupconné la transmission de D’affection par le moustique du genre
Anopheles. Son travail a été confirmé par Grassi en 1898. It a fallu attendre I’année 1922
pour que Stephens isole une quatriéme espéce plasmodiale, Plasmodium ovale. Les
formes érythrocytaires tissulaires du parasite dans le foie ont été mises en évidence en
1948 par Shorit et Gamham. C’est avant 1a seconde guerre mondiale, que les premiers
progrés thérapeutiques ont wu le jour avec la mise au point du premier antipatudique de
synthése, la chloroquine. En 1942, les américains privés de quinquina lors de la guerre du
pacifique, ont activé la recherche sous une autre forme. C’est ainsi que les insecticides a
effet rémanent contre les vecteurs ont vu le jour. Le DDT était le produit utilisé pour la
pulvérisation. En 1957, son utilisation a été entreprise a {’échelle mondiale par I’'OMS.
Avec la résistance confirmée des insectes au DDT, d’autres insecticides ont été mis au
point. En 1961, ce fut un échec total dans I’éradication de {’infection avec la découverte



des souches de P. falciparum résistantes aux amino-<4-quinoléines qui sont des
antipaludiques de synthése. En 1968, un autre programme de lutte visant & réduire la
morbidité et la mortalité a été lancé. Depuis lors jusqu’a nos jours, des efforts
scientifiques sont déployés dans le cadre de la lutte antivectorielle, de la mise au point
d’un vaccin, et la recherche de nouveaux antipaludiques (Wernsdorfer et al., 1991 ;
Longworth et al., 1995).

1.2 Biologie du parasite (figure 1)

Par sa salive, le moustique injecte le parasite a ’homme sain lors d’un repas
sanguin. Le parasite a une forme sporozoite. Il circule dans le sang pour pénétrer dans le
foie 1 heure aprés. C’est une petite cellule effilée qui pénétre dans I’hépatocyte par
endacytose ou elle va effectuer le cycle de développement exoérythrocytaire. Dans le
foie le sporozoite se multiplie par division cellulaire pendant 10 & 15 jours. 1! 8’arrondit,
se transformant en un élément de quelques um de diameétre, uninucléé, le trophozoite. Ce
demnier se divise, formant en une a trois semaines un schizonte mature, volumineuse
cellule plasmodiale de 40 & 100 um, contenant quelques milliers de noyaux et déformant
ainsi les hépatocytes de I’héte. Le cloisonnement du schizonte en de nombreuses cellules
se produit donnant ainsi naissance a des schizozoites qui pourront soit infecter d’autres
cellules hépatiques, soit pénétrer dans les hématies et entrer dans le cycle de schizogonie
érythrocytaire. Lors de cette phase du cycle, le schizozoite se fixe sur des récepteurs
membranaires d’une hématie dans laquelle il pénétre et devient un trophozoite en forme
de faucille. Celui-ci se transforme en schizonte qui redonnera de nouveaux schizozoites
appelées schizozoites secondaires ou méroizoites. Cette phase va aussi permettre au
parasite de survivre longtemps dans 1’organisme, alors qu’il aura disparu du sang. C’est
ce qui explique les rechutes & longue échéance pour deux Plasmodium : vivax et
malarige.

Ces mérozoites circulent dans le sang et vont infecter les globules rouges. Ils se
nourrissent de I’hémoglobine et se multiplient. Puis ils se libérent en faisant éclater les
hématies. Ce sont ces éclatements brutaux et synchrones qui sont & I’origine des accés de
fievre. Le temps qui s’est écoulé entre la pénétration d’un parasite dans un globule rouge
et Péclatement de celui-ci lors de la sortie des parasites est de 72 heures pour
Plasmodium vivax et P. falciparum et de 96 heures pour P. malariae. La destruction de
ces cellules provoque une anémie et dans le cas du paludisme cérébral, la mort intervient

a la suite d’'une obstruction des vaisseaux sanguins du cerveau par les globules rouges



infectés. Les mérozoites libérés vont parasiter d’autres globules rouges et le cycle asexué
continu.

Aprés quelques cycles asexués apparaissent des parasites de forme spéciale, les
gamétocytes qui restent dans le sang périphérique, ce sont des formes sexuées produites
par le Plasmodium. Les parasites lors de cette phase n’ont aucune chance de survie chez
’'Homme. 1lIs restent jusqu’a 20 jours puis disparaissent. Ils ne pourront poursuivre leur
évolution gue chez le moustique.

A ce moment si un anophéle pique une personne malade, elle absorbe des gamétocytes
contenus dans le sang. Les parasites vont subir un choc thermique en passant de 37° a
20°C mais se transforment en quelques minutes en gamétes males et femelles. Ces
gamétes se conjuguent pour donner un zygote diploide mobile : C’est la phase de
reproduction sexuée du parasite. Dans le tube digestif de Pinsecte, celui-ci migre et
s'implante entre |*épithélium du tube digestif et les muscles ou il devient un ookynéte.
Cet ookynéte traverse la paroi de I'estomac de I'insecte, se divise en subissant la
réduction chromatique (méiose) et forme I'oocyste. Celui-ci se divise en plusieurs
centaines de cellules et forme des sporoblastes plurinucléés qui vont s’organiser en
cellules uninucléées qui sont les sporozoites. Les sporozoites migrent dans les glandes
salivaires jusqu’a un nouveau repas sanguin.

Lorsque le moustique ira piquer une personne pour prendre un repas de sang les
sporozoites seront introduits dans cette personne avec la salive qu’il utilise comme
anticoagulant et le cycle peut continuer.
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Figure ] : Cycle biologique du Plasmodium faiciparum




1.3 Prévalence et épidémiologie

Le paludisme est une maladie parasitaire endémo-épidémique provoquée par des
protozoaires du genre Plasmodium.

La zone géographique impaludée s’était considérablement rétrécie au cours des
50 derniéres années. Mais la lutte contre cette maladie devient de plus en plus difficile et
les acquis sont peu & peu érodés. L’aggravation actuelle du risque Lié a cette maladie
résuite de changement dans l'utilisation des terres, et & des activités telles que la
construction de routes, I'exploitation miniére, I'exploitation forestiére et les projets
d’agriculture et d’irrigation, particuliérement dans les zones « vierges» telles que
I’Amazonie et I'Asie du sud-est. Ce phénoméne s’observe également dans certains pays
d’Afrique comme Madagascar avec les riziéres (Laventure et al., 1996). D’autres
facteurs favorisant cette propagation sont le changement climatique mondial, la
dégradation des services sanitaires, les conflits armés et les déplacements massifs de la
population. L’apparition des souches multirésistantes du parasite est un facteur
d’aggravation. Du fait du développement important du tourisme international, des cas
importés de paludisme sont maintenant plus fréquemment enregistrés dans les pays
développés. Le paludisme est en train de réapparaitre dans les zones ou il était
précédemment maitrisé ou méme éradiqué comme par exemple en Républiques d’Asie
centrale du Tadjikistan et d’ Azerbaidjan ou en Corée (OMS, 1998).
La stuation actuetie du paludisme dans le monde se présente comme suit :
- il pose de nos jours un probléme de santé publique dans plus de 90 pays représentant au
total 2,4 milliards de personnes soit 40 % de la population mondiale ;
- ’incidence mondiale de la maladie est estimée & 300-500 millions de cas cliniques par
an,
- C’est en Afrique subsaharienne que surviennent plus de 90 % de tous les cas de
paludisme ;
- la mortalité due au paludisme est évaluée a2 1 million de morts par an. La grande
majorité de ces décés survient chez les jeunes enfants en Afrique, notamment dans les
zones rurales reculées trés mal desservies en services de santé. Le paludisme tue un
enfant toutes les 30 secondes soit 3000 enfants de moins de cing ans par jour ;
- le paludisme cause une monalité trés supérieure a celle du SIDA (OMS, 1998) ;
- les groupes & haut risque en plus des enfants sont les femmes enceintes, les voyageurs
non immunisés, les réfugiés, les personnes déplacées et les ouvriers agricoles arrivant
dans des zones d'endémie ;
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- les épidémies de paludisme qui éclatent a la faveur de troubles politiques, de crises
économiques et de catastrophes écologiques causent aussi des pertes considérables en
termes de mortalité et de souffrance humaine ;

- au total, le paludisme est endémique dans 101 pays et territoires : 45 pays dv continent
africain, 21 du continent américain, 4 de la région européenne, 14 de la région de la
Méditerranée orientale, 8 de la région de I’ Asie du sud-est et 9 de la région du Pacifique
occidental (OMS, 1998).

1.4 Lutte antiplasmodiale

Cette lutte est fondée sur la mise au point de médicaments a effet inhibiteur de la
croissance des parasites Ces molécules somt soit d’origine natrelle (quinine,
artémisinine), soit des molécules de synthése (chloroquine, méfloquine, amodiaquine,
etc.) (Chandenier et al., 1998).

Il n’existe actuellement qu’un nombre limité d’antipaludéens. Compte tenu de la
progression de la résistance aux médicaments dans de nombreuses parties du monde, il
devient de plus en plus difficile de traiter efficacement le paludisme. Bien que quelques
médicaments nouveaux soient appams gu cours des 20 derniéres années (méfloquine,
halofantrine, artémisinine et dérivés, co-artéméther malarone, atovaquone/proguanil,), il
existe un besoin de médicaments nouveaux.

Il y a des années déja, en Afnique, face a la progression de la résistance a la
chloroquine et compte tenu des craintes concernant la toxicité et la baisse du niveau
d’efficacité de 1’association sulfadoxine/pyriméthamine, 1l était urgent de rechercher une
alternative a la chloroquine peu coiiteuse, efficace et peu toxique. A cet effet, la
possibilit¢ d’utiliser 1’amodiaquine comme médicament de premiére ou de seconde
intention dans les zones de résistance a 1a chloroquine a été étudiée. Des études ont été
aussi effectuées sur I’association des antifolates & courte demi-vie, du chloroproguanil et
de la dapsone, et sur la pyronaridine, qui est un composé de synthése chinois et qui
pourrait étre mis au point sous la direction de ’OMS/TDR (OMS, 1998).

Les dérivés de I’artémisinine, actuellement, ne présentent pas de fagon notoire de
probléme de résistance croisée avec des amtipaludéens connus et sont donc importants
dans le traitement des cas graves de paludisme dans les zones de multirésistance. Iis
nécessitent cependant des traitements de longue durée et un risque de recrudescence
subsiste lorsqu’ils sont employés seuls. L’OMS/TDR a exécuté des essais
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multicentriques randomisés sur I’artéméther intramusculaire et a travaillé 4 la mise au
point de l'utilisation de I’arté-éther pour les cas sévéres ou compliqués de la maladie
(OMS,1998).

Des entreprises du secteur pnvé ont étudié des associations médicamenteuses
pour traiter le paludisme multirésistant : il s’agit des associations atovaquone/proguanil,
artéméther/benflumétol, artéméther/lumefantrine, artésunate-méfloquine (Looareesuwan
etal., 1999 ; Van Vugt et al., 1999, Brockman et al., 2000).

En matiére de recherche d’un vaccin antipaludique, des progrés considérables ont
été faits. Un vaccin efficace contre cette maladie serait une arme bienvenue dans la lutte
contre le paludisme. Phus de douze prototypes de vaccin sont a I’étude. Un éventuel
vaccin devra étre satisfaisant du point de vue du rapport colt/efficacité; il devra
notamment pouvoir étre intégré dans des programmes de santé appropriés et offrir une
immunité pendant une durée suffisante. Il est difficile actuellement de prédire quand un
tel vaccin pourrait faire son apparition. Un programme de cartographie du génome du
paludisme a été mis en ceuvre par un groupe de partenaires : I'United States National
Institute of Health, 'US Department of defense, le Burroughs-Welicome Fund et le
Welicome Trust. La connaissance du génome devrait permetire d’appliquer des
appraches plus rationnelles pour la recherche de vaccins et de médicaments nouveaux.

Aussi, a-t-il existé un autre projet visant 3 interrompre la migration du parasite
depuis I'intestin du moustique vers les glandes salivaires, ot il devient infectieux pour
Pétre humsin. Cette stratégie de lutte antiparasitaire devrait permettre la réduction
considérable de la transmission (OMS, 1998).

1.4.1 Les antipaludiques

Depuis les découvertes empinques, il y a8 plusieurs siécles, de Pactivité de
"écorce de quinquina sur les « fievres de marais » en Amérique du sud, plusieurs
centaines de médicaments aatipaludiques ont été étudiés. A I’heure actuelle, un faible
nombre de ces produits sont disponibles, témoignant de la difficulté d’une recherche peu
productive et du génie évolutif des plasmodies qui résistent de plus en plus aux
médicaments déja limités et chers dans les zones endémiques. Dans cette situation de
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pénurie, il convient de bien connaitre les quelques produits encore unlisables afin de tirer
le meilleur profit de leur qualité (Danis et al., 1991) . On peut classer les antipaludiques
en fonction de leur origine (naturelle ou synthése)

1.4.1.1 Les antipaludiques naturels :

Bien qu'il y ait eu en 1947 un criblage de plusieurs centaines de plantes
supéneures, seules trois classes majeures de produits antiprotozoaires ont pu connaitre
une utilisation clinique. Il s’agit de la quinine, de I’artémisinine et de I’émétine qui est un
amoebicide.

0 La quinine:

La quinine est I'un des quatre principaux alcaloides extraits du Quinguina. Elle
est la premiére drogue antimalarique isolée de I’écorce de plusieurs especes de Cinchona
(Le Bras et al., 1993). C’est un alcaloide qui comporte un cycle quinoléine et un radical
carbinol en position 4. Toute modification de sa formule, diminue son activité
antiparasitaire. La connaissance de cette structure chimique a servi de modéle au

développement et & la synthése a partir de 1920 de plusieurs antipaludiques (figure 2).

CH=CH,
H
MO —CH =K
H,CO
x
=
N

Fig.2: structure de la quinine

o L’artémisinine :

L’apparition de la résistance de P. falciparum aux antipaludiques a permis
'solement récent de Partémisinine, principe actif d’une plante médicinale chinoise,
I’Artemisia anmua (Bryskier et al., 1988). L’artémisinine est une lactone sesquipénique
possédanmt un pont endoperoxyde (Davidson et al., 1991). Les sesquiterpénes lactones
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sont des constituants communs a certaines espéces de plantes mais la présence d’un
endoperoxyde confére ici une particularité¢ antipaludique a I’ artémisinine (figure 3).

CH3

CH,
Q

Fig 3 : structure de l'artémisinine
1.4.1.2 Les antipaludiques de synthése

Q Les dérivés de 1a quinine
La structure chimique de la quinine (Quinine lafran*Cp ou Quinoforme*Inj) a
servi de modéle moléculaire pour la synthése de plusieurs analogues chimiques parmi
lesquels nous avons :

¢ les amino-4-guinoléines : Ils font partie des premiers antipaludiques de
synthése préparés entre 1938 ct 1941. Elles ont en commun un noyau quinoléine, une
chaine latérale aminée en position 4 et un radical chloré en position 7. On utilise
actuellement la chloroquine (Nivaquine®*Cp, Inj ou Nivaquine 300*Cp) (figure 4) et
Yamodiaquine (Flavoquine*Cp) (figure 5). Les propriétés de base faible de la
chloroquine lui conférent une activité antiplasmodiale.

Ci

N
= ct N
\
P
P
NHTHCthN(Caﬂs)z
CHy NH""C"H]ﬁON
Fig.4 : structure de 1a chloroquine Fig.5 : structure de I'amodiaquine
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Remarque : 1l existe une spécialité pharmaceutique associant la chloroquine et le
proguanil qui est un inhibiteur de la déshydrofolate réductase. Cette association est
destinée a la prévention du paludisme dans les zones ou il existe une résistance a la
chloroquine seule. 11 s’agit de la Savarine (Chloroquine + Proguanil)

¢ Les amino-8-quinoléines : Ce sont des gamétocytocides dont le plus
connu est la primaquine® (figure 6). Toutes les amino-8-quinoléines présentent une
structure de base identique avec un noyau 6-méthoxyquinoléine et une chaine aliphatique
aminoalkylamine en position 8. L’activité antiplasmodiale serait fonction de la longueur
de la chaine aminoalkylamine et de la nature de 'amine terminale (Magidson et al.,
1936 ; 1937). Aussi activité est-clle augmentée avec Padjonction de groupements
ramifiés. Ce qui a permis de synthétiser I’isopentaquine (figure 7).

H H;C
0 N N
N/ N
HN CeH1aN

HNw—_
~
CgHi2N

Fig.6 : structure de la primaguine Fig 7 : structure de lisopentaquine

o Les aryl-amino-alcoels : Ce sont des schizonticides sanguins identifiés 4
partir des années 1970. Ils omt en commun un radical méthano! (CHOH). 1l s’agit de la
méfloquine et de "halofantrine.

- La meéfloguine (Lariam*Cp): elle est une 4-quinoléine méthanol dont la structure
présente des similitudes évidentes avec celle de la quinine. La présence en position 2 et 8
des groupements triffuorométhyles serait nécessaire pour Uactivité antiplasmodiale
(Danis et al., 1991) (figure 8).
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Fig.8 : structure de la méfloquine

- L’halofantrine (Halfan* Cp)est un dérivé du 9-phénanthrénéméthanol, sous forme
chlorhydrate est trés liposoluble mais peu hydrosotuble (figure 9).

Cl
CH,-CH,-NEC
H)OC/ m?

m O%

Fig 9 structure de I'halofantrine

CFy

¢ Les antifoliques et antifoliniques (Bryskier et al., 1988): ce groupe
d’antipaludiques est connu depuis 1950. Ils agissent en bloquant la synthése des acides
nucléiques de I’hématozoaire.

- lez antifoliques : on peut citer les sulfamides et les sulfones qui différent par la nature
de I'hétérocycle attaché au groupement sulfamide (figure 10).

- les antifoliniques : ce sont des inhibiteurs de la dihydrofolate réductase (dhfr). Ce sont
des biguanides et des diaminopyrimidines souvent utilisés en association avec les
antifoliques, leur mode d’action étant synergique. La diaminopyrimidine actuellement
utilisée est la pyriméthamine qui est un bon inhibiteur de diyfr de Plasmodium berghei
(Finlay et al., 1946) (figure 11).
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Fig.10 : structure de l'antifolique Fig.11 : structure de I'anufolinique

0 Les dérivés de ’artémisinine : la réduction du carbonyle lactone et la formation
d’un éther donne I’artémether, un composé liposoluble connu sous le nom de Paluther®
(Gu et al., 1980) (figure 12).

Un autre dérivé résultant de la réduction d’une lactone et de la formation d’éther et
d’ester donne I’artésunate de sodium commercialisé sous le nom de Arsumax® (Sanofi et
al., 1997). Ce composé est soluble dans I’eau.

Ces dérivés sont des schizonticides, actifs sur des souches de Plasmodies
résistantes aux autres antipaludiques. Ils exercent leur effet grace a leur pont peroxyde
intramoléculaire qui, en présence de fer, donne des radicaux libres qui détruisent le

parasite intraérythrocytaire.

Fig.12 : structure de l'artémether

1.4.2 Résistance des parasites aux médicaments antipaludignes

Le traitement du palhidisme s’est compliqué avec I’apparition de résistances du
parasite aux médicaments les plus employés (Gérard et al., 2000), en particulier par le
développement de la résistance de Plasmodium falciparum et I’émergence des souches
multirésistantes du parasite (Mithous et al., 1989).
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La chimiosensibilité définie comme éant la capacité d’une souche parasitaire a se
multiplier malgré la pression médicamenteuse a la dose ktale normale, se traduit par
deux échecs : I'échec thérapeutique et I’échec prophylactique.

Aprés un traitement avec une dose d’antimalarique normalement efficace, le
patient peut présenter des formes asexuées de P. falciparum au septiéme jour si le sujet
Vit en zone endémique ou entre la premidre et la cinquitme semaine s'il est & I'abi du
risque de ré-infection. Dans ce cas on parle d’échec thérapeutique (Schapira et al., 1990,
Longworth et al., 1995). Par contre, I’échec prophylactique se traduit par la mise en
évidence de P. falciparum chez un patient sans antécédent palustre prenant réguliérement
Ia chioroquine & une dose supérieure ou égale & 5 mg/kg/semaine, du proguanil & la dose
supérieure ou égale & 3 mg/kg/jour ou de la méfloquine a une dose supérieure ou égale i
3mg/kg/semaine.

La détection de la résistance des plasmodiums aux antimalariques peut se faire
par des tests jn vivo en controlant la température et la parasitémie sur goutte épaisse
pendant quatre semaines. Elle peut se faire également in vitro sur des souches en culture
en contact avec les antimalariques pendant 24 & 48 heures (Le Bras et a/.,1998).

1.4.3 Mécanismes de résistance aux antimalariques

& Chloroguine : la chloroquine connue comme un médicament de référence dans le
traitement du paludisme ne peut étre active que si elle se concentre dans la vacuole
digestive du parasite. Elle inhibe ainsi la digestion de ’hémoglobine et la polymérisation
de ’héme en hémozoine non toxique pour le parasite. Cela s’est observé avec
Pamodiaquine, la quinine, la méfloguine et I'halofantrime. La résistance a la
chloroquine se traduit par deux mécanismes : le parasite peut ralentir la pénétration de la
chloroquine dans la vacuole digestive ou rejeter activement la chloroquine concentrée
dans la vacuole digestive par I'activité de la perméase intravésiculaire (Krogstad et
al.,1988 ; Bray et al., 1996 ; Wellems et al., 1992).

L’hypothése de cette résistance selon Wellems (1990), est Pexistence d’une
liaison de la chloroquine avec une ou plusieurs glycoprotéines de transfert, dont la p-
glycoprotéine 170 (Pgp 170). Le mécanisme étant génétique, les génes associés a la
résistance multi-drogues (PF-mdr) induisent la formation de canaux dans la membrane
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de la vacuole digestive par lesquels la chloroquine est expulsée. Chez P. falciparum,
deux génes mdr codent pour la Psg 170 et sont nommés Pfmdr-1 et Pfmdr-2 (Roninson et
al., 1992 ; Ekong et al., 1993). Une Pgp identifiée de P. falciparum, Pgh-1 est codée par
le géne Pfmdr-1 qui siége sur le chromosome 5. D’aprés Roninson (1992) et Longworth
(1995), la participation d’un systéme mdr a éé également mise en évidence dans les
résistances a la méfloquine et 3 la quinine (Wilson et /., 1989, 1993),

Une autre hypothése des travaux plus récents, est basée sur [’existence d’un gene
cg2 qui code pour une protéine CG2 dans le mécanisme de la résistance a la chloroquine
(Suetal, 1997 ; Wellems et al., 1998).

< Antifolates : le Plasmodium ne peut pas utiliser ’acide folique et fait appel &
I’acide para-amino benzoique (PABA). Ce dernier est transformé en acide folinique qui
est réduit par la déhydrofolate réductase (dhfr) en acide tétrahydrofolique, un cofacteur
de plusieurs enzymes dont celles responsables de la synthése des acides nucléiques
(Foote et al., 1994). La biosynthése des folates par le germe est inhibée par les
antimétabolites qui agissent en tant qu'analogues compétitifs des substrats de deux
enzymes. Les antifoliques, sulfamides et sulfones, agissent sur la déhydroptéroate
synthétase. La résistance correspond a une mutation de I’enzyme qui devient insensible
au médicament. La sélection est rapide quand les composés sont utilisés seuls.

% Antifoliniques, pyriméthamine et proguanil agissent sur la déhydrofolate
réductase/thymidilate synthétase (Shapira et al., 1990 ; Plowe et al., 1995). La séquence
du géne qui code pour la déhydrofolate de P. falciparum est connue. Plusieurs mutations
ponctuelles entrainent le remplacement d’un acide aminé et conférent une résistance a la
pyriméthamine, au proguanil ou aux deux par modification de I’enzyme.

1.4.4 Répartition géographique de la résistance de Plasmodium
Sfalciparum (1ablesu 1)

La résistance de P. falciparum a la chloroquine a été d’abord observé en 1960 en
Amérique latine. Elle apparait en 1961 dans le Sud-est de I’Aste et s’étend par la suite
dans les autres continents (Eykmans et al, 1990; Wernsdorfer et al, 1991). La
répantition géographique de cette résistance a été établie (OMS, 1993 ; Baudon et al.,
1997 ; Bouchaud et al., 1998)
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Tableau I: Répartition géographique de la résistance de Plasmodium falciparum
aux antipaludiques

Groupe Existence et type de Pays
résistance

Afrique : Egypte, Maroc, Algérie, lle Maurice,
Cap vert, Libye
Amérique : Nord de I’ Argentine, Belize, Bolivie
(Sud), Brésil (Cote Est et Sud), Costa-rica,

Pas de Guatemala, Haiti, Honduras, Mexique (chiapas),

chloroquinorésistance Nicaragua, Paraguay (Est), Pérou (Quest),

I rapportée République dominicaine, El Salvador, Nord

Panama.
Asie ; Azerbaidjan (Sud), Tadjikistan (Sud),
Chine (Nord-Est).
Moyen-orient : Iran (sauf Sud-est), Irag, Syrie,

Turquie

Afrique : Afrique du Sud, Bémn, Botswana,

Burkina Faso, Céte d’Ivoire, Gambie, Ghana,

Guinée, Guinée-Bissau, Libéria, Madagascar,

Mali, Mauritanie, Namibie, Niger, Sénégal, Sierra
I chloroquinorésistance Leone, Somalie, Tchad, Togo

Asie : Afghanistan, Bhoutan, Inde, Indonésie (sauf

Irian jaya), Malaisie, Népal, Pakistan, Philippines,

S Lanka.

Moyen-orient : Arabie Saoudite (Ouest), Emirats

arabes unis, [ran (Sud-Est), Oman, Yémen
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Afrique : Angola, Burundi, Cameroun, Comores,
Congo, Djibouti, Erythrée, Ethiopie, Gabon,
Guinée équatoriale, Kenya, Malawi, Mayotte,
Mozambique, Nigéria, Ouganda, République
centrafricaine, Rwanda, Sao tome et Principe,
Soudan, Soudan, Swasiland, Tanzanie, République
démocratique du Congo, Zambie, Zimbabwé.
Prévalence  élevée  de Amérique : Balivie (Nord), Brésil (Amazonie),

I Chloroquinorésistance et Colombie, Equateur, Guyana, Guyane frangaise
multirésistance (fleuves), Panama (Sud), Pérou (Est), Suninam,
Venezuela.

Asie ; Bangladesh, Cambodge, Chine (états du

Sud et Hainam), Indonésie, Laos, Myanmar (ex
Birmanie), Thailande (zones frontaliéres),

Vietnam.

Océanie : Ile Salomon, Papouasie nouveile-
Guinée, Vanuatu.

1.5 Lutte anti-vectorielle

Il s’agit de la prévention du paludisme qui comsiste en différentes mesures
pouvant protéger contre {a transmission. Ces mesures visent le vecteur de la maladie, a
savoir le moustique. Cellesci peuvemt ére des mesures de protection personnelle
(individuetles ou familiales) : vétements de protection, insectifuges, moustiquaires ou des
mesures de protection de la collectivité ou population : utilisation d’insecticides,
d’antilarvaires ou gestion envirormementale en vue de lioniter la transmission

Mise en ceuvre dés 1922, la lutte antilarvaire par des poissons larvivores
(Gambusia affinis d’origine américaine, Oreochromis spilurias en Somalie) et diverses
mesures d’aménagement de Yenvironnement n'ont guére eu de résultats tangibles
(Laventure et al., 1996). Cette lutte antilarvaire est peu raisonnable étant donné I’ étendue
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des gites a traiter et la nécessité d’utiliser les poissons dans des mares temporaires,
comme celles servant de gites 4 Anopheles gambiae en Afrique.

Outre les poissons, la bacténie Bacillus thuringiensis sérotype H14 a été classée comme
agent de lutte biologique. Mais ne pouvant pas s¢ reproduire dans les gites, elle doit étre
répandue itérativement comme les insecticides (Mouchet et al., 1980). Toutefois cette
lutte antilarvaire pourrait augmenter le risque de transmission en augmentant la longévité
des moustiques résiduels (Le Bras et al., 2000).

Des insecticides et des répulsfs ont é¢é mis an point pour lutter contre les
vecteurs du paludisme. Ce sont des composés organochlorés comme le DTT et le gamma
HCH (lindane) et les composés organo-phosphorés comme le malathion (peu toxique), le
fenitrothion pour les traitements intradomiciliaires (Mouchet et al., 1991). C’est & partir
de 1950, que des projets pilotes de pulvérisation intradomiciliaire (2g/m’) de DTT ont été
mis en place. Mais dés 1960, certains anophéles devenaient résistants a cet insecticide.

Les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides constitueraient une bonne
solution de remplacement théorique aux traitements intradomicilisires. Des essais
randomisés exécutés en Gambie, au Ghana, au Kenya et av Burkina Faso, par exemple
ont montré qu’environ 15 &8 30% des décés infantiles pourraient étre évités si ceux-ci
dormaient sous des moustiquaires réguliérement imprégnées d’insecticides recommandés
tels que les pyréthrines que ['on trouve dans les chrysanthémes (Binka et al, 1966 ;
D’ Alessandro et al., 1995 ; Habluetzel et al, 1997 ; Nevill et al., 1996). Leur efficacité

est estimée & 6-12 motis.

Reste la lutte écologique par asséchement périodique de vastes sites d’imrigation
culturale. En Chine, cette technique a été appliquée dans certaines régions. I s’ensuit une
réduction sensible du nombre de moustiques, notamment d’Anopheles sinensis et de
Culex tritaeniorhynchus. La méthode d’irrigation intermittente a amené une forte
réduction d’Anopheles atroparvus au Portugual (Laventure et al., 1996). Mais, nulle part,
il n’a é&é mesuré 'impact de cette réduction numérique des vecteurs sur I’incidence du
paludisme,

En dépit des progrés indéniables réalisés dans ce domaine, on constate encore

aujourd’hui I’échec des programmes de lutte antivectorielle et la résistance des vecteurs
sux insecticides.
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2, PALUDISME, MEDECINE ET PHARMACOPEE TRADITIONNELLES EN
AFRIQUE

2.1 Génénralités

En Afrique noire, la pratique de la Pharmacopée et de 1a Médecine Traditionnelle
est fort ancienne. Connaitre la pharmacopée négro-africaine simpose aujourdhui pour

plusieurs raisons :

- d'abord, il est impossible d'ignorer plus longtemps la composition des médicaments
utilisés tous les jours a travers I'Afrique noire par 80 % des populations (Geof¥rey et al.,
1996 ; Marsh et al, 1995 ; Phillipson et al, 1994).

- ensuite, parce que sous la poussée irrésistible du progrés scientifique on constate la
disparition de nombreuses espéces de plantes médicinales ainsi que les guérisseurs dont

le savoir est certes contesté mais beaucoup demandé.

- enfin, parce que la somme d'informations qu'apporte le pragmatisme quotidien de cette
Pharmacopée Afncaine Traditionnelle est de plus en plus considérée comme point de
départ de nouvelles recherches par la biochimie actuelle. Ce n'est pas un hasard si les
grandes firmes pharmaceutiques internationales se sont appropnées des espaces entiers
de la forét amazonienne avec la certitude de trouver des molécules nouvelles en étudiant
les espéces végétales locales.

La pharmacopée africaine est riche. De nombreux travaux effectués par des
spécialistes reconnus ont permis de faire le bilan de nos connaissances sur les plantes
médicinales africaines du point de vue ethnobotanique, chimique, toxicologique et
pharmacologique. Les diverses recherches expérimentales biochimiques faites dans les
Universités corroborent de plus en plus certaines propriétés medicinales empiriquement

reconnues de nombreuses de ces plantes.

A la lumiére de ces faits, on peut affirmer que les soins effectués avec certaines
plantes médicinales locales sont appelées a devenir de précieux traitements d’appoints
dans les centres de santé, les centres médicaux, les hopitaux pour peu que I'on effectue
préalablement des études de valorisation et de validation. La Pharmacopée Afficaine
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Traditionnelle, le plus souvent & base de drogues végétales, prend sa source non
seulement dans la diversité des groupements humains, des langues, des coutumes, mais
aussi dans la diversité des climats, des sols, de la flore et de la faune. C'est donc une
pharmacopée complexe qui doit étre étudiée en tenant compte du bindme ethnique et
botamque.

La biodiversité forestiére de I’Afrique représente SO 000 espéces de plantes
supérieures vascularisées connues sur les 250 000 existant dans le monde entier
(Phillipson et a/, 1999). L’allemand Hans Dieter Neuwinger (2000) bien connu pour son
expérience sur les plantes médicinales utilisées en Afrique, dénombre 5 400 espéces a
usage pharmaceutique.

En effet, depuis des siécles, 'Homme de I’Afrique se référe aux thérapeutes
traditionnels pour satisfaire ses besoins sanitaires & partir des pharmacopées locales
(WHO, 1959). Cependant, les inconvénients majeurs de cette utilisation traditionnelle
releve du manque de précision dans le diagnostic des affections et la posologie des
préparations. Un volet important de cette tradithérapie est I’ignorance totale des
variations de la composition chimique des composés actifs que peuvent connaitre les
échantillons végétaux en fonction des saisons, des temps de la récolte, de la conservation
et de la partie désirée (Balansard et al., 1990 ; Makinde et al., 1994) tenant ainsi compte
des métabolites secondaires synthétisés par les plantes pour les besoins de protection
contre les agressions (Nacoulma, 1996).

Depuis plusieurs années déja, on assiste a un regain d’intérét pour la médecine
traditionnelle afin de confirmer ’usage traditionnel des plantes et d’autre part pour
identifier le principe actif qui pourrait servir 2 la mise au point des médicaments

modernes.

En Afrique ot 40 % des états fébriles sont & attribuer au paludisme, ces
recherches visent & identifier les plantes qui possédent une activité antiparasitaire in vitro
et in vivo et d’en extraire le principe actif pour I'isolement de la molécule (Brinkman et
al., 1991). Partant de 12, nous reportons un certain nombre de recherches antipaludiques
effectuées sur les plantes antipatudiques afnicaines.
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A Madagascar, les alcaloides totaux extraits de Hermandia voyronii, une plante
utilisée en médecine traditionnelle, ont montré un effet qui potentialisait celui de la
chloroquine sur les souches chloroquinorésistantes de Plasmodium falciparum in vitro
(Ratsimamanga et al., 1994).

Au Nigéna, Azadirachia indica A. Juss a été une des plantes médicinales
utilisées pour I'évaluation de ces effets antimalariques. Les feuilles sont utilisées & cet
effet en pharmacopée traditionnelle. L’extrait alcoolique de ces feuilles testé sur la
souche chloroquino-sensible ITG2F6 de P . falciparum avait un bon pouvoir inhibiteur
de la croissance des parasites a 20 pug/ml a partir de 48 heures (Iroka et al., 1993)

Toujours au Nigéria, I'équipe de Makinde a travaillé sur Morinda lucida en
évaluant in vivo Pactivité antiparasitaire (Plasmodium berghei) des extraits obtenus a
partir des feuilles. Les résultats étaient satisfaisants quant a I’inhibition de la croissance
des parasites (Makinde et al., 1994).

Dans ce méme pays, une étude a porté sur les activités antimalariques in vivo de
Quassia amara L. et Quassia undulata Guill and Perr. Les essais ont été réalisés sur des
souns infectées par Plasmodium berghei berghei en utilisant la méthode suppressive de 4
jours. Les résultats rapportés montrent une large activité inhibitrice des extraits
hexaniques des feuilles de (. amara et ceux des écorces de Q. undulata avec une
parasitémie respectivement de 0,16 % et 3,20 % a 100 mg/Kg. Par contre, les extraits
méthanoliques des feuilles ont donné une densité parasitaire de 0,05 % pour Q. amara et
1,47 % pour (. undulata a la concentration de 200 mg/Kg (Ajaiyeoba et al., 1999).

Les propriétés antiplasmodiales d'Erythrina senegalensis ont été évaluées in vivo
au nord du Nigéria a partir des extraits aqueux. Le décocté obtenu des écorces de tronc
de ’espéce a montré une activité suppressive de 23,2 % & la dose de 100 mg/kg et 16,5
% 2 la dose de 50 mg/kg (Saidu et al., 2000).

Ily a plus de 10 ans déja que des études au Mali, ont concerné une association de
plantes appelée « Malarial 5» (Cassia occidentalis, Lippia chevalieri et Spilanthes
oleracea). L’extrait aqueux obtenu & partir de cette association a donné une Clsp > 600
ug/mt in vitro. Des tests in vivo ont relevé une disparition de la parasitémie chez les
souris infectées par Plasmodium berghei (Gasquet et al., 1993).

Trois plantes de la médecine traditionnelle du Mali ont fait I'objet d’une étude
ethnopharmacologique en vue de confirmer leur usage traditionnel. 11 s’agit de Glinus
oppositifolius (L.) AUG.D.C., Nauclea latifolia SM. et Mitragyna inermis (Willd.) O.
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Kuntze. Les extraits alcaloidiques et saponosiques ont été testés sur les souches
chloroquino-sensible 3D7 et chloroquino-résistante W2 in vitro. Le meilleur pouvoir
inhibiteur de la croissance des parasites a été obtenu pour les alcaloides totaux de
Mitragyna inermis avec des Clso comprises entre 4 et 5 yg/m! (Traoré-Keita et al., 2000)

En Tanzanie, quatre plantes avaient été identifiées parmi d’autres comme plantes
antipaludiques en médecine traditionnelle. Les exiraits bruts de Cissampelos mucronata,
Maytenus senegalensis, Salacia madagascariensis et Zanthoxylum chalybeum ont
provoqué une suppression de la parasitémie respectivement de 59 %, 90 %, 19 % et 4 %
a 12 dose de 500 mg/kg (Gessler et al., 1995).

En 1989 au Togo, Gbeassor et ses collaborateurs ont travaillé sur des plantes
connues de 1a médecine traditionnelle. Les extraits aqueux de ces plantes, Cassia siamea,
Dialium guineense, Dichapetalum guineense, Gomphrena celasioides, Jairopha
gossypiifolia, Nauclea latifolia, Paullinia pinnata et Pavetta crassipes ont donné des
Cls, comprises entre 7 et 30 pg/ml. Par ailleurs, les extraits de Cassia siamea, de
Jatropha gossypiifolia et de Pavetta crassipes ont donné une meilleure inhibition de la
croissance parasitaire, de I’ordre de 100 % 4 la concentration de 30pg/ml (Gbeassor et
al., 1989).

Au Gabon, Nauclea diderrichii est une plante utilisée pour traiter les affections
fébriles. En 1996, les alcaloides et les saponosides contenus dans les écorces ont été
étudiés. La valeur de lIa Clso de 7 pg/ml a ét€é trouvé donnée pour les alcaloides et celle
de 0,68 ng/ml a été attribuée a I’association des deux groupes chimiques (Lamidi et al.,
1996).

Le Burkina Faso, un des pays africains ou la médecine traditionnelle est bien
développée n’est pas a I'écart de cette étude ethnopharmacologique. En effet, des études
ont été effectuées sur le genre Cochlospermum. Les extraits aqueux de C. tinctorium A.
Rich. ont donné respectivement une Cls, comprise entre 3-7 pg/ml pour les feuilles et
entre 1-2ug/ml pour les tubercules. Les huiles essentielles de C. planchonii ont donné
une Clsp comprise entre 22 et 35ug/ml (Benoit-Vical et al., 1995, 1999)

En Cate d’lvoire, les extraits bruts de Zriphyophyllum peliatum, Ancistrocladus
abbreviatus et Ancitrocladus barteri, plantes de la médecine traditionnelle ont présenté
des Clsg allant de 0,017 & 0,648 pg/ml lors des essats réalisés sur les souches de P.
Jalciparum chloroquinosensible et chloroquinorésistante (Frangois et al., 1994).
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L’effet inhibiteur de I’évolution des parasites trophozoites en schizontes a été
attribué aux huiles essentielles de Lippia multiflora, une plante connue de 1a médecine
traditionnelle de 1a République de Céte d’lvoire (Valentin et @/, 1995).

Benoit-Vidal et ses collaborateurs ont effectué un « screening » avec Combrefum
micranthum (L), Lippia mulitiflora (Moldenke), Ximenia americana (L), Vernonia
colorata (Drake), Guiera senegalensis (3.F. Gmel), Cinnamomum camphora (Ness) et
Sambucus nigra, des plantes d’origine ivoirienne. Les tests sur les souches de
Plasmodium falciparum chloroquino-sensible F-32 tanzanienne et chloroquino-résistante
FcB1 colombienne ont donné des Clsp comprises entre 0,7 et 50 pg/ml. Toutefois, le
meilleur résultat a été obtenu a partir des extraits aqueux de Combretum micranthum. 1ls
ont par ailleurs montré que cette activité avait diminué apres trois mois de conservation a
- 20 °C (Benoit-Vical et al., 1996)

Toujours en Codte d’Ivoire, une étude a été conduite pour évaluer Vactivité
antiplasmodiale des plantes utilisées en médecine traditionnelle en Afrique de I'ouest.
Cinq espéces d’origine ivoirienne ont fait ’objet de I'étude dont Alchornea cordifolia
(Euphorbiaceae), Mitragyna inermis (Rubiaceae), Nauclea diderrichii (Rubiaceae),
Pierocarpus samalinoides (Papilionacea) et Terminalia glaucescens (Combretaceae). Les
tests ont concerné les souches chloroquino-résistantes FcM29-cameroun et FcBl-
columbien. Le meilleur pouvoir inhibiteur de la croissance des parasites a été obtenu
avec les extraits aqueux d’Alchornea cordifolia et de Terminalia glaucescens avec des
Clso comprises entre 2 et 5 pg/ml (Mustofa et al., 2000)

Au Soudan, El Tahir et collaborateurs ont évalué en 1999 Vactivité
antiplasmodiale de plusieurs plantes médicinales. L’activité antiplasmodiale des extraits
a été testée sur les souches chloroquino-sensible 3D7 et Chloroquino-résistante Dd2 de
P. falciparum. L’ extrait méthanohique de Harrisonia abyssinica inhibait Dd2 avec une
Clso de 4,7 pug/ml par contre, il inhibait 3D7 avec une Clsq de 10 pg/ml. Sur les deux
souches, Khaya senegalensis, Azadirachta indica et Trichilia emetica ont montré une
Cls, inférieure & S pug/ml (Ahmed et al, 1999).

Des tests prélimnaires phytochimiques et antiplasmodiaux ont €té entrepns au
Kenya sur 16 plantes de la médecine traditionnelle. Les souches de Plasmodium utilisées
étaient la chloroquino-sensible K67 et la chloroquino-résistante ENT36. Les extraits
méthanoliques de Phyllanthus reticulatus et de Suregada zanzibariensis et les extraits
des écorces de Terminalia spinosa et de Dissotis brazzae, ont donné une bonne activité
antiplasmodiale avec une Cls inférieure ou égale & 10 pg/mt (Omulokoli et al., 1997)
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Au Kenya, d’avtres tests d ‘évaluation in vitro de 'activité antimalarique d’4juga
remota Benth (Labiatae) et de Caesalpinia volkensii Harms (Caesalpiniaceae) ont été
effectués pour confirmer leur usage ethnopharmacologique. Des extraits aqueux,
ethanolique, hydrométhanolique et éthéropétrolique ont été testés sur les souches
chloroquino-sensible FCA/20GHA et chloroquino-résistante W2. La meilleure activité
antiplasmodiale est donnée par I'extrait éthanolique d’Ajuga remota avec une Clso de 55
pg/mi pour la souche sensible et 57 pg/ml pour la souche résistante (Kuria et al., 2001).

Artemisia anmua L. (Asteraceae) est une plante antimalanique de la pharmacopée
chinoise. En République démocratique du Congo, cette plante a été hybridée et cultivée
en vue de son exploitation dans les traitements antipaludiques au Congo & cause de
P’artémisinine qui est le principe actif de la plante. Pour les patients traités avec des
préparations obtenues a partir d’artémisinine de la plante hybride cultivée, on note une
disparition de la parasitémie en moins de 4 jours (Mueller et al., 2000).

Dans ce méme pays, une étude a été conduite sur 20 extraits éthanolique et
Chlorométhyiénique de 9 espéces de plantes médicinales africaines. Aprés les tests
antiparasitaires, les résultats ont montré que les extraits des feuilles de Cassia
occidentalis, des écorces de racines de Cryptolepis sanguinolenta, d'Euphorbia hirta, des
écorces de tronc de Garcinia kola, des feuilles de Morinda lucida et de Phyllanthus
niruri produisaient une inhibition de plus de 60 % de la parasitémie 4 6 pug/ml apres 48
heures d’incubation (Tona et al., 1999).

Av Cameroun, des études ont porté sur les limonoides de Khaya grandifoliola
C.D.C. (Meliaceae). Les tests parasitaires conduits sur les souches de P. falciparum ont
montré que les extraits bruts avaient une Clso de 13,23 ug/ml. Par contre les 5
limonoides isolés avaient des Clso comprises entre 1 et 10 pg/ml (Bickii et al., 1999).

En Afrique du sud, des tests d’évaluation de I’activité antiplasmodiale des plantes
médicinales ont é&té conduits. Les extraits ont été préparés avec du dichlorométhane. Les
résultats ont montré que le meilleur pouvoir inhibiteur de la croissance des souches de P.
Jalciparum est obtem avec ’extrait dichlorométhane de Ozoroa engleri. La Cls,
reportée est de 1,7 ug/ml. Le test de cytotoxicité a montré que le méme extrait est toxique
a 35 pg/ml (Prozesky et al., 2001).

Au Ghana, I'équipe de Jonathan Addae-Kyereme a travaillé sur des plantes
utilisées en Médecine Traditionnelle Ghanéenne contre les accés de fievre. Parmi les
quatorze plantes testées, les extraits méthanoliques de Pleiocarpa mutica Benth
(Apocynaceae) (Clsp = 17 pg/ml), Cleistopholis patens Engl. Diels. (Annonaceae) (Clsp
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= 8 ug/ml) et Uvaria chamae Beauv. (Annonaceae) (Clsp = 22 pg/ml) avaient une
activité  antiplasmodiale significative. Cing alcaloides (pleiocarpine, kopsinine,
pleiocarpamine, eburnamine et pleiomutinine) étaient isolés des racines de P. mutica. Les
résultats parasitologiques ont montré que le meillenr pouvoir inhibiteur de la croissance
de 1a souche K1 de P. falciparum était attribué a la pleiomutinine avec une Clso de SpM
(Jonathan et a/., 2001).

2.2 Recherche phytochimique et pharmacologique de quelques plantes
africaines

Beaucoup de plantes d’origine africaine, a usage thérapeutique, ont fait {’objet
d’études phytochimique et pharmacologique. Ces études ont pour objectif d’une part de
confirmer leur usage dans le milieu traditionnel pour soigner des affections et d’autre
part de mettre en évidence leur pouvoir thérapeutique. Nous rapportons ici les résultats
de quelques études portées sur quelques plantes utilisées en Afrique dans le traitement du
paludisme (tableay [I).
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Tablean II : quelques molécules pures isolées des plantes africaines

Molécules isolées Plantes sources Pharmacologie Références
Justicidine A Haplophylum tuberculatum Khalid et al.,
(+)-glabratephrine Tephrasia apollinea 1989
Abrorinine Oricia renieri (Soudan)
Ostruthine Peucedamum ostruthium Tests sur les souches chioroquino sensible et
5,6, 7-trimethoxycoumarine, Diosma pilosa résistante de P. falciparum. 0,8< Clsg(pg/mi )<9
Quercetine Melia azedarach L.
Azadirachta indica A. Juss. |
Gedunine Melia azedarach L.
o-Cyperone Cyperus rotondus L..
N-isobutyldeca-2 4-dienamide | Zanthaxylum gilettii (De Wild.) | Tests réalisés sur la souche multirésistante de 7. Weenen et al.,
Margaritaria dioscoidea (Baill) | falciparum avec des Clso <= 5 pg/m) 1990 (Tanzanie)
Securinine Webster
Uvaretine Uvaria faulknerrae, U. kirkii, U.
Diuvaretine luciada, U. tanzaniae, U, ssp Tests réalisés sur fa souche multirésistante de . | Nkunya et al.,
Chamuvaretine Jalciparum avec des 2<Clsy<8 pug/mi 1991 (Tanzanie)
(-)pipoxide Uvaria pandesis
3-farnesylindole J
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Dioncophylline A et B, Triphyophyllum peltatum (Huch | Tests sur les souches chloroquino sensible et
Dioncopeltine, et Dalz) résistante de P. falciparum. meilleur résultat de Frangois et al.,
N-methyldioncophyllineA, Ancistrocladus abbreviatus Dioncophylline A Clso <= 0,063 pug/mi 1994 (Cote
Ancistrobrevine D, d’Ivoire)
Ancistrocladine
Dioncophyliine Triphyophyllum peltatum (Huch | Tests sur la souche de P. falciparum
et Dalz) Clso = 1,44 pg/mi Bringmann et
fS’-O-demethyldioncophyiline Triphyophyllum peltatum (Huch | Tests sur la souche de P. falciparum al.,1990 (Cate
et Dalz) Clsg de 0,3 pug/ml d’Ivoire)
Triphyophyllum peltatum (Huch | Tests sur la souche de P. falciparum Bringmann et al':_I
Acide betulinique ¢t Dalz) ; Ancistrocladus Clso =10,46 mg/ml 1997 (Céte
heyneanus d'Ivoire)
Strychnoxanthine Strychnos gossweileri Tests sur 2 souche multirésistante de P. )
Melinonine F Sfalciparum. Wrigth et al.,
Serpentine Clso entre 0,1 et 6 ug/ml avec la plus faible valeur | 1996 (Togo),
5,6-dihydroflavopereirine Cryprolepis sanguinolenta attribuée a la cryptolepine Grellier et al.,
Cryptolepine 1996 (Ghana)
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Tests sur les souches de P. falciparum. Cls, =9 pg/ml

Gedunine Cedrela odorata Mackinnon et al., 1997,
Tests sur les souches de P. falciparum. Clsy = 2 jig/ml | Rochnakij et al., 1985
Gedunine, Nimbolide Azardirachta indica pour gedunine et de 0,95 pug/mi pour Nimbolide (Togo
Tests sur tes souches de P. falciparum. Clso =12
(+)-nyasol Asparagus africanus pg/ml Oketch-Rabah et al.,
Tests sur les deux souches de P. falciparum Cls entre | 1997 (Kenya)
Muzanzagenine Asparagus africanus 1 et 13 pg/ml selon les souches
16,17-dihydrobrachycalyxolide Vernonia brachycalyx Tests sur les souches de P. falciparum Clsy entre 4 et | Oketch-Rabah et al.,
16 pg/ml 1998 (Kenya)
Tests in vivo sur P. berghei. Activité antiparasitaire Makinde et al., 1988,
Acide Ursolique Spathodea campanulata comparable 4 celle de la chloroquine & la dose de 60 | Oluvole et al., 1996
mg/kg (Nigeria)
Paimatine, Jatrorrhizine, Tests sur les souches de P. falciparum, Cly entre 0,1 | Vennerstrom et af.,
Columbamine Enantia chiorantha et 2 ug/ml 1988 (Nigeria)
Korupensamine Ancistrocladus korupensis | Tests sur les souches de P. falciparum . Clsy =2 Hallock et al., 1997
pg/ml mais toxique (Cameroun)
Pleiocarpine, Kopsinine, Bonne activité antiparasitaire avec Pleiomutinine Jonathan et al., 2001
Pleiocarpamine, Eburnamine, Pleiocarpa mutica Clso = 5uM (Ghana)

Pleiomutinine
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2.3 Structures de quelques molécules pures isolées des plantes africaines

Laors des nombreuses recherches dans e domaine de I’ethnopharmacologie, de

nombreuses molécules ont été isolées des plantes africaines. Parmi elles, figurent ces

structures ci-aprés (figure 13).
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- Acide 23-galloylarjunolique (R=H)
. . - Ester beta-D-ghicopryranonyt (R=
Arjungénne beta-D-ghicopryranosyi)
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Isoterchebuline 4 ,6-O-isoterchebuloyl-D-ghicose

O CHy

H
M ‘ L!J W"
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mﬂ H
H o H H

Acide vanillique 4-O-beta-D-(6'-O-galloy]) glucopyranoside

Figure 13 : structures chimiques de quelques molécules isolées des plantes médicinales
africaines
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3. PALUDISME, PHARMACOPEE ET MEDECINE TRADITIONNELLES AU
BURKINA FASO

Au Burkina Faso, lincidence du paludisme en saison de haute transmission
(saxson pluvieuse) est de 60 % et se place en téte des maladies transmissibles, suivi des
affections respiratoires (29 %) et des entérites et autres maladies diarrhéiques (28 %)
(Diallo et al., 1994). Le pays connait une situation qualifiée de « pluralisme médical »
c’est a due que la médecine traditionnelle coexiste a coté de la médecine moderne
(Sindiag et al., 1995 ; Van der Geest et al., 1997). Cette médecine traditionnelle remplit
les critéres de Paccessibilité, de la disponibilité et de ’acceptabilité (Nchinda et al.,
1976). Les infrastructures, le personnel médical et paramédical sont insuffisants et mal
repartis géographiquement. La couverture sanitaire est limitée 2 moins de 50 % de la
population (Diallo et al., 1994) et le coiit des soins médicanx est élevé et n’est pas a la
portée de la population la plus touchée par le mal. 11 est évident que les patients ont
recours a la médecine traditionnelle pour les premiers soins des affections courantes.

3.1 Présentation du Burkina Faso

Le Burkina Faso est un pays sahélien enclavé par le Mali, le Niger, le Bénin, le
Togo, le Ghana et la Cote d’Ivoire. Il est situé dans la partie ouest de I’ Afrique avec une
superficie de 274 000 km? Sur le plan démographique, le Burkina Faso compte
actuellement plus de 11 000 000 habitants dont 84 % vivent dans les campagnes et 16%
dang les villes. Cette population est composée d’une soixantaine d’ethnies. Sur le plan
administratif, le pays est organisé en 45 provinces, 322 départements, 33 communes et 8
100 villages. Le taux de croissance annuelle de la population est d’environ 2,5 %. Les
moins de 15 ans représentent 49 % et les femmes 51 % de la population totale. La
population du Burkina se caractérise par un dynamisme de croissance démographique
avec une projection montrant qu’en 2010, elle augmentera de prés de SO % et cette
progression concernera les groupes vulnérables tels que les enfants de moins de 5 ans et
les femmes en age de procréer (Figure 14).

La situation sanitaire des méres et des enfants demeure un sujet de préoccupation.

Selon les estimations de l'enquéte démographique en 1994, le taux de mortalité
maternelle et infantile varic entre 500 et 1600 décés pour 100 000. Les causes sont

37



principalement liées a la pauvreté, la couverture prénatale trés faible (46 % en 1994),
I'accés physique aux formations sanitaires trés limitées, la faible qualité des services, le
coit élevé des produits pharmaceutiques disponibles.

Depuis 1994, les indicateurs sanitaires ont été repartis comme suit:

- le taux de mortalité infantile des enfants de O & 1an s’éléve a 114,6 pour 1000

- le taux de mortalité maternelle est de 5,66 pour 1000 naissances

- I'insuffisance alimentaire chronique présente un taux de 19 % de la population

- 12 malnutrition (sécurité alimentaire) des enfants de moins de S ans s’exprime 2 29 %
dont 1 % de malnutrition sévére.

- Parmi les pathologies, celles dominantes sont le paludisme, le SIDA, les parasitoses
intestinales, les affections respiratoires, cutanées, bactériennes (diarrhée). En 1996, prés
de 45 000 cas de méningite ont é1é enregistrés an Burkina Faso. A ce chiffre évocateur,
s’ajoutaient les nombreux cas de choléra, de rougeole, de tuberculose.

- Un médecin pour 33 227 habitants

- Le prix de vente des médicaments & augmenté de 76,3 % en moyenne de 1994 a nos
jours.

- La baisse considérable du pouvoir d’achat en zone urbaine (16 % de la population) a
appauvri par voie de conséquence les couches défavorisées. L'accés de cette population
pauvre aux services de santé est donc devenu difficile suite a une baisse de revenu de 15
% et I’augmentation des prix des services curatifs et des médicaments de plus de 50 %.

- L’augmentation du prix des transports de 1’ordre de S0 %, le faible équipement des
centres de santé déja insuffisants et les difficultés d’accés font que les habitants ruraux
(84 % de la population) les plus exposés aux meladies, ont recours & la médecine
traditionnelle pour traiter les affections courantes.

Dans la stratégie de réponse a ces problémes sanrtaires, le Burkina a mis en place
des réformes dont les axes de ia politique de santé reposent sur des orientations parmi
lesquelles, la réforme pharmaceutique et la promotion de la médecine et de la
pharmacopée traditionnelle basées sur la politique des médicaments essentiels génériques
préconisés par ’OMS, la planification et le développement des ressources humaines
dans le cadre de la décentralisation et de la modemisation de 1'administration sans
oublier la recherche en santé encore faible, mais qui constitue un moyen important pour
la résolution des problémes de santé au Burkina Faso.
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Fig.14 ; Carte du Burkina Faso
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3.2 La prévalence et épidémiologie
3.2.1 Incidence du paludisme

Au Burkina Faso, le paludisme est la premiére cause de morbidité avec plus de
1,5 millions de cas chez les enfants de mois a 5 ans (DMP, 1993 ; Sanon et al.,1957). 1l
constitue également la premiére cause de mortalité avec 20 % de 'ensemble des déces
dans les formations sanitaires (Sanon et a/.,1997 ; DMP, 1993 ; Dabiré et a/.,1992). Les
manifestations cliniques du paludisme varient selon 'age et le niveau d’endémicite de la
maladie (Greenwood et al., 1987 ; Marsh et al., 1995, Hayes et a/.,1992). Une ¢tude
réalisée dans les mois d’aolt a novembre des années 1993 et 1994 sur la détermination
de la fréquence des formes clinques du paludisme grave et compliqué en miheu
hospitalier pediatrique a Ouagadougou a montré que:

- I'insuffisance rénale due au paludisme est rare chez Fenfant (DEP, 1995,
Warrell et al.,1990), le taux de létalité de 13 % avec des déces précoces de ’ordre de 88
% avant la 48°™ heure (Sanon et al., 1997 ; Molyneux et al., 1990 ; Ayivi et al., 1992).

- les manifestations neurologiques et I’anémie seévére constituent les formes les
plus fréquentes et les plus mortelles chez I’enfant (Sanon et al, 1997, Molyneux et al.,
1990 , Bermejo et al., 1992 | Hedberg et al, 1993 , Moyen et al, 1993 ; Senga et al,
1991).

- Phypoglycémie est une complication habituelle du paludisme chez [’enfant
reconnue au Burkina Faso {Sanon et al., 1997 ; Marsh et al., 1995 ; Warrell et al., 1990)
Elle est significativement associée a I'existence de coma qui |'aggraverait (Hedberg et
al, 1993)

3.2.2 Parasites et vecteurs

Les especes plasmodiales responsables du paludisme somt Plasmodinm
falciparum présent dans plus de 90 % des cas, suivi de Plasmodium malariae (3 - 8 %) et
de Plasmodium ovale (0,5 — 2 %) (CNLP, 1993). L endémicité du paludisme au Burkina
a éte decnite pour une zone de Ouagadougou par Sabatinelli et collaborateurs (1986 a, b).
Les indices plasmodiques et spléniques étaient respectivement de 44 a 71 % et de 27 a
41 % dans deux villages prés de Ouagadougou (Pietra et al., 1991).
Les études entomologiques menées au Burkina révelent que les principaux vecteurs du
paludisme sont Anopheles gambiae s.l. et Anopheles funestus. An. gambiae s.l. est

composé de 3 taxa qui se retrouvent dans une dynamique de population variable selon les
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zones éco-climatiques du pays et les saisons, ce sont An. arabiensis et An. gambiae s.s.
sous 2 formes chromosomiques.

La transmission palustre évaluée en milieux ruraux dans deux zones (zone sahélienne et
la savane) était différente. Elle était moins forte dans la zone sahélienne qu’en milieu
rural de savane {(Gazin et af., 1988).

Le seuil de transmission se situe entre 25 et 350 piqdres infectées par personne et par
année (Robert et al.. 1985). A cause d’une différence climatique, le nombre de piqires
infectées par personne et par année se situe entre 300 et SO0 pouvant atteindre 2000
(Habluetzel et al., 1997). Chaque année, les enfants sont piqués environ 396 fois par des
Anopheles infectés par P. falciparum mais seulement 22 fois par des Anopheles infectés
par P. malariae au Burkina Faso (Boudin et al., 1991).

3.2.3 La chimiorésistance

Depuis 1988, Ja situation du paludisme s’est compliquée au Burkina Faso avec
’apparition de la résistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine (CNLP, 1993).
Des études faites i1 vitro (Quédraogo et al., 1987) et in vivo (Rotigliano et al., 1990 ;
Pietra et a/, 1992 ; Del Nero et al., 1993) ont montré cette résistance. De 1982 a 1991,
une etude in viro et in vivo basée sur la surveillance de la résistance a la chloroguine, la
quinine, la méfloquine et la sulfadoxine-pyrimethamine, a montré des cas de résistance
dans les régions de Bobo Dioulasso et de Koudougou (Guiguemdé et /., 1994).
Dans la province de !’Oubritenga, il a été montré 2 vivo ane prévalence élevée de
Plasmodium falciparum résistant a la chloroquine ainsi qu’une résistance probable a la
sulfadoxine-pyrimeéthamine (Del Nero et a/., 1994).
A Dori, en 1995, la résistance de P. falciparum a la chloroquine a également été
observée (CNLP, 1996).

3. 3 Médecine et pharmacopée traditionnelles av Burkina Faso

Au Burkina Faso, I'un des pays les plus touchés par le paludisme, I'homme a
cherché dans le milieu environnant des remedes pour soigner les maladies et calmer les
douleurs. Ces connaissances, transmises de génération en génération, de bouches a
oreille, ont quelquefois été collectées et conservées sous forme écrite par les

ethnobotanistes et sont souvent & l'origine de grandes découvertes scientifiques comme
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la quinine et la chloroquine avec le quinquina des indiens au Pérou (Rasoavaivo et al/.,
1999).

Avant la colonisation, I’organisation de la société burkinabé intégrait la médecine
et la pharmacopée traditionnelles comme fonction sociale destinée & résoudre les
problémes de santé des populations. Sa pratique et sa structuration correspondaient a une
codification adoptée antorisant son développement harmonieux avec des limites et
performances en rapport avec chaque type de société.

Pendant la péniode coloniale, la pratique traditionnelle en matiere de santé n’a pas
échappé au rejet du colonisateur comme tout ce qui était autochtone. Cette pratique est
rentrée dans la clandestinité. Une telle situation a pu provoquer la disparition indéniable
de certaines connaissances et acquis traditionnels d’autant plus que la plupart des
meédecins traditionnels ne savaient pas écrire. La dépréciation de la médecine et de la
pharmacopée traditionnelle a continué aprés l'indépendance avec les séquelles de la
colonisation ainsi que I’aliénation culturelle du pays.

Si de nos jours, !a médecine et la pharmacopée traditionnelles intéressent tant les
chimistes, les pharmacologues et les médecins de la médecine conventionnelle qui les
tolérent, c’est qu’elles s’imposent objectivement pour deux raisons majeures :

- elles sont populaires, plus accessibles et couvrent les soins de base de la santé au
Burkina Faso.

- la présence du secteur médical traditionnel soulage considérablement le travail
du personnel de la santé modeme. Son audience est réelle (Bognonou et al, 1988). Les
thérapies traditionnelles sont encore largement utilisées méme lorsqu'il y a un
dispensaire dans le village (Vaugelade et /., 1987)

Les guérisseurs constituent un maillon non négligeable du réseau sanitaire, avec
lesquels 1l faut compter et dialoguer. Des chercheurs ont mené des enquétes
ethnobotaniques et ethnopharmacofogiques a travers le pays. Cette dynamique trouve son
fondement dans le fait que le Burkina a souscrit 4 la recommandation de la conférence
d’Alma-Ata (URSS) de 1978 qui integre la médecine traditionnelle comme composante
des soins de santé pnmaires dans I’objectif « santé pour tous d’ici {’an 2000 ».

A partir de 1980, la médecine et la pharmacopée traditionnelles ont occupé sans
doute une place importante dans le systéme de santé au Burkina Faso.

La collaboration entre médecins traditionnels et modermes connait un succes
relatif depuis 1984 du fait de la création d’un service de pharmacopée traditionnelle a la

direction des services pharmaceutiques du mnustére de la santé (Eureka, CNRST n°
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0001, avril 1992) et la création d’unités provinciales de pharmacopée a Ouagadougou,
Fada et Banfora.

En 1985, le Mimstére chargé de la santé a réum les tradithérapeutes en
associations et a proposé de créer des cellules de pharmacopée traditionnelle dans toutes
les provinces. Ces cellules ont pour tiche, entre autres, d'utiliser les recettes
traditionnelles améliorées dans les formations sanitaires (Rapport du premier atelier
inter-pays sur les médicaments traditionnels, 1994) Une Association Nationale des
Tradithérapeutes (ANT) a été fondée en 1987 a2 Quagadougou.

Actuellement, on utilise de nombreuses plantes dans le traitement du paludisme
au Burkina Faso. Le décocté des feuilles de Combretum micramthum est considéré
comme un bon febrifuge en pays mosst (Bognonou et al., 1975). N'dribala (écorces des
racines de Cochlospermum tinctorium) posséde des propriétés antiparasitaires réelles in
vitro et donne des résultais positifs dans certains cas de résistance a la chloroquine
(Benoit et al, 1995). Beaucoup d’autres espéces de plantes sont utilisées contre le

paludisme par la population burkinabe.
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Chapitre II
MATERIEL ET METHODES



1.

ENQUETE ETHNOBOTANIQUE



1.1 Recensement des plantes

Pour notre étude, nous nous sommes adressés a un certain nombre de
connaisseurs en phytothérapie. Le but de I’enquéte était de rechercher des informations
concemant les plantes utilisées en médecine traditionnelle, particuliérement celles
utilisées pour traiter les affections fébriles lors des acces palustres. Les deux

recensements effectués ont permis d’inventoner {85 recettes.

1.1.1 Premier recensement

Cette enquéte s’est déroulée en novembre 1999 dans la ville de Quagadougou et a
Dinderesso sité a 15 Km a I’ouest de Bobo Dioulasso. Elle était basée sur la fouille des
revues littéraires ((Euvres de Sofowora, du Pére César, des publications et des theses), le
contact avec les pharmaciens (Dr. Zéphérin DAKYO i Banfora, ville située a environ 80
Km au sud-ouest de Bobo Dioulasso) et des chercheurs et aides écologistes, Mr. Lucien
BOYONOQU au Centre National en Recherche Scientifique et Technologique (CNRST),
Mr. Dieudonné KINDA a I'Institut de Recherche en Science de la Santé (IRSS) et Mr.
Alassane OUEDRAOGO a I’Ecole Nationale des Eaux et Foréts (ENEF) de Dinderesso

dans la province du Houet.

1.1.2 Deuxiéme recensement

Cette enquéte ¢tait basée sur des questionnaires conformément a une fiche
d’enquéte préétablie. Elle a concerné les tradithérapeutes, les herbornstes et les
phytothérapeutes et s’est déroulée en décembre 2000 dans des sites de la région de Bobo
Dioulasso umiquement. Au Burkina Faso, les tradithérapeutes sont organisés en
associations reconnues ou non par I’Etat. Pour notre étude, nous avons rencontré les
tradithérapeutes connus par les habitants des villages de maniére a les entendre

individuellement. I} en était de méme pour les herboristes.

1.1.2.1 Zone d’enquéte
La zone d'enquéte pour sa biodiversité forestiére trés dense et sa grande
utilisation par les populations. Vu le temps de sensibilisation des tradithérapeutes,

presque inexistant, il fallait choisir un terrain ou I’enquéteur était directement ou



indirectement connu de la population des localités choisies pour faciliter son intégration

et par conséquent I’obtention des informations justes.

1.1.2.2 Démarche ethnobotanique:

» Fiche d’enquéte .
Les informations attendues des personnes interviewées sont présentées sur une fiche dite
fiche d’enquéte ethnobotanique (annexe 1). Elle comporte une partie concernant
Iinterviewé et les informations sur la plante (mode de préparation, de traitement et

observations).

7 Procédure de recensement:

Nous avons interviewé les tradithérapeutes. ls appartiennent a la catégorie de
personnes qui donnent les soins curatifs a partir de la pharmacopée locale accompagnés
ou non des rites (figure 15).

Une premiére visite dans le willage a été effectuée dans le but de rencontrer
individuellement les tradithérapeutes généralement illettrés pour leur expliquer I’objet de
notre présence et I'importance du travaill qui doit €tre fart. La premiere question a
laquelle ils devaient répondre portait sur la reconnaissance du paludisme qu’ils
désignaient par « Kon » en bobo, « Sumaya » en Dioula. Ces différentes désignations
signifiant « humidité » pour exprimer Paludisme en frangais. Nous avons insisté sur la
ravité de cette endémie et sur les dégats qu’elle cause chaque année. Mais les thérapeutes
traditionnels étatent conscients de I'importance du probléme. Nous leur avons exphqué
I'intérét que notre travail pourrait avoir, a savoir exploiter ces plantes pour la mise au
point de médicaments simples moins chers et disponibles dans les dispensaires et les
districts sanitaires pour eux, leur est prononcée.

D’une maniére générale, les tradithérapeutes ne connaissent pas la notion de
transmission du paludisme par les moustiques. Pour eux, cette maladie qui sévit
normalement pendant les périodes humides (saison des pluies) ne pouvait étre provoquée
que par 'humidité. La meilleure fagon de ne pas la contracter est d'éviter de rester dans
des endroits humides ou sous la pluie pendant longtemps Selon ces thérapeutes
traditionnels, le paludisme peut étre provoqué par la consommation excessive des fruits

comestibles comme les mangues, les fruits de kanté ( Vitellaria paradoxa synonyme de
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Butyrospermum parkii ou Butyrospermum paradoxa ) surtout aux moments de fraicheur.
C’est d’ailleurs cette ootion d’humidité qui a valu le nom « Kon» ou « Sumaya » an
paludisme.

Une dewxiéme wisite a été effecruée pour rencontrer a nouvean les
tradithérapevtes préts a donner leurs recettes. Les questions leur ont été posées
conformémem A4 la fiche ethnobotanique. Chaque tradiprabcien recevail une
rémunération en échange de sa contribution.

Nous avons également rencontré des phytothérapeutes, I s'agit des personnes
qui pe donnent pas forcément les soins curahfs mais qui ont des connaissances sur des
plantes médicmales. C’est le cas des écologistes et des botanistes. Ces personnes
généralement lettrées somt plus faciles a aborder. Elles sont généralement conscientes de
la sttuation du pahdisme. La condition pour bénéficier de leur contnbution est Je plus
souvent un acte de collaboration pour I'étude. Ce personnage est rémunéré en fonction

du temps consacré au travail (figure 16).

Fig.16: un Phytothérapeute imerviewé




Nous avons interviewé des berboristes qui vendem les différeates plantes
médicinales qu’us n'om pas forcément récoltées eux-méme. Is peuvent les obtenir des
tradithérapeutes vivant dans les villages aux environs de la ville comme ils peuvent étre
récoiteur et vendeur (figure 17). 11 p’était pas facile de leur exphquer ["objet de notre
visite. L'idéal &ait de passer pour un client a la recherche d’un trés bon meédicament
antipaludique. Dans ces conditons, ds donnaient les recettes qu’ils connaissaient.
Généralement, fes informations recueillies sur la fiche étaient incomplétes parce qu’is
n’ont pas été questonnés comme les tradithérapeutes et les phytothérapeutes. Les
receties étaient payées et par la suite, identifiées sott par un écologiste soit par un
botaniste.

Remarque : les iradithérapeutes et les phytothérapeutes ont toujours été informés de

notre éventuel passage pour valider notre enquéte ethnobotanique.

Apres les enquétes ethnobotaniques, les plantes les plus citées ont été retenues pour notre
étude. Les informations obtenues des personpes immerviewées sont présentées en annexe
(Annexe 2).
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1.2 Présentation des sept plantes a usage fréquent selon le recensement

1.2.1 Pavetta crassipes K. SCHUM
Famille : Rubiaceae

Nom vemaculaire Mooré . « Mokbiisri »

- Description

C’est un arbuste ramifié prés de la base, & branches robustes, 4 écorce trés pdle et
blanchitre. Les feuilles sont groupées a "extrémité des rameaux, oblongues, lancéolées,
sessiles. 1l a des corymbes terminaux, denses, glabres et des fleurs blanc-verdatres. Ses
baies sont sphériques et noires a maturité. La pollinisation se fait par les chauve-souris.
La reproduction s’effectue par les graines (Figure 18).

- Habitat
FPaventa crassipes est une plante de la savane humide soudanienne de I’ Afrique
tropicale.

- Chimie : 1] s’agit des substances connues de I plante selon des études précédentes
Tableau III : quelques substances connues de Pavetta crassipes
Parties de Ia plante sabstances références

- glucides (61%)

- protéines (15%)

- acide aspartique Kerharo et Adam, 1974,

- acide glutamique Nacoulma, 1996,
Feuilles - leucine Walker et Sillans, 1961

- acide citrique Amos et al., 1998

- acide ascorbique

- alcaloides

- stérols

- flavonoides

- tanins

- anthraquinones
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- Usage thérapeutique

Usage interne

Tiges : elles sont utilisées pour traiter le goitre et la fiévre. Elles sont des stimulants de la
thyroide

Feuilles : elles traitent I’accés pernicieux du paludisme, la fiévre, les myalgies, les soins
post-partumn, le syphilis, les soins aux accouchées, les courbatures, la splénomégalie.
Elles sont toniques, antibactériennes, diurétiques, spasmolytiques, fébrifuges, et anti-
inflammatoires.

Racines : Elles sont utilisées contre les morsures de serpent, alexitére vulnéraire.

Usage cxterne
Seules, les feuilles sont exclusivement utilisées. Elles luttent contre les chancres

syphilitiques, la diphtérie, I’angine, la glossite, les abcés ou les plaies a 1a gorge, le pian,
les affections buccales, les aphtes, les stomatites, les courbatures, les soins post-partum,
gencives saignantes. Elles sont antiseptiques, vulnéraires, hémostatiques, astringentes,
toniques et antibactériennes (Walker et Sillans, 1961 ; Kerharo et Adam, 1974,
Nacoulma, 1996)

1.2.2 Terminalia macroptera GUILL. et PERR (Figure X2)

Famille : Combretaceae
Nom vulgaire fran¢ais : Badamier du Sénégal
Nom vemnaculaire Mooré « Koond-poko »

- Description

C’est un arbre a fiit trapu, court, rarement droit, a la cime étalée, dense et ovoide.
L’écorce noiritre est profondément striée et fissurée. Les feuilles sont alternes, brillantes,
glabres, obovales, allongées, vert clair 4 limbe sessite. Les nervures sont latérales
proéminentes roses sur les deux faces. C’est une plante a bourgeons terminaux avec de
jeunes rameaux, des feuilles, inflorescences et des fruits glabres. On y trouve des épis
axiliaires densément couverts de fleurs blanches a jaune créme, légérement velues, a
parfum peu agréable. Les fruits sont ailés, allongés, glabres, elliptiques et vert clair.
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Beaucoup de galles existent sur les feuilles et les fruits. La reproduction s’effectue par
les graines (Figure 19).

- Habitat

Terminalia macroptera existe dans les bas-fonds soudano-sahéliens et soudaniens de
I’ Afrique tropicale

- Chimie : Les substances chimiques connues déja connues de la plante sont consignées
dans le tableau IV.

Tableau IV : quelques substances conaues de 7. macroptera

Parties de la plante Substances Réérences

- stéroides
Feuilles - acide chlorogénique
- flavone

- saponosides

- glucoside de la quercétine

- caroténoide

- stéroides Kerharo et Adam, 1974,
Ecorces - palmitate de B-sistostéryle Nacoulma, 1996.

- acide triméthyl-ellagique

- tanins

- Acide terminolique
- acide ellagique

Bois - acide tn ou tétra methyl-éthyl-
ellagique

- Laxiflorine

(polyhydroxylactone)

- flavonoides Jurgen et al., 1998, 2001

- tanins pyrogalliques et Maydell et al., 1990
Racines catéchiques, Nongonierma et al., 1987,

- caroténoides 1988

- triterpénes Higuchi et a/,,1982

- arjungenine Anjaneyulu et o, 1982
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- acide séricique Sabu et al., 1989
- acide arjunique

- acide terminolique

- arjunglucoside

- séricoside

- Usages thérapeutiques traditionnels

Les parties utilisées sont les feuilles, les racines, les graines, les écorces, les galles.

Usage interne

Ecorces : elles sont utilisées contre )’alcoolisme, Elles constituent un dépuratif.

Feuilles : clles traitent les entéralgies, les maux de ceeur, la tuberculose, les fatigues,
I’ictére, Phépatite, les dépressions nerveuses, la fievre, la syphilis Ia fatigue sexuelle,
I’épilepsie, la dysenterie, ’anorexie, les ankylostomes, les diarrhées et les dermatoses.
Elles sont astringentes, analgésiques, fébrifuges. Elles constituent un reconstituant
général et omt un effet anti-bactérien (Gram+), orexigéne, vermifuge, diurétique,
aphrodisiaque, anmidépresseur, anti-fatigue.

Racines : elles sont utilisées contre les blennorragies, ’albuminurie, la stérilité, les
hémorroides, [a constipation, les maladies cutanées et I’anorexie. Ce sont des agents
diurétiques, laxatifs, anti-inflammatoires, détersifs, anti-bactériens, orexigénes

Gruines : astnngentes, elles sont utilisées contre la dysenterie.

Fruits galleux : médicament contre la diarrhée.

Usage externe :
Feuilles et écorces : constituent un médicament contre les maladies de la peau, les
plaies, I’hémormagie dentaire, les plaies ulcéreuses, les ulcéres syphilitiques, les
furonculoses généralisées, les hémorroides, les mycoses et le dartre rouge. Elles ont un
effet antiseptique, hémostatique, cicatrisant, antiphlogistique, anti-bactérien (Gram +)
topique.
Galles : entrent dans le traitement des maladies cutanées. Elles constituent un
antiseptique et un astringent.

Racines : elles soignent les blessures, les plaies, les comjonctivites. Toniques,
elles sont antiseptiques (Walker et Sillans, 1961 ; Kerharo et Adam, 1974, Nacoulma,
1996)
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1.2.3 Cassia siamea LAM.

Famille : Caesalpiniaceae
Nom frangais : Casse de Siam, Bois-perdrix

- Description

C’est un arbre a port buissonnant, aux feuilles glabres, paripennées, alternes,
oblongues, elliptiques, vert foncé, luisantes dessus & poils courts dessous. Les fleurs sont
jaune-vifs en grappes dressées, denses, terminales et axillaires, Les fruits sont de longues
gousses, lisses, brunitres, renferment une quinzaine de graines brunes, brillantes, aplaties
et ondulées. La pollinisation de I’espéce se fait par les abeilles et la reproduction par les
graines (Walker et Sillans, 1961 ; Nacoulma, 1996) (Figure 20).

- Habitat
Cassia siamea est une plante originaire du sud-est d’Asie, d’Inde orientale, de

Birmanie, de Malaisie, de Thaitande, de Ceylan.

- Chimije : L’étude chimique portée sur cette plante a révélé la présence des substances
(tableau V).

Tableau V : Quelques substances connues de C siamea

Parties de la plante Substances Références
- Siaminine C (alcaloide
isoquinolone),
- 6,3- Vigya et al., 1991
dihydroxyisoquinoline-1- Tiwari et al., 1978
one Kerharo et Adam, 1974
- Barakol Nacoulma, 1996.
- polysaccharides Guptaetal,, 1978
Feuilles - flavonoides Singh et al ., 1978

- diméres de flavonoides Thongsaard et a/., 1996, 1997
- isoflavone C-glycoside Fiorino et al., 1998
- stérols Shafiullah et a/. , 1995, 1996
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- terpéaes

- anthraquioones

- anthocyanidines

- proanthrocyanidines
- tanins

- HCN

Fruits - tanins

- tarins
amandes - sitostérol Kerharo et Adam, 1974,
- lupénone Samia et a/., 1984

- pigments bis-

anthraquinones
Racines et écorces - cassiamines A, B et C

alcaloides

- HCN

- Usages thérapeutiques
Les parties utilisées de la plante sont les tiges feuillées, les feuilles, les fruits.

Usage interne : les parties citées ci-dessus sont utilisées pour traiter I'angine, le
paludisme, )’abcés du foie, la constipation et la jaunisse. Ce sont des agents cholagogues,
dépuranfs, laxatifs, fébrifuges et antitumoraux.

Usage exterge : L'abeés du foie, I'urticaire, la thinite et 1’herpés circiné, sont soignés
avec les feuilles et les fruts. Ces demniers constituent des agents antiseptiques,
antiturmoraux, cicatrisants.

1.2.4 Acanthospermum hispidum DC
Synonyme : Acanthaspermum humile var hispidum (DC.) Kuntze
Famille : Asteraceae
Nom vernaculaire mooré : Guéma taabo

- Description

Elle représente une herbe suffrutescente annuelle 4 tige poilue, parfois vivace
formant des petits buissons trés ramifiés a cime en boule étalée. Les feuilles obovales,
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pubescentes sur les 2 faces, sont vert-brun. Les inflorescences axillaires sont formées de
plusieurs fleurs jaune- pile. Les fruits composés de 5 akénes rayonnants sont terminés
par un crochet épineux. La reproduction se fait par graines (Figure 21).

- Habitat

Cette espéce est originaire d’Amérique tropicale. C’est une plante rudérale des
sols sableux. Elle envahit les lieux habités et cultivés, les bas-cotés des routes et des
pistes.

- Chimie :
Des études ont révélé déja la présence de certains groupes chimiques dans la plante

(tableau VI)

Tableau VI : Quelques substances connues d°A. hispidum

Parties de la plante Substances Références
- alcaloides
- HCN sous forme de traces  Summerfield et a/., 1997
- chiorophylle Hussain et a/.,1990
- stéroides Cartegena et al., 2000
Feuilles - flavones Kerharo et al., 1974
- saccharides Nacoulma et a/.,1996
- polyols BEP Oliver-Bever, 1986
- germacranolides
- guaianolides
- Usages thérapeutiques

Les parties utilisées som Jes tiges feuilldes qui sont des analgésiques,
antibacténiens, dépuratifs, cholagogues, diurétiques, laxatifs légers et émollients.

Usage interne :

Ces tiges feuillées sont utilisées pour traiter les convulsions, les syncopes,
'angine, 1’épilepsie, les affections hépato-biliaires (jaunisse, ictére du nourrisson), les
maux de ventre (shigellose, typhoide), la diphtérie, les migraines, les céphalées rebelles,
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la dysenterie, les coliques, les parasitoses intestinales, les névralgies, les intercostales, les
vomissements, 1'urétrite, les menaces d’avortement. Elles sont utilisées contre les
infections virales (Summerfield et al., 1997).

Usage externe : Elles sont utilisées contre les hémorroides, plaies, rhumatismes, 1épre,
ictére du nourrisson, céphalées rebelles, névralgies intercostales, pigiire de scorpion.
(BEP Oliver-Bever, 1986 ; Kerharo et Adam, 1974 ; Nacoulma, 1996)

1.2.5 Crossopteryx febrifuga (AFZ. EX G. DON) BENTH.,
Famille : Rubiaceae
Nom vernaculaire Mooré : « Kumbrwaga, Kansdem-tooré »

- Description

Cet arbuste posséde des branches tortueuses a cime irréguliére. Les écorces lisses,
grisitres sont finement écailleuses. Elles sont cassantes, possédant des rhytidomes &
tranches brunes. Les feuilles ovales, jaunissent avant de tomber au début de la saison
séche. I a des corymbes tesminaux trés fleuris. Les fleurs blanches, trés parfumées sont
pubescentes avec de petites bractées a la base des pédicelles. Ces les fruits sont des
capsules noiritres 3 maturité, sphériques avec la cicatrice crculaire de sépales au
sommet. Elles s’ouvrent en 2, laissant échapper deux graines plates, ailées. La
pollinisation se fait par les abeilles et la reproduction par les graines (Figure 22).

- Habitat
Cette plante pousse dans les savanes soudano-sahéliennes.

~ Chimie :

Grice a certaines études précédentes, des substances chimiques contemues dans le
tableau VII, sont connues.

55



Tableau VII : quelques substances connues de C febrifuga

Parties de la plante  Substances références
- glycoside
-f-quinovine
- tanins Kerharo et Adam, 1974
Feuilles - flavonides Erdelmeier et al., 1987
- triterpénes Thomas-Barberan et al.,
- stéroides 1988
- alcaloides
- crossoptine A et B
- phytostérol Kerharo et Adam, 1974
Ecorces - les tanins Foresta et al., 1988
- les terpénoides
- les stérols
- saponosides Kerharo et Adam,1974
Racines - stérols Babady-Bila et a/., 1991
- Usages thérapeutiques

Les parties utilisées de cette plante sont les tiges feuillées, les écorces, les racines,
les firuits.
Usage interne :
Tiges feuiflées et fruits: ils constituent des agents antibactériens, dépuratifs,
antispasmodiques intestinaux, antalgiques, galactogogues, hypotenseurs légers,
ocytociques, diurétiques, fortifiants, stimulants, antivomitifs. Les meladies qu’ils traitent
sont . jaunisse, ictére, paludisme avec douleurs gastro-entéralgiques, fiévres, toux,
diarrhée, empoisonnement, maux de poitrine, agalactie, fatigue générale, orchite,
gonococcie, coliques, gastralgies, entéralgies, asthme, vomissement, vertiges,
accouchement dystocique, rhumatismes, parasites intestinaux, névralgies.
Ecorces : elles sont utilisées contre les fiévres, les entéralgies, I’orchite, la blennorragie,
la diarrhée, la toux, les gastro-entérites, les maux de poitrine, la tuberculose, I’asthme et
la sténilité (femme). Elles sont douées d’un effet antiseptique, anesthésique local,
protozoicide, astringent, vasoconstricteur léger, diurétique, hypotenseur, spasmolytique.
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Racines : elles sont utilisées contre les vertiges, les névralgies, le ténia, les palpitations
cardiaques, les toux coliques, les crises convulsives, les rhumatismes, les coliques. Elles
possédent une action anti-arythmique, spasmolytique, anti-inflammatoire, ténifuge.

Usage externe

Ecorces : Ces parties soignent les gingivites, les plaies, le chancre syphilitique et I'ulcére
phagédénique. Ce sont des antiseptiques, des cicatrisantes et des astringentes.

Feunilles : Préparées en pite en application locale, elles sont conseillées contre les
douleurs rhumatismales. Ce sont des anti-inflammatoires et antalgiques (BEP Oliver-
Bever, 1986 ; Kerharo et Adam, 1974, Nacoulma, 1996)

1.2.6 Fadogia agrestis SCHWEINF. Ex HIERN
Famille : Rubiaceae
Nom vernaculaire Mooré : « Bit-koon-bré »

- Description

Plante herbacée vivace, F. agrestis posséde des tiges caduques et des feuilles
verticillées trés tomenteuses dessous. La floraison se fait en début de saison des pluies.
Les fleurs groupées, jaunes verdatres ont de longs pétales. Les fruits sont des drupes
sphériques avec les vestiges des sépales. La pollinisation est réalisée par les chauve-
souris et les abeilles. La reproduction se fait par les graines (Figure 23).

- Habitat
Elle est originaire d’ Afrique dans les savanes soudaniennes

- Chimie :

Le tableau VIII montre les composés chimiques déja connus de la plante
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Tableau VIII : quelques substances connues de F. agrestis

Parties de la plante Substances Références

- saponosides stéroidiques

- stéroides Kerharo et Adam, 1974
Tige feuillée - flavonoides Nacoulma, 1996

- alcaloides

-amines
- Usages thérapeutiques

Les parties retenues pour les usages thérapeutiques sont les tiges feuillées et les racines.
Usage interne :

Tiges feuillées : Les maladies soignées sont les fiévres, les frissons, le paludisme avec
douleurs gastro-intestinales, rachitisme, dysentérie, MST, maux de reins, crises
convulsives et anorexie. Ce sont des fébrifuges, dépuratifs, antipyrétiques, fortifiants,
diurétiques, spasmolytiques et anti-protozoaires.

Racines : Le traitement avec les racines de F. agrestis concerne les entéralgies,
constipation avec douleurs intestinales, la blennomragie, les maux de reins,
'accouchement difficile, l1a dyspnée et les fractures. Ces racines constituent un agent
antalgique, purgatif, émollient, antibactérien, diurétique, anti-inflammatoire,
reminéralisant et spasmolytique.

1.2.7 Ficus sycomorus L.
Synonyme : Ficus gnaphalocarpa (Miq.) Stend ex A. Rich.
Famille : Moraceae
Nom frangais : Sycomore
Nom vernaculaire Mooré : « Kankanga

- Description

C’est un grand arbre A cime épaisse et trés étalée. Ses écorces sont grises ou
jaunatres, lisses, écailleuses a tranche rose pile avec un écoulement abondant de latex. I
posséde de grandes feuilles ovales, dentées et feutrées. Les fleurs males possédent deux
étamines. Les figues grandes et rouges ou oranges sont rondes, poilues, pédonculées et
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comestibles. La pollinisation se fait par les chauve-souris et les insectes. La reproduction
s’effectue par les graines (Figure 24).

- Habitat

Cet arbre est originaire d’ Afrique des régions séches & bas-fonds sableux

- Chimie :

Dans la plante, des substances chimiques ont été déja révélées. Elles sont consignées

dans le tablean IX.

Tableau IX : quelques substances connues de F. sycomorus

Parties de 1a plante

Substances références

Feuilles

- glucides

- vitamines C

- saponosides

- stéroides

- triterpénoides

- tanins

Ecorces

- flavonoides

- stérols Kerharo et Adam, 1974
- tanins Abu-Mustafa et al., 1964
- alcaloides

- saponosides (B-amyrine,

lupeol)

- B-sitostérol

Fruits

- glucides
- protéines

- sels mineraux

- Usages thérapeutiques

Les parties utilisées sont les feuilles, les fruits, les écorces, le latex et les racines
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Usage interne :

Feuilles : Elles sont utilisées contre la jaunisse, I'ictére, la morsure de serpent, la pigiire
de scorpion, linsolation, les maux de téte, I'asthme et la dysenterie. Elles sont
cholagogues, cholérétiques, alexitéres, calmantes et antalgiques.

Ecorces : préparées en décocté, elles luttent contre la toux, les inflammations de la
gorge, les douleurs thoraciques, les intoxications, les venins, I’hydropisie, I’agalactie, les
maux de ventre, la stérilité de la femme, I’accouchement dystocique et I’albuminurie de
grossesse. Elles constituent un agent émoliient, anti-inflammatoire, antalgique, alexitére,
antivenimeux, diurétique, galactogéne, antispasmodique, ocytocique, myorelaxant et
émétique.

Racines : Elles sont purgatives, laxatives, galactagogues et vermifuges. Elles sont
utilisées dans les embarras gastriques, P’hydropisie, I’agalactie et contre les vers
Latex : cette substance est employée pour le traitement de la dysenterie et la diarrhée.
Elle est astringente et antibactérienne.

1.3 Récolte du matérie] végétal

Le maténel végétal est constitué des parties des plantes utilisées dans les recettes
de la pharmacopée traditionnelle. Ces parties sont récoltées juste aprés la fin du
recensement. La récolte est faite soit a la main des branches quand il s’agit des feuilles
ou des tiges feuillées, soit par la macheite quand il s’agit des écorces de tronc. Les
écorces de tronc ont été récoltées par déterrement avec la pioche et les écorces sont
enlevées au couteau. Le matériel végétal est mis dans des sacs différents de polystyréne
et transporté dans une salle. 1l est étalé a Pair libre sur un endroit sec a I'abri du soleil. II
est remué de temps en temps pour permettre ’aération et le séchage. Le temps minimum
de séchage est de 4 jours.
Le matériel bien sec, est broyé a 1'aide d’un broyeur électrique qui est soigneusement
nettoyé quand on passe d’une plante 3 Vautre. La poudre est conditionnée dans des
sachets et hermétiquement collés pour éviter 1" humidité. Ce conditionnement permet de
conserver la poudre pendant longtemps. C’est cette poudre qui sert de matiére premiére
pour les tests phytochimiques.



Figure 18 : Pavetta crassipes

Fignre 19 ;: Terminalia pptera

Figure 20 : Portrait de Cassia siamea

Figure 21 : Acanthospermum hispidum
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Figure 24 : Ficus sycomorus
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2.

ETUDE PRELIMINAIRE



2.1 Extractions et analyses chromatographiques

Les tests préliminaires ont été réalisés avec des solvants de polarité différente afin
d'obtenir des extraits contenant des molécules de polarité différente. Nous avons préparé
des extraits aqueux (décoctés), chloroformiques, méthanoliques et hydrométhanoliques.
Outre ces préparations, la présence des alcaloides dans les plantes a été mise en évidence

4 partir d’une extraction spécifique sur une petite quantité de poudre.

2.1.1 Extractions

@ Recherche des akcaloides

L’extraction des alcalordes est faite suivant le protocole classique mais sur une
petite quantité de poudre végétale (voir extraction des alcaloides totaux). La poudre est
préalablement humectée avec de l'ammoniaque 30%. Cette alcalinisation permet de
libérer les alcaloides présents sous forme de sels dans la plante. IIs passent alors sous
forme de base et sont donc extractibles par un solvant chloré comme le chloroforme.
Ainsi sur 20 g de drogue, on réalise une macération pendant 16 heures dans du
chloroforme. Aprés percolation, la solution chloroformique est acidifiée avec de I’acide
sulfurique (3%). La phase aqueuse est ensuite alcalinisée avec de I’ammoniaque (30%)
puis extraite par le chloroforme. La solution chloroformique finale est concentrée a sec a
I’aide d’un évaporateur rotatif pour obtenir des alcaloides bruts totaux.

< Extraits chloroformique, méthanolique et hydrométhanolique

Le méme procédé extractif est suivi pour ces trois solvants (CHCl;, MeOH,
MeOH 50%), utilisés de maniére successive a partir de la méme quantité de poudre de
drogue. La méthode consiste & mettre la poudre & macérer avec le solvant pendant 16
heures puis la drogue est lixiviée avec un volume de solvant extractif correspondant a 10
fois le poids de la poudre de départ (Figure 25). La quantité de poudre utilisée est de 20 g
pour 200 ml de lixiviat ont été collectés pour chague solvant.

% Extraits aqueux (décoctés)

La décoction a été utilisée dans le souci de nous rapprocher le plus possible de la
préparation traditionnelle concernant ces plantes. Elle consiste & maintenir la poudre de
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plante dans de I'eau bouillante pendant 30 minutes. Apreés refroidissement, la solution est
filirée. Le fitrat est lyophilisé afin d'obtenir un extrant sec (Figure 26). Pour chaque
plame, 20 g de poudre oot été utilisés dans 400 ml d'ean distillée.

Poudre (20g) I

16 heures de percolation au CHCl3

N Phase chloroformique (200m)) §

16 heures de percolation au MeOH

| Phase méthanolique (200ml) |

16 heures de percolation
au MeOH 50% (5V/V)

| Phase hydrométhanolique (200m)

Mare I éliminé

Figure 25: protocole d'obtention des extraits bruts chloroformique,
méthanolique et hydrométhanolique



Poudre de drogue (10 g)

30mmn dans I'eau bowllante (400 ml)
filtration

lyophilisation

extrait brut sec ﬂ

Fig.26 : méthode de prépardation d’'un décocté

2.1.2 Analyses Chromatographiques

La chromatographie sur couche mince a e€té utiliste. Cene techmique nous a
permis de visualiser 2 partir des plaques chromatographiques les composés chimiques
contenus dans les extraits. Ainsi, selon le principe de migration dans un mélange de
solvants, les composés sont observés sous forme de tache sur le support qui est [a silice.

- suppon: plaque de gel de silice 60F 254, (40-63 pm) Merck

- solvant: de qualité pour analyse (RPE)

- Solvant de migration': Partridge : phase supérieure du mélange n-butanol - acide

acétique - eau (4 :1 :5)

- Révélateurs:

o UV? (254 nm et 365 nm) : ce soot des myormements ultra-violets qui permettent
de visualiser les différents groupes chimques quand ceux-ci gbsorbest ou pas & une

longueur d’onde donnée.

' Solvant de migration: salvants servant de liquide de migration. On l'appelle encore milien de migration
* UV: lampe av rayoas tumipenx uhira violet
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o Réactif de Dragendorfl: révélateur des alcaloides apparaissant en jaune
orangée. 11 est composé de deux solutions : Solution A + Solution B (Munier R. et al.,
1951 ; Jatzkewitz H. et al., 1953).

Solytion A :  Nitrate de Bismuth (0,85g)

Acide acétique cristallisable (10ml)
Eau distillée (40ml)

Solution B :  Iodure de potassium (8g)
Eau distillée (20ml)

o Diphénylborate d'amino-éthanol : révélateur des flavonoides par la coloration
jaune. Encore appelé réactif de NEU, il est composé de :
Solytion A : solution de 2-aminoéthyl diphénylborinate & 1% (m/v) dans du méthanol
Solution B : solution de polyéthyiéne glycol (PEG) 400 a 5% (m/v) dans de I’éthanol
Les solutions sont préparées séparément et se pulvérisent I’'une aprés I’autre (environ 10
ml de la solution A d’abord et ensuite 8ml de la solution B)

o Vanilline sulfurique : révélateur des composés terpémiques en particulier les
saponosides par la coloration bleue ou mauve (selon le type de saponoside). I est
COmpose :

- Acide sulfurique (H2SO,) concentré (2ml)
- Vanilline (1g)
- Ethanol pur (100ml)

o Acide sulfurique : Révélateur universel. Tous les groupes chimiques apparaissent
normalement aprés pulvérisation a I'acide sulfurique suivie d’un chauffage a I’étuve a
110°C pendant 10 minutes. Il est composé de :

- Aade sulfurique concentré (20ml)
- Méthanol pur (80ml)

2.2 Tests antiparasitaires

Dans la logique de ces travaux, il est nécessaire de procéder sur les extraits bruts a
des tests préliminaires d'inhibition de Ia croissance de Plasmodium falciparum. Ce travail
a pour but de valider d’'une part 1'mnilisation traditionnelle de ces plantes dans le
traitement du paludisme et d’autre part de donner des informations sur le type d’extrait
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responsable de l'activité antiparasitaire. Les extraits bruts ont été testés aux
concentrations comprises entre 4 et 25 pg/ml sauf les décoctés ou les concentrations
étaient de 50, 100, 250 et 500 pg/ml. La souche chloroquino-résistante (W2) a été utilisée
pour ces tests. Les détails de cefte manipulation sont donnés dans la partie
pharmacologte.
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3.

ETUDE PHYTOCHIMIQUE



3.1 Extractions

3.1.1 Extraction des alcaloides totaux

L’extraction des alcaloides est fondée, en régle générale, sur le fait qu’ils existent
habituellement dans la plante a I’état de sels et sur leur basicité c’est-a-dire une solubilité
différentielle des bases et des sels dans )’eau d’une part, dans les solvants organiques
d’autre part. Le fait que le matériel végétal soit souvent riche en graisses, en cires, en
terpénes, en pigments et autres substances lipophiles pouvant perturber le protocole
extractif, alors la poudre de drogue est au préalable épuisée avec de I’éther de pétrole
permettant ainsi de les élimner. Le marc séché est alcalinisé en I’humectant avec de
'ammoniaque 30 % puis mis 4 macérer pendant 16 heures dans du CHCl,. La phase
chloroformique obtenue aprés lixiviation est concentrée puis acidifiée avec de H SO,
3% jusqu'a pH3. La phase aqueuse acide est alcalinisée a nouvean avec de NH,OH 30%
(quelques gouttes) jusqu'a pHS8. Cette phase basique est extraite a nouveau avec du
chloroforme. La phase chlorofortnique est concentrée a sec a l'aide d'un évaporateur
rotatif. On obtient un résidu sec d'alcaloides totaux (Figure 27).

3.1.2 Extraction des compasés terpéniques

On realise 16 heures de macération puis une lixiviation avec du CHCl; en vue de
débarrasser 1a poudre de drogue de tout composé lipophile. Le marc séché est ensuite mis
a macérer dans du MeOH 50% ou du MeOH 80% pendant 16 heures de macération. La
phase hydrométhanolique est concentrée sous pression réduite afin d’éliminer le
méthanol, 1a phase aqueuse est lyophilisée. L’extrait sec obtenu aprés lyophilisation
contient les saponosides totaux et d’autres composés terpéniques.

3.2 Etude analytique

Cette étude nous a permis de visualiser a partir des plaques chromatographiques
les composés chimiques contenus dans les extraits. Ainsi, selon le principe de migration
dans un mélange de solvants les composés sont observés sous forme de tache sur le
support qui est Ja silice. C’est une technique qui a permis d'une part de concevoir un
solvant de migration permettant une bonne séparation des composés contenus dans les
extraits et d'autre part de mettre au point un milieu transposable a la chromatographie
préparative. Elle nous a permis également de vérifier la pureté de nos produits isolés.
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| POUDRE de DROGUE

16 heures de macération 2 I’éther de pétrole

Phase éthérée Mare I séché

diminée

alealinisation 8 NHOH (30%)
16 heures de macération au CHCk

1
Phase chloroformique ' Marc II séché

acidification 4 H;S0 (3%) jusqn's pH;

Phase organiqne

|
Phase aqueuse acide | concentrée et séchée

— e

alcalinisation & NH,OH (30%) jusqu'a pHs
extractiose su CHCl;

Phase squeunse diminée Phase chioroformique II
o —— s -
concentration et séchage
4 '&vaporateur rotatif
i
|  ALCALOIDES TOTAUX

)
e
fe=S= . ]

Fig. 27 : Protacole d’extraction des alcaloides totaux
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La réalisation de cette technique nécessite 1a présence d’un support, des solvants de
migration de type pour analyse (RPE) et des révélateurs spécifiques. L'échantillon est
dissout dans 1ml de solvant d'extraction. A l'aide d'une micro-seringue, on dispose 20ul
de la solution sur le support (plaque de gel de silice) au niveau inférieur. Aprés séchage
des dépdts, la plaque est placée dans une cuve contenant le solvant de migration. La
migration est arrétée lorsque le solvant atteint la ligne frontale. La plaque est séchée et
révélée sous UV ou aprés pulvérisation de réactifs universels ou spécifiques (Tableau X).

Tableau X : Systémes chromatographiques utilisés au cours de Véude pour la
chromatographie analytique

Support (Plaque) Milieu de migration (solvant)

- Gel de silice 60F ;54 (40-63 xm) Merck - CHCh,-MeOH (9:1) + 0,25 m! NH,OH
- CHCl;-MeOH (8:2)

- Gel de silice greffée RP-18 Fasy, - MeOH -H,0 (50 :50)
- CHCl;- MeOH ~H,0 (40:15:5)
- CHClh-MeOH (95:5)

- CHCl3- MeOH -H,0 (80:20:2)

3.3 Isolement des molécules

La technique de chromatographie préparative est utilisée pour fractionner et isoler
les molécules. Nous avons utilisé et adapté les techniques décrites par Rosset ef al.,
(1991) a nos échantillons.

3.3.1 Chromatographie liquide préparative basse pression

- Appareil : Prepamatic chromatospac 10, Jobin-Yvon 4 pression axiale

- Colonne intégrée de longueur S0 cm et de diamétre 4 cm

- Pression de tassement du gel : 6 bars

- Pression d’élution de I’échantilion : 4 & 6 bars

- Phase stationnaire : gel de silice greffée Lichroprep RP-18 (25 a 40 pm) Merck
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- Phase mobile d’élution en gradient par palier

3.3.2 Chromatographie préparative sur cartouche Sep-pak

- Colonne de diamétre 1 cm et de longueur 2 cm
- Pression manuelle a P’aide d’une seringue

- Phase stationnaire : gel de silice greffée RP-18
- Phase mobile en gradient par palier

3.3.3 Chromatographie préparative sur colonne ouverte (Tableau XI)

- colonne ouverte de diamétre 2,5 cm et de longueur variable
- Pression atmosphérique

Tableau XI : Systémes chromatographiques utilisés au cours de I’étude pour 12
chromatographie préparative

Phase stationnaire Eluant en mode isocratique

- Gel de silice 60Fys, (40-63 ym) Merck - CHCl-MeOH (8:2)
- MeOH pur

- Gel de sephadex LH-20 - CHCl3- MeOH -H,0 (40:16:2)
- CHClh- MeOH -H20 (80:20:2)
- ACOEt- MeOH -H,0 (40:15:5)

Apreés le montage de la colonne, la phase stationnaire est lavée avec le solvant d'élution,
L'échantillon a purifier est déposé en téte de colonne et élué avec la phase mobile au fur
et 4 mesure tout en veillant & ne pas laisser sécher la phase stationnaire. Les fractions
sont récupérées dans des tubes & hémolyse a raison de 1 4 4 ml par tube, I’élution est
suivie par CCM. Les fractions identiques sont regroupées et concentrées a ’aide d’un
évaporateur rotatif, les phases aqueuses sont lyophilisées.
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3.4 Elucidation structurale

L'élucidation structurale des molécules pures actives a été basée sur I'étude
spectroscopique par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et par Spectrométrie de
Masse (SM).

3.4.1 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire ont été réalisés an Centre de
RMN de la Faculté des Sctences de St Gérome de Marseille sur un spectrométre Bruker
AMX 400 (400,13 MHz, RMN H' et 100,62 MHz , RMN C") et Bruker DRX 500
(500,13 MHz, RMN H' et 125,75 MHz , RMN C"). Les spectres ont été enregistrés dans
CD4OD. Les déplacements chimiques exprimés en & (ppm) ont é¢é mesurés par rapport
au signal du solvant pris comme référence et rapportés au signal du TMS
(tétraméthylsilane), les constantes de couplage (/) sont données en Hertz.. Deux types de
RMN sont utilisés : La RMN mono-dimensionnelle et la RMN bi-dimensionnelle

3.4.1.1 RMN mono-dimensionnelle
Les spectres qui en résultent sont présentés sur un axe de repere.

e Spectres du protos (‘H)
Les spectres réalisés dans ce cas permettent de déterminer les déplacements
chimiques des protons exprimés en ppm, leurs multiplicités et leurs constantes de
couplage (figure 28).

Fig. 28 : spectre du proton
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e Spectres du carbone 13 (*C)

Les spectres du C enregistrés dans le solvant CD;OD permettent de déterminer
le nombre total de carbones symbolisés par des pics en fonction de leurs déplacements
chimiques. Ces déplacements chimiques sont exprimeés en ppm permettant d'attribuer aux
carbones des signaux caractéristiques (figure 29).

HEH L T 7
’ 5‘-15 %g !‘T} ? -i T
Fig. 29 : spectre du carbone
‘ i -
- * = Z - T® I, T
e Spectres DEPT

Les spectres DEPT (Distorsionless Enhancemnt by Polarization Transfer)
permetient de déterminer la nature de chaque carbone. On distinguera des carbones
prmaires, secondaires et tertiaires. Les carbones quaternaires ne figurent pas sur ces
spectres du fait qu'ils ne portent pas de protons. Les spectres réalisés dans ce cas sont
ceux de la DEPT-135 qui montrent des groupements CH; qui sont inversés par rapport
aux signaux des groupements CH et CHy (Droddrell et al., 1982) (figure 30).

Fig. 30 : specire DEPT
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3.4.1.2 RMN bidimensionnelle
Les spectres résultant de cette technique, contrairement & ceux de la RMN

monodimensionnelle, permettent de déterminer les structures moléculaires nouvelles.
Trois types de RMN bidimensionnelle ont été réalisés.

o Spectres HMQC
Cette technique HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) permet
d’établir la corrélation entre carbone-proton en mettant en évidence le couplage direct 'J

C-H. Les spectres permettent de connaitre les carbones et les protons directement liés
(Hurd et al., 1991) (figure 31).
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Fig. 31 : spectre HMQC

e Spectres HMBC
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) est la RMN qui donne les
spectres permettant d’apprécier la cormrélation carbone-proton longue distance. Dans ce
cas, il s’agit des couplages entre le proton du carbone 1 et le carbone 2 ou 3 d’une
molécule : on parle de couplages %J ou *J (Wilker et a/., 1993) (figure 32)
H-C-C correspond au couplage *J
H-C-C-C correspond au couplage °J
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Fig. 32 : spectre HMBC

o Spectres COSY homonucléaire
L’expérience COSY (Correlation Spectroscopy) donne des spectres nous
permetiant de déterminer la corrélation proton-proton. On détermine ainsi Ja proximité
entre protons le long d'une chaine carbonée (Hurd et al., 1990) (figure 33).

Fig. 33 : spectre Cosy hamonuciéaire

75



3.4.2 Spectrométrie de Masse (SM)

Les spectres de masse en électrospray ont été enregistrés en mode positif ou
négatif (ESI4+, ESI-) au laboratoire des Xénobiotiques (biochimie, Métabolisme,
Toxicologie) de I'Institut National de !a Recherche Agronomique (INRA) de Toulouse
en France. L’appareil utilisé est un spectrométre Ion Trap Finigan (Thermo Quest). Les
échantillons ont éé dilués dans un mélange eaw/MeQOH (1/1) et sont introduits dansg
Vappareil au débit de 3 pt/min. Les voltages sont de 5 KV pour 'aiguille et 47 V pour la
chaleur de transfert. Dans les expériences de MS/MS ’hélium a été utilisé comme gaz
amortisseur de collision.

La HRMS (High Resolution Mass Spectrometry) a été réalisée au laboratoire de
spectrométrie de masse de I'Institut des Substances Naturelles (Gif-sur-Yvette) sur un
spectrométre de masse type MALDI-TOF (Voyager-DE STR; perSeptive Biosystems), la
matrice est de I’acide gentisique.

La spectrométric de masse repose sur l'ionisation et la fragmentation des
molécules. Leur ionisation entraine une accumulation d’énergie qui peut provoquer la
rupture des liaisons chimiques de la molécule et donner naissance & des fragments
caractérisés par le rapport de leur charge a leur masse, m’z. Les différents fragments
chargés, ainsi produits, sont séparés dans un champ magnétique en fonction du rapport
m/z2. Le recueil sélectif des différents ions permet I’établissement d’un spectre de masse
(figures 34a, 34b).

& +» o Full me | Y3.00-1800.00
Iy

Fig 34a : spectre de la
spectrométrie de masse F1
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Fig.34b : spectre de la spectrométrie de masse F2
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D’autres paramétres spectrométriques ont été mesurés pour confirmer les
structures des molécules isolées. [l s’agit de :

P UV : Les spectres UV ont été réalisés sur un spectrophotométre Beckman DU 520.

=DIR : Les spectres IR ont é1é réalisés sur un un spectrométre Nicolet 205XB FTIR
(résolution 4 cm™, 64 accummlations).

=»Point de fusion : Les points de fusion ont été réalisés sur un appareil Biichi Melting
Point B-540.

= Pouvoir rotatoire : Les pouvoirs rotatoires ont été réalisés sur un polarimetre Perkin
Elmer 341 OROT.
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4.

ETUDE BIOLOGIQUE



4.1 Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro

L’évaluation de 1'activité antiplasmodiale correspond & la mise en contact in vitro ou
in vivo des extraits végétaux (bruts ou purs) avec le Plasmodium afin de mesurer le degré de
I¢talité ou d’inhibition de la croissance de ceux-ci (Trager et al,, 1997). Ce travail exige la
présence du parasite, du milieu de culture et des extraits végétaux.

4.1.1 Matériel biologique

4.1.1.1 Souches de parasites

Les souches de parasites sont les espéces Plasmodium falciparum, espéces
responsable de la majorité des cas de paludisme en Afrique (Esposito et al., 1988 ; Snow et
al., 1997). Elles sont isolées et maintenues en culture continue selon la technique de Trager
(1976). Elles peuvent étre obtenues d’un prélévement de sang sur des patients ou des
porteurs sains. Les premiéres cultures in vitro de P. falciparum ont é¢ I'ceuvre de Bass en
1912. Muclens en 1924, s’est inspiré de la méthodologie de Bass pour décrire ’action de la
quinine sur la croissance des parasites. C’est ainsi que de 1945 4 1976, de nombreux trgvaux
ont permis la connaissance du métabolisme du parasite (Trager et al., 1950 ; Geiman et a/,,
1996 ; Homewood et a/., 1997).
En 1976, Haynes améliore le milieu de culture milien RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Media 1640). Cette mise au point du milieu RPMI a permis a Trager d’améliorer
les conditions de culture des parasites.

4.1.1.1.1 Technique de culture de Trager et Jensen

Les travaux précédents ont permis & Trager et Jensen de réaliser en 1976 la
prolifération de Plasmodiym falciparum dans un milieu semi-synthétique (Trager et a/.,
1976, 1987, 1997). La premiére lignée de P. falciparum ayant proliférée de fagon continue,
a été établie avec le systéme de flux contimu. I consistait & miettre les globules rouges en
sédimentation dans un récipient a fond plat. Le flux de mélange gazeux est constitué de 5%
de CO,, 3% de Oa. Le renouvellement du milieu se faisait par flux sans interruption a faible
débit pour éviter la résuspension des hématies. Les globules rouges neufs sont apportés tous
les trois jours environ.
Cette technique a été améliorée par Jensen en 1978 avec la technique de la « boite de Pétri »
en cloche &4 bougie. Les cultures sont placées dans une jarre 4 anaérobiose dans laquelle la
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combustion d’une bougie assure l‘élimination de O, et I'instauration du CO,. Le
renouvellement du milieu se faisait manuellement.

4.1.1.1.2 Conditions de culture
Plusieurs paramétres interviennent dans le maintien des parasites en culture continue.

- Le pH : le pH du milieu de culture doit étre maintenu & une valeur physiologique (autour
de 7). Cela est rendu possible par la combinaison du systéme CO,-bicarbonate et du tampon
Hepes en Tes ou Bes (Geiman et al., 1966). Ce complexe permet d’une part de diminuer
I’acidose due au métabolisme du parasite et d’autre part de réduire ’alcalinisation initiale
qui survient dans les premiéres heures par dégagement de CO;.

- Le mélange gazeux : c’est Scherbel et collaborateurs, en 1979 qui ont démontré la
nécessité de réduire le taux d’O; présent dans I’incubateur en fonction des seuils 0,5-10%
d’0, permettant la prolifération des parasites, qui s’arréterait en anaérobiose stricte.

- Les hématies : les hématies humaines sont celles indispensables a la croissance de P.
Jalciparum. Elles doivent cependant provenir des individus des groupes sanguins A+ ou O+.
Ces derniers ne doivent pas étre sous traitements antipaludiques et non porteurs d’une
hémoglobinopathie S, C cu E.

- Le sérum : au milieu de culture, il est nécessaire d’ajouter du sérum humain compatible
avec les globules rouges utilisés (Trager et al., 1994). 1l est préférable d’utiliser un pool de
sérums humains compatibles. D’autres sérums d’origine animale (caprin, porcin, ovin,
bovin) ont fait ’objet de tests mais se sont avérés moins efficaces (Butcher et a/., 1979 ;
Chen et al., 1981 ; Siddiqui et a/., 1977, 1980, Ofula et al., 1993). Des produits synthétiques
comme Nutridoma SR et la sérum-albumine bovine enrichie de lipides sont utilisés. Ils sont
connus sous le nom d’albumax I (Flores et al., 1997 ; Ringwald et al., 1999).

- Milieu de culture : le milieu RPMI-1640 est classique pour les cultures cellulaires. La
composition est la suivante selon Moore et collaborateurs (1967) (annexe 3). A ce milieu on
ajoute le Bicarbonate de sodium (NaHCOs) et du tampon Hepes. L’addition d’antibiotique
(néomycine ou gentamycine) limite le risque de contamination de la culture.
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4.1.1.2 Synchronisation des parasites

La prolifération du parasite in vifro est asynchrone, si bien que tous les stades
érythrocytaires peuvent étre présents simultanément. On retrouve donc des formes
trophozoites jeunes et dgés, des schizontes, des corps en rosace et parfois des gamétocytes.
Pour I’évagluation de )’activité¢ antiplasmodiale, il est souvent nécessaire de disposer de
parasites au méme stade évohutif {culture synchrone). Les différentes méthodes décrites sont
basées soit sur la purification des schizontes, soit sur la destruction des éléments mirs.
- La purification est basée sur la différence de masse existant entre les hématies saines ou
parasitées par les trophozoites jeunes et celles contenant les schizomes. En ajoutant de la
gélatine au milieu de culture, les schizontes miirs passent dans le surnageant (Jensen et a/,,
1979 ; Pasvol et al., 1978 ; Reese et al., 1979).
- La destruction des éléments mirs : Sous I’action du sorbito! isotonique ou du mannitol sur
les cultures, toutes les hématies parasitées par des formes dgées sont lysées en raison de la
grande perméabilité de leur membrane. Celles renfermam les formes jeunes et dont la
membrane est moins perméable seront conservées.

4.1.1.3 Conservation des parasites

La conservation du parasite se fait par congélation. Plusieurs mélanges
cryoprotecteurs peuvent étre utilisés. Ils sont le plus souvent a base de glycérol ou de
diméthylsulfoxide (DMSQ). Nous avons utilisé un liquide de congélation composé de 27%
de glycérol, 10mt de PBS 10x, 1,6g de lactate de sodium, 30mg de chloride de potassium,
QSP 100ml d’EUP stérile. % de sorbitol et 0,65% de NaCl. Aprés centrifugation, le culot
globulaire parasité est repris dans le liquide cryoprotecteur stérile a raison de 3 volumes
globulaires et 5 volumes de cryoprotecteur et réparti dans les cryotubes. La conservation se
fait dans I’azote liquide a (-196°C) apres un refroidissement par paliers.
La décongélation doit ére rapide. Les hémahes sonf rincées successivement avec une
solution stérile de NaCl a 3,5% puis avec du milieu de culture. Elles sont par ia suite
incubées dans un milieu neuf en présence de globules rouges fraichement lavés.

4.1.2 Techniques de mesure de ’inhihition de ia croissance des paragites

Plusieurs techniques sont mises au point pour mesurer 'inhibition de la croissance
des parasites.
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4.1.2.1 Mesure de Pinhibition de la maturation
Cette technique de microtest permet de mesurer I’inhibition de Ia maturation des
trophozoites en schizontes (Rieckman et al., 1978). Elle comsiste & mettre les parasites
jeunes d’une culture synchrone en contact le produit & tester. Aprés 24 heures d'incubation,
il suffit d’évaluer le nombre de schizontes sur une goutte épaisse. Cette technique a permis
de rechercher les souches pharmaco-résistantes grice a lutilisation des plaques prétraitées
distribuées par I'OMS.

4.1.2.2 Mesure de l'inhibition de ls prolifération

Cette technique permet de mettre en évidence non seulement [’action du produit &
tester sur la maturation des trophozoites en schizomes, mais également sur la pénétration
des mérozoites dans les hématies neuves et leur transformation en trophozoites dans les
hématies neuves et leur transformation en trophozoftes. Le produit A tester est mis en
contact, aux concentrations choisies, avec 1a suspension d’hématies parasitées (Polonsky et
al., 1994 ; Druilhe et al., 1981 ; Trager et al, 1997). Aprés 48 heures d’incubation, le
pourcentage de la parasitémie est évalué par rapport a une culture témoin effectuée dans les
mémes conditions sans produit & tester. Pour notre étude c’est cette technique qui a été

utilisée.

4.2 Tests antiparasitaires sur les souches de laboratoire
Ces tests ont été réalisés dans le laboratoire de parasitologie de la Faculté de
Pharmacie de Marseille (Université de la Méditerranée, France)

4.2.1 Les souches de Plasmodium falciparum

Les souches de laboratoire, utilisées pour les tests parasitologiques ont été obtenues
de l'unité de parasitologie de I'Institut de Médecine Tropicale du Service de Santé des
Armnées (Parc du Pharo a Marseille). 1l s’agit des souches chloroquino-sensibles 3D7 et des
souches chloroquino-résistantes W2. Au laboratoire, elles sont maintenues en culture selon
la techmque de Trager et collaborateurs (1976).

4.2.2 Culture continue de Plasmodium falciparum

Les souches obtenues aux stade érythrocytaires sont cultivées dans un milieu a
composants d’origine humaine (sérum et globules rouges). La culture s’effectue dans des
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conditions rigoureusement stériles : matériel (facons pour culture celhulaire, pipettes, cones
etc.) et atmosphére stérile (hotte 4 flux laminaire vertical recyclé, cytair Flufrance). Pour
maintenir les parasites en croissance un certain nombre de préparations préalables sont
nécessaires.

4.2.2.1 Préparation du sérum

Le sérum est un éément indispensable & la croissance des parasites. Le sérum du
groupe At est obtenu a partir d’'un pool de plasma A+ fourni par I'Etablissement Frangais
du Sang (EFS) de Marseille. Pour trois poches de 500m! de plasma, on ajoute Sml de CaCl;
molaire stérile. Le mélange est fait dans un flacon stérile et mis a congélation pendant 24
heures dans une éuve & 37°C. Le caillot obtenu aprés incubation est découpé en plusieurs
morceaux qu'on laisse exsuder & +4°C pendant 24heures. L’exsudat est centrifugé a 2000
tours/minute pendant 10 mimrtes, permettan ainsi de récupérer le sérum comme surnageant.
Ce dernier est reparti dans des tubes stériles de 10 ml puis congelé a -20°C. Le sérum
congelé peut se conserver pendant plusieurs mois. '

4.2.2.2 Préparation du milieu de culture RPS10

Ce milieu est celui qui contiemt tous les facteurs de croissance nécessaires aux
parasites. Il est préparé avec du RPMI-1640 commercialisé sous forme lyophilisée stérile
(Eurobio). Pour un flacon, le lyophilisat est de 10,4g.
Cette quantité de lyophilisat est dissout dans 1 litre d’eau distillée stérile. A ce milieu on
ajoute 10% de sérum. Lorsqu’il s’agit des souches nouvellement décongelées, on peut
ajouter 15% de sérum. Le milieu est ensuite filtré sur un filtre millipore 0,22pm, reparti
dans les flacons de 250ml pour culture cellulaire. 1l est conservé soit au congélateur a (-
20°C) soit une semaine dans une chambre froide a +4°C.

4.2.2.3 Préparation du sang non parasité (SNP)

Le sang fourni par I'EFS de Marseille est prélevé chez des personnes du groupe
sanguin A+, dans des tubes stériles contenant de ’anticoagulant. Aprés homogénéisation, le
contenu est mis en décantation pendant 24 heures 4 +4°C. Les hématies décantées sont
récupérées et centrifugées a 1800 tours/minute pendant 7 a 10 minutes. Le plasma et la
couche leucocytaire blanchatre sont éliminés. Les hématies sont par la suite soumises & une
série de lavages avec la solution RPMI-1640 sans sérum. Aprés le dernier lavage, le culot
est repris dans un égal volume du milien RPS10.
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4.2.2.4 Préparation du sang parasité (SP)

Le maintien des parasites en culture nécessite un rencuvellement du milieu toutes les
24 heures. Le sumageant du contenu des flacons est éliminé, un froftis est réalisé sur le culot
globulaire homogénéisé permettant d’évaluer la parasitémie aprés fixation au méthanol et
coloration au Giemsa. Dans le cas ol la parasitémie est <5%, le surnageant est remplacé par
un volume égal du milieu de culture complet (RPS10). Si la parasitémie est >5%, une
dilution est réalisée avec du sang non parasité de maniére a ramener cellecia 2 ou 3%. Le
sang parasité est gardé dans des flasques de culture a bouchon ventilé et placé a4 37°C dans
une étuve humide a 90% d’humidité, 6% de CO; et 10% de N, (Water-Jacketed Incubator
Automatic CO;-model 1600).

Pour nos essais la parasitémie est ajustée 2 2% avec des hématies fraichement lavées.

4.2.3 Evaluation de I’activité antiplasmeodiale des produits végétaux

Elle a été faite selon le schéma général suivant (figure 35)

4.2.3.1 Préparation des produits végétaux

Les produits a tester sont solubilisés dans du diméthyle sulfoxide (DMSO). Les
solutions méres sont prépanées 4 la concentration de 2mg/m! dans du DMSO sauf dans le
cas des extraits aqueux ou la solution mére a été préparée a 4mg/ml. Elles sont filtrées
avant toute autre utilisation sur des filtres millipores (0,2 um). Des dilutions sont ensuite
realisées dans le milieu de culture des parasites afin d’obtenir les concentrations choisies.
Ces concentrations sont exprimées en pg/ml. Pour les extraits bruts chloroformiques,
méthanoliques et hydrométhanoliques, les concentrations testées ont &é de 4 et 10ug/ml.
Les concentrations de I’extrait aqueux ont été de S0-100-250 et 500ug/ml. Les produits purs
1solés ont été testés a des concentrations 0,2 -0,4-1 - 2-4 et 10up/ml.

4.2.3.2 Culture des parasites
La quantité nécessaire de sang parasité est prélevée et mélangée au milieu de culture
contenant I'extrait végétal de facon a obtenir un hématocrite de 2% (14p) de sang parasité
pour 700p! de milieu ). Un témoin positif est préparé dans les mémes conditions.
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CULOT DE SANG PARASITE
(SP)

Distribution du RPMI complet (RPS10)
dans les tubes stériles a 600pl/tube

Solution mére des produits végétaux (PV)
2 2mg/ml daus du DMSO

Culot de sang non
parasité (SNP) calture RPS10

Dk de s ohibon nire des

PV dans le RPS10 pour obtenir de . -
différentes concentrations . .
. :
: : ® =8 @ SANG PARASITE o8
Mélange de sang parasité Hématocrite parasitémie <=2 %
50% avec les produits végétaux (PV + dilution am 12
RPS10 + SP)

| Distribution du mélange dans des cupules des |
" plaques de culture cellulaire (200uVcupule)

Incubation pendam 48H 4 37°C dans un incubateur CO4

Confection des lames (frottis) a partir
du culot de sang

Marquage de I'ADN des parasites
vivants & I’'hydroéthydine

, . . 20mn d’incubation a I’ obscurité et
Séchage, fixation et coloraton des lames lavage 3 fois avec du PBS simple

‘ \ 4

Lecture de la parasitémie (%a de Lecture de |2 parasitémie (% de
parasites pour 100 hématies) au parasites pour 100 hématies) au
MICROSCOPE photonique CYTOMETRE EN FLUX

Expression des résultats (détermination de Clsg) par
les logiciels SigmaPlot et Table Curve

Fig. 35 : schéma général des tests antiparagitaires
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Ce témoin permet d’apprécier la croissance des parasites puisqu’ll ne contient pas de
produit a tester. Le degré de cette croissance permet d’évaluer par la suite la capacité des
produits testés & inhiber la croissance des parasites. Un témoin négatif (sang non parasité)
est nécessaire pour la lecture en cytométrie de flux. La culture est effectuée dans des
plagues de cultures cellulaires en polystyréne a 96 cupules (Plague Nunc). Pour chaque
concentration, deux cupules sont utilisées & raison de 200ul/cupule. Les deux cupules
serviront a ia lecture au cytométre. La plaque est ensuite placée dans un incubateur a CO;
a 37°C pendant 48 heures sans renouvellement de milieu.

4.2.3.3 Lecture de la parasitémie

L’évaluation de ia pamasitémie a été faite par la technique de cytométrie en flux
(Reinders et al., 1995 ; Van der Heyde et al., 1995).
Aprés 48 heures d’incubation, le sumageant est aspiré et remplacé par du PBS contenant
1% d’hydroéthidine qui est métabolisé par les parasites vivants en bromure d'éthidine,
sonde fluorescente de FADN (Wyatt et al., 1991). Une nouvelle incubation de 20 minutes
a 37°C est effectuée. Le contenu des cupules est transféré dans des tubes correspondants
puis est lavé trois fois avec du PBS simple. Le culot est repris ensuite dans 1mi de PBS
simple et homogénéisé. 40pul de cette solution sont mélangés dans 1ml de PBS simple
contenu dans un tube Falcon et amené a la lecture au cytométre.
Cette lecture est basée sur la détection de l1a fluorescence du marqueur fixé 4 I’ADN du
parasite. Un cytogramme prenant en compte la fluorescence et Ia taille, permet de
différencier les hématies parasitées des hématies saines. Le systéme informatique couplé
a l'appareil (Cytométre de flux de type FacSort (Becton Dickinson)), permet d'obtenir fe
pourcentage d'hématies parasitées sur une lecture de 10 000 cellules.

4.2.3.4 Expression des résultats
Cette étape consiste a déterminer la Clso (Concentration Inhibitrice de 50% de la
prolifération des parasites). Deux logiciels informatiques sont utilisés 4 cet égard.
- le logiciel SigmaPlot : 1l est utlisé pour entrer les données, qui correspondent aux
pourcentages de la parasitémie lus par le cytométre aprés 48 heures d’incubation et pour
chaque concentration donnée. Ces valeurs sont saisies aprés avoir soustrait celles du
témoin négatif. La valeur du témoin positif correspond 4 100% de la prolifération des

parasites.
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- Le logiciel Table Curve 2D jandel Scientific version 3.0 est utilisé pour tracer la courbe
de la concentration du produit en fonction de la parasitémie (figure 4). Une régression
non linéaire établie entre le pourcentage d'hématies parasitées par rapport au témoin et
les différentes concentrations des extraits permet de déterminer cette Cls.

Une analyse de la variance (ANOVA) a été effectuée pour chaque modéle. Le coeflicient
de comélation a été calculé.

4.3 Tests antiparasitaires sur les souches sauvages

Ces tests ont été réalisés dans le laboratoire d’'immuno-parasitologie du centre
National de Recherche et de Formation sur la Paludisme (CNRFP) & Ouagadougou
(Burkina Faso) et au Cenire de Recherche en Sciences Biologigues, Alimentaires et
Nutritionnelles (CRSBAN). Pour la culture des parasites, nous avons utilisé le principe
basé sur Pinhibition de la prolifération des parasites selon Trager et collaborateurs
(Trager et al., 1976, 1987).

4.3.1 Préparation des concentrations des extraits végétaux

Les plaques de culture cellulaire (Nunk) a 96 cupules ont été utilisées. Les extraits
alcaloides totaux ont éé dissous dans le diméthyle sulfoxide (DMSO) 4 raison de
Img/ml. La solution a été filirée au filtre millipore 0,22mm. A partir de cette solution,
des dilutions ont été fartes dans les cupules de la plaque de culture contenant la solution
de RPMI 1640 (Sigma Chemical CO) & raison de 200p! par cupule. Cette séance de
dilution faite sous une hotte & flux laminaire (Bioblock-scientific type $~2000 1-8) dans
des conditions de manipulation stérile a permis d’obtenir des concentrations différentes
des extraits & tester. Les plaques sont ensuite placées a I'étuve 4 45 °C afin d’évaporer la
solution de RPMI 1640 sans les extraits.

4.3.2 Souches de parasites

Il s’agit des souches de Plasmodium falciparum prélevés chez des individus
vivants dans les milieux ruraux. Il s’agit des individus symptomatiques ou
asymptomatiques du paludisme qui ne sont pas sous pression médicamenteuse contre le
paludisme. Le prélévement se fait le matin du jour des tests antiparasitaire. Les parasites
ne sont donc pas maintenus en culture continue. Ces souches ont été obtenues par
prélévemnent veineux sanguins chez des individus de moins de 4 4 10 ans vivant dans un



village (Wavougué) situé a environ 40 Km au nord de Ouagadougou, la capitale du
Burkina Faso. Ces enfants ont été choisis parce qu’ils font partir de la catégorie
d’individus dont la prémunition au paludisme n’est pas trop développée. Par conséquent,
il est facile d’avoir des individus qui hébergent les parasites du paludisme.

Pour notre étude 25 enfants ont été prélevés. Le sang a été récupéré dans un tube stérile
(venoject) contenant de I'anticosgulant (Edta k3E). Les tubes sont gardés a la
température ambiante et transportés au laboratoire pour la culture.

4.3.3 Culture des parazites

Sous une hotte stérite, le sang obtenu des prélévements veineux est transvasé dans
des tubes stériles de 15 mi (Falcon). Pour chaque sang, une goutte épaisse et un frottis
sont élaborés. Le frottis est fixé avec du méthanol 96%. Les lames sont séchées et
colorées au Giemsa 5% pendant 45 mimutes. La lecture est faite au microscope
photonique au grossissement x 100 (Olympus model Ch20 BIMF200). Les parasitémies
supérieures 4 0,5% ont été retenues pour les tests. Ainsi, 6 isolats ont été concernés par
I’étude. Ces 6 isolats ont été centrifugés 8 1600trs/minute pendant 5 minutes a ’aide
d’une ultracentrifugeuse (Sigma Laborzentrifugen 4 K15 Bioblock). La fine couche
blanche entre le culot de sang et le sérum est éliminé. Le sérum est récupéré. Le culot est
résuspendu dans du RPMI 1640 simple et centrifugé a 1600trs/minute pendant 5 minutes.
Le surnageant est éliminé et remplacé dans la méme quantité de RPMI 1640. Le
processus est répété 3 fois pour chaque isolat. Le culot de chaque isolat est mis en
suspension dans du RPS10 (RPMI 1640 + sérum 10%) pour obtenir un hématocrite de
2% (1ml de culot dans 50 mi de RPS10). La solution sanguine est distribuée dans les
cupules de la plaque de culture préparée contenant les extraits a raison de 200ul/ml
(Moreno, 2001). Des cupules ne contenant pas d’extrait ont servi de témoins positifs. Les
plaques sont ensuite incubées dans un dessicateur contenant de I’eau. Une bougie a été
allumée an moment de V'incubation afin d’éliminer 'oxygéne et créer un milieu a CO,.
Le dessicateur est placé a la température ambiante du laboratoire pendant 48 heures.

4.3.4 Evaluation de la parasitémic

Aprés 48 heures d’incubation, les plagues sont sorties, le surnageant est éliminé et
le culot est utilisé pour faire des frottis. Les frottis sont fixés au méthanol 96% et séchés.
La coloration est faite au Giemsa 5% pendant 45 minutes. Les lames sont ensuite lues au
microscope & I’objectif x 100. En considérant le nombre estimatif de globules rouges par

87



champ, le nombre de champs et le nombre total de parasites observés, on a déterminé le
pourcentage de la parasitémic.

4.3.5 Expression des résuliats

L’expression des résultats basée sur la détermination de la Clso, a été faite selon le
méme procédé que celui appliqué pour les souches de laboratoire (voir 4.2.3.4).
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Chapitre. III

RESULTATS ET DISCUSIIONS




1. Enquéte enthnobotanique et choix des plantes

Lors de I'enquéte réalisée dans la province de Kadiogo en 1999, particuliérement
dans la ville de Quagadougou, 44 plantes ont été recensées. Parmi les 44 plantes, Cassia
siamea, Fadogia agrestis et Terminalia macroptera étaient les favorites parce qu’elles
étaient les plus citées et les moins étudiées sur le plan chimique et pharmacologique.
Cassia siamea (citée 11 fois), a été choisi sur la base des tests pharmacologiques faits sur
les extraits bruts en 1989 et qui avaient donné une inhibition de 100% de la croissance
des parasites a 30pg/ml. Le choix de Terminalia macroptera (citée 7 fois) a été basé sur
le fait qu’elle est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle dans le traiternent des
maladies infectieuses (Baba-moussa, 1999). Fadogia agrestis (citée 8) est une plante qui
n’a jamais fait ’objet d’étude, ce qui a motivé son choix.

Au cours de la deuxi¢éme enquéte effectuée en 2000, 141 plantes antipaludiques

utilisées en médecine traditionnelle au Burkina Faso particuliérement dans la zone de
Bobo Dioulasso, ont été recensées. L’inventaire de ces plantes révéle que 3 espéces sont
trés souvent utilisées car elles sont les plus citées. Il s’agit de Paverta crassipes qui a éé
citée 14 fois, 12 fois pour Acanthospermum hispidum et pour Crossopteryx febrifuga.
Par ailleurs une plante citée 4 fois a été retenue pour notre émde. Il s’agit de Ficus
sycomorus. Son inclusion a éé motivée par des informations données un forestier. 1l a
rapporté que les feuilles de la plante contenaient de la vitamine A et que les écorces de
tronc contenaient de la vitamine C qui favorisait la fixation du calcium dang le cas du
paludisme grave.

Le travail ethnobotanique a ét¢é effectué dans la ville de Ouagadougou, dans la
ville de Bobo Dioulasso et dans 5 villages enviromnnants de Bobo Dioulasso, auprés de
tradithérapeutes, des herboristes, des phytothérapeutes. Le but du travail était d’identifier
les plantes utilisées en médecine traditionnelle pour soigner le paludisme. Il a consisté a
poser des questions aux personnes rencontrées sur les plantes qu'ils connaissaient et qui
traitaient le paludisme en milieu tradimonnel. Certains nous citaient des plantes alors que
d'autres nous renvoyaient fouiller dans des documents des centres de documentations
qu'ils nous indiquaient.

Au total 185 informations ont été abtenues. Sur l'ensemble des informations
recueillies lors des deux enquétes ethnobotaniques et suite a une recherche
bibliographique, nous avons retenu sept plantes appartenant a cing familles
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différentes(tableay XM). Elles ont été retenues selon les critéres de sélection suivants: i)
pas d'étude clinique ou pharmacologique approfondie sur la plante; ii) plantes les plus
fréquemment citées par les personnes rencontrées lors de I'enquéte ethnobotanique. Les
plantes retenues & l'issue des deux enquétes ont été récoltées en fonction des parties
utilisées dans la pharmacopée et référencées

Tableau XII : Plantes retenues pour les études phytochimiques et pharmacologiques
préliminaires

Nom: de la plante Famille Partie utilisée référence
Acanthospermum hispidum DC Asteraceae Tiges feuillées =~ BM-gh00
Cassia siamea Lam Caesalpiniaceae feuilles BM-cs99
Crossopteryx febrifuga (AFZ. Ex G.

Don) Benth Rubiaceae feuilles BM-cf)0
Fadogia agrestis Schweinf. Ex Hiern Rubiaceae feuilles BM-fa%99
Ficus sycomorus L Moraceae feuilles/ écorces de  BM-fs00

tronc

Pavetta crassipes K. Schum Rubiaceae feuilles BM-pc00
Terminalia macroptera Guill. et Perr Combretaceae  écorces de racines BM-tm99

Les informations collectées lors des enquétes ont montré que les préparations
traditionnelles de ces 7 plantes sont des décoctés. Le matériel végétal est utilisé frais ou
sec. La préparation dure 3 heures maximum. Le trastement consiste a boire le décocté 1 a
2 fois par jour pour les enfants et 3 a 4 fois par jour pour les adultes. Les doses sont
fonction de I'dge. Ce traitement est accompagné de bain corporel. Le traitement se
poursuit jusqu’a guérison. En général, lorsque le traitement dépasse trois a sept jours sans
amélioration, on peut avoir recours 4 un autre traitement utilisant une autre plante. Les
résultats obtenus sur ces plantes sont consignés dans le tableau XI11.



Tableau X111 : Piantes les plus utilisées dans 1a pharmacopée traditionnelle selon les deux enquétes menées

Nom de la plante Nbre (%)  groupes  Date de Date de Etat/ Mode d’administration
de citation  ethniques 1'enquéte récolte  préparation

Acanthospermum hipidum DC 12(8,51%) M, B, Da 12/2000 122000  *F/S/D Bain corporel, voie orale

Cassia siamea Lam 11 (7,80%) M, B 1171999 12/1999  *F/S/D Bain corporel, voie orale

Crossopteryx febrifuga (AFZ. Ex G. 12(8,51%) B, Da, Di M 12/2000 12/2000 *F/S/D Bain corporel, voie orale, bain

Don) Benth de vapeur

Fadogia agrestis Schweinf. Ex Hiern 8 (5,67%) Di, B 11/1999  12/1999  *F/S/D Bain corporel, voie orale

Ficus sycomorus L 5 (3,54%) M B 12/2000  12/2000  *F/S/D  Bain corporel, voie orale, bain
de vapeur

Pavetta crassipes K. Schum 14 (9,92%) B, Da, DLM, 12/2000 12/2000 *F/S/D Bain corporel, voie orale

Terminalia macroptera Guill. et Perr. 7 (4,96%) M, B 11/1999 12/1999  *F/S/D Bain corporel, voie orale

* F/S/D: frais/sec/décoction, B: Bobo, M: Mossi, Dg: Dafin, Di: Dioula
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L’étude bibliographique rapporte des résultats ethnobotaniques similaires
précédents ont montré I'usage traditionnel de certaines de ces plantes. C’est ainsi qu’une
¢tude faite au Ghana a confirmé la large utilisation de P. crassipes en milieu traditionnel
pour traiter la fi¢vre, les troubles respiratoires (Amos et al., 1998 ; Irvine et al., 1961,
Gbeassor et al., 1989). Terminalia macroptera est une espéce de la famille des
Combretaceae qui est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle contre les affections
antibacténiennes (Baba-moussa et al., 1999 ; Jurgen et al., 2001 ; Silva et al,, 1997).

2. Etudes phytochimiques

2.1 Extraits bruts

Le travail phytochimique préliminaire que nous avons effectué & partir des
extraits bruts des sept planmes (Cassia siamea, Fadogia agrestis, Terminalia macroptera,
Pavetta crassipes, Acanthospermum hispidum, Ficus sycomorus, Crossopteryx febrifuga)
nous a permis de mettre en évidence les composés principaux présents dans chaque
extrait. Nous remarquons que Pavetta crassipes, Acanthospermum hispidum sont les
seules a contenir des alcaloides. Des composés terpéniques ont été également mis en
évidence. Les composés majoritaires (Tableau XIV).

Tableau XIV: Résultats des tests préliminaires phytochimiques des extraits bruts

Plantes composés chimiques

Pavetta crassipes alcaloides, flavonoides
Crossopteryx febrifuga saponosides, flavonoides, alcaloides
Cassia siamea alcaloides, flavonoides

Fadogia agrestis flavonoides, saponosides, alcaloides
Terminalia macroptera saponosides

Acanthospermum hispidum alcaloides

Ficus sycomorus saponosides, flavonoides

Remarque: les composés marqués dans le tableau sont ceux révélés par des révélateurs
universels et confirmés par des révélateurs spécifiques.
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2.2 Extraits totaux et substances isolées

Les travaux phytochimiques réalisés sur les différentes plantes (P. crassipes, C.
siamea, T. macropiera et Acanthospermum hispidum) sont basés sur les extractions, le
fractionnement et la purification par des méthodes chromatographiques préparatives.
Pour apprécier la pureté des produits isolés, la méthode chromatographique analytique a
été appliquée, ce qui a permis de déterminer le Rf de chaque produit.

2.2.1 Extractions et purifications

2.2.1.1 Etude phytochimique de Pavetfa crassipes
L’étude phytochimique de Pavetta crassipes a conduit & obtenir des extraits
alcajoides et méthanoliques totaux. Le schéma général regroupant les travaux
phytochimiques réalisés sur cette plante organisé et présenté comme suit (figure 36).

2.2.1.1.1 Les composés alcaloidiques
o Extraction
Pour obtenir ces alcaloides la méthode classique d’extraction a été appliquée sur
900g de poudre. Le poids des alcaloides totaux obtenue a été de 562 mg soit un
rendement de 0,062.

0 Etude analytique

L’analyse chromatographique sur couche mince des extraits bruts, & révélé la
présence de deux alcaloides majoritaires et d’autres composés chimiques. Pour contrdler
la présence de ces différents composés alcaloidigues, la plaque de gel de silice 60F3s4
est utilisée. Le milieu de migration est composé de CHCl; — MeOH (9 :1) + 0,25 ml de
NH,OH. Les alcaloides, aprés migration sont observés 'UV et révélés au réactif de
Draggendorff . La présence de I'alcaloide est caractérisée par la couleur jaune orangée.
Cette révélation des alcaloides dans I’extrait total, nous a conduit 4 une purification.
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e

percolation avec de I’éther de pétrole

Marc délipidé

Percolation avec du CHCI3
Extraction liguide-tiquide

MARC SECHE

AICALOIDES TOTAUX
562 mg, r=0,0624

CP sur colonne ouverte
PS : gel de silice 60F 254
PM : CHCI; - MeOH (8 : 2)

Extraction au MeOH 50%
yophilisation

CP sur cartouche Sep-pak

PS : gel de silice greffée RP-18

PM : MeOH, H20 (en gradient
par palier)

b ] \
™P | TIPL | T2 | TRP
140mg 18mg 5 78mg 127mg

Figure 36 : Schéma général des travaux phytochimiques sor P. crassipes
(CP : Chromatographie préparative, PS : Phase statiormaire, PM : Phase mobile)



a Porification

La technique de chromatographie préparative sur colomne ocuverte 8 éé utilisée
pour isoler les différents alcaloides comtenus dans les extraits totaux. La phase
stationnaire est le gel de silice 60F2 L’élutbon est faite 4 la pression atmosphénque
avec le mélange CHClL: — MeOH (8 :2) comme phase mobile. 300mg d’alcaloides totanx
ont €té purifiés. Les fractions sont récupérées a rason de 1ml par tube. Le contrdle CCM
a été réalisé, selon Ja méthode analytque décrite dans matériel et méthodes. Tl nous a
permus de regrouper en 4 fractions:

- Fraction | : ne contient pas d'alcaloides

- Fraction 2 : est I'akcaloide ALFPC1 majoritaire pur.
- Fraction 3 : est I'alcaloide ALPPC2 munoritaire pur
- Fraction 4 : traces d’alcaloide et d*autres composés.

Les produits ont migrés sur la plagque de gel de silice 60F,s4 avec CHCl3 — MeOH
9:1H) + 025 ml de NH,OH comme solvant de migration Les alcaloides révéiés
n’absorbent pas a 'UV. Le réactif de DragendorfY pulvérisé sur les taches apparues sur la
ptaque CCM, a permus de confirmer ce groupe chimique par sa couleur spécifique jaune
orangé (Figures 37 et 38). Les deux produits obtenus sont :

- alcaloide | majonitaire pur (110 mg soit un rendement de 0,36) avec un Rf = 0,675,
symbolisé par ALPPC1
- 'alcaloide 2 miporitaire pur (30 mg sont un rendememt de 0,1) avec un Rf = 0,],
symbolisé par ALPPC2

Fig.37 : plaque CCM aprés isolement de " alcaloide pur |

Fig.38 : plaque CCM aprés isolement de I’ alcaloide pur IT
e -
el
. g - - - & AN . . . P L
Tar Tae  Tes T T2 T v Tan T Tan
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2.2.1.1.2 Les composés terpeniques (MPC)

»  Extraction

L’extraction des composés terpéniques de P. crassipes, a été fatte selon la méthode
d’extraction des composés méthanoliques décrite dans matériel et méthodes. Le systéme
d’extraction par percolation a I’hydrométhanol a été appliqué. Dans notre cas le MeOH 50%
a ét¢ utilisé. Elle a été faite sur la poudre déa utilisée pour extraire les alcaloides. Aprés
percolation, le méthanol est évaporé et la phase aqueuse résiduelle est lyophilisée. On
obtient ginsi un extrait total MeOH 50% sec. Le poids que la masse des extraits
méthanoliques est de 155 g soit un rendement de 0,175.

»  Etude analytique

Pour contrdler 1a présence des types de groupes chimiques dans I'extrait total
MeOHS50%, I'extrait a é&¢ analysé par CCM sur deux types de plaques :
Plaque 1 : silice RP-18F;s,, avec le MeOH —H;0 (50 :50) comme solvant de migration.
Plaque 2: silice 60Fyy avec le CHCL-CH,OH-H;O (40: 15: S ) comme solvant de
migration.
Les deux types de plagues om été révélés avec le méme révélateur. Quatre taches sont
apparues aprés pulvérisation d’acide sulfurique 20% et 10 minutes de chauffage a I’étuve.

»  Purification
Pour isoler ces composés, deux purifications successives ont été adoptées:

a) La premiére a permis de faire un fractionnement en appliquant le systéme de
chromatographie préparative phase liquide basse pression (voir 1.3.1). La phase
stationnaire est le gel de silice greffée Lichroprep® RP-18. La pression d’élution de
I’échantillon était de S bars. La composition de la phase mobile en gradient par palier est :

MeOH-H,0 (20 : 80) : 2L

MeOH-H;0 (30 : 70) : 1L

MeOH-H20 (40: 60) : IL

MeOH-H,0 (50 : 50) : 1L

MeOH-H;0 (60 : 20) : 1L

MeOH-H,0 (70 : 30) : 1L

MeOH-H;O (80 : 20) : IL

MeOH pur : IL

Cing (5) grammes d’extrait MeOH 50% sont solubilisés dans 30ml de MeOH 20%.
L’échantillon solubilisé est chargé en téte de la colonne et élué par les différents solvants
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sous upe pression de S bars. Les fractions sont récupérées a raison de 100ml par flacon.
Aprés controle CCM les fractions identiques sont regroupées. Le méthanol est évaporé et
les phases aqueuses résiduelles sont lyophilisées (Figure 39).

Extraits McOHS0% (5 000 mg) |

CP basse pression
PS : Gel de silice greffée RP-18
PM : MeOH, H;O (en gradient par palier)

FA | FB FC FD | FE FF FG | FH FI KJ FK
3150 187 23 25 i 15 25 140, 70 63 49 n

Figure 39 : Practioonement de I'extrait sec de Pavetta crassipes par chromatographie
préparative liquide basse pression (Chromatospac). Toutes les valeurs sont en mg.

De toutes ces fractions

- FA contient trois produits identifiés par leur couleur : tache rase (TRP), premiére
tache jaune (TIP1) et deanaéme tache jaune (TJP2)

- FD contient TJP1 presque pur

- FG contepart une tache mauve (TMP) pur

b) Les fractons FA et FD contenam pos groupes chimiques révélés dans I’extrait
total MeOH 50%, om subi le dewxaéme type de purification. Elle a é1é faite en appliquant {a
chromatographie sur colorme ouverte sous pression atmosphénique. La phase stationnaire est
le gel de silice 60F3sy et le mélange AcOEt-MeOH-H,0 (40 : 15 : S ) en mode isocratique
comme phase mobile (Figure 40).
Les fractions ont €té récupérées a raison de 1ml par tube ur lesquelles les contrdles CCM
ont été effectués. Les fractions identiques contenant nos produits purs, ont été regroupees,
concentrées & I'aide d’un évaporateur rotan{ et elles ont été lyophilisées.
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CP saur colonne ouverte
PS : gel de silice 60Fs4
PM : CHCl-MeOH-H,O0 (40 :15 :5)

TIP1 (pur) TJP1+TIP2 TIP2 (impur) | TRP (impaur) |l

traces 140m (18mg) | (71mg)

Figure 40 : Purification de Ia fraction FA de Pavetta crassipes par chromatographie sur
colonne osuverte

Les produts purs isolés sont consignés dans Je tablean. Le comrdle CCM fait sur les
produits a mas en évidence le produn suivant (figure 41):

Tebtean XVI : Produits isolés de I’ extrait MeOHS0 de Pavetta crassipes

Fraction Prochuts Quaninié  Rendement Référence
résultants (rmg) frontale (Rf)

EXTRAIT ™P 140 0,28 0,275

MeOHS0 TIP1 I8 0,072 0,32

Fig. 41: Plaque CCM aprés
18olement du produst TIP1
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2.2.1.2 Etade phytochimique de Cassia siamea
Les travaux phytochimiques sur C. siamea ot été réalisés selon le schéma général survant
(figure 42).

P POUDRE
i, 900 g 5
_—

percolation avec de I'éther de pétrole

Marc délipidé

Percolatinn avec du CHCl,

Aadification avec H,S04 (3%) jusqu’a pH3
Alcalinisation avec NH40H (30%) jusqu’a pH8
Extraction avec du CHCl,

ALCALOIDES TOTAUX .

CP sur colonne ouverte
PS : gel de silice 60F 34
PM : CHCly — MeOH (8 : 2)

Fraction CA Fraction CB [

CP sur cartouche Sep-pak
PS : gel de silice greffée RP-18
PM : MeOH, H;O (en gradient par palier)

Figure 42 : Schéma général des travaux phytochimiques sur Cassia siamea



2.2.1.2.1 Extraction des alcaloides totaux

Ces travaux ont porté essentiellement sur Uextraction et la purification d’un produit
majoritaire qui se comporte comme un alcaloide. L'extraction a été réalisée a partir de 900g de
poudre. La méthode classique d’extraction des alcaloides totaux donnée précédemment, a été
appliquée. La poudre délipidée est soumise a une percolation. Les alcaloides totaux ont été
purifiés par partage liquide-liquide avec des solutions basique et acide. La masse des alcaloides
totaux obtenus a été de 388 mg soit un rendement de 0,043. Ce rendement montre la faible
teneur des alcaloides dans les feuilles de cette plante sans ignorer aussi certaines pertes
probables lors de |'extraction.

2.2.1.2.2 Etude analytique

Le controle CCM réalisé sur l'extrait alcaloidique, a permis de trouver un milieu
satisfaisant pour la séparation des produits. Cette séparation a été faite sur la plaque de gel de
silice 60F2s4, avec le CHCl; — MeOH (8 : 2) comme milieu de migration. Aprés migration les
produits ont é1é révélés par lecture sous UV avant pulvérisation Dragendorff. Le produit
majontaire recherché nommé CB2, présente une fluorescence bleu-violette aux rayonnements
UV a 365 nm et une fluorescence bleu-clair 4 254 nm. 1l a domné la coloration jaune orangée
avec le réactif de Dragendorff. Ce composé majoritaire se comportant comme un alcaloide, a
¢été soumis & une purification par chromatographie pr. ive.

2.2.1.2.3 Purification
<% CP sur colonae ouverte
Le produit a été purifié par chromatographie préparative sur colonne ouverte de gel de

silice 60F354. La phase mobile est un mélange CHCI; — MeOH (8 : 2) I'élution est réalisée en
mode isocratique. L’échantillon a été élué sous pression atmosphérique. Les fractions ont été
récupérées & raison de 1ml par tube sur lesquelles les controles CCM sont effectués. Le solvant
de migration sur plaque CCM était le méme que celui de la chromatographie préparative. Le
réactif de Dragendorff est utilisé comme révélateur. Ce contrdle permet d'apprécier la pureté
du produit isolé. La purification a permis d'obtenir deux fractions:
- 1a fraction CA ne contient pas CB2 mais d’autres produits.

- la fraction CB contient majoritairement CB2. Le produit n’étant pas parfaitement pur, une
autre méthode de purification a été adoptée

< CP sur cartouche Sep-pak

Cette technique est utilisée pour parfaire la purification de la fraction CB contenant ia
produit majoritaire obtenue aprés la purification sur colomne ouverte précédente. C’est une
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méthode de purification avec une phase stationnaire déja préte contenue dans une colonne de 2
cm de taille. La particulanté est qu’elie permet de passer I'échantillon en faible quantité. La
phase stationnaire est Silice greflée RP-18. La pression est mamelle a 1'aide d’une seringue et
la phase mobile (en gradiem par palier) est composée de:

H,0 distiiiée : 20m!
MeOH-H,0 (10 : 90) : 20mi
MeOH-H,0 (20 : 80) : 20ml
MeQOH-H;0 (30 : 70) : 20ml
MeOH-H,0 (50 : 50) : 20ml
MeOH-H,0 (70 : 30) - 20ml
MeOH pur: 40ml

Aprés un lavage avec du MeOH pur puis du MeOH (10%), oo charge I'échantillon sohubilisé
dans 0,5mi de MeOH (10%) & l'aide d'une seringue de Iml. Les solvants ont été injectés dans la
colonne et les fractions oot €té récupérées a raison de 1ml par tube. Les contrdles CCM ont été
réalisés sur chaque fraction et la fraction contenant le produrt majoritaire pur a été concentrée a
sec a l'aide d'un évaporateur rotatif.

Le résultat de cette méthodologie a été isolement de d’un produst qui apparait jaune orangé sur
plaque CCM sous J'effet du réactif de Dragendorff (figure 43). On aurait pensé a un alcaloide
mais le test qualitatif d’idestificabon aux réactifs de Mayer et de Boucharda montrent le
coptraire. 11 ¢’agit de la fraction CB2 qu est le produit pur avec un Rf = 0,4. Sur 300 mg de
I’extrait total purifié, 9mg de CB2 pur ont été obtenus et analysés par RMN pour I'élucidation
structurale.

Fig. 43: Plaque CCM aprés extraction et isolement de CB2
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2.2.1.3 Etude phytochimique de Terminalia macroptera
Le travail phytochirmique effectue sur cette plaote a été organisé selon le schéma

général suivant (Agure 44).

Percolation avec de 'éther de  pétrole

Percolation avec du MeOH 80 %
Lyophibsation

Extrait Brut MeOH 80 %, ( 5g) utilisés

CP basse pression
PS : gel de silice greffée RP-18
PM : MeOH, H,O (en gradient par paler)

FTMA | FIME FIMF
185,6mg l 99,9mg 140.1:.1.&I

CP sur colanne ouverte CP sur colonne ouvene CP aur colonne ouverte

PS. gel de Sephadex PS: gel de sitice 60F;4, PS: gel de silice 60F344
LH-20 PM: CHCI;-MeOH-H,0 PM: CHCl3-MeOH-H,0
PM: MeOH pur (80 :20 :2) (80:16 :2)

24 mg 7,5 mg 53 m 4mg
CP sur cartouche Sep-

PS; gel de slice greffée RP-18
PM: MeOH, H;0 (en gradiem par palier)

TME2 (12 mg) !

Figure 44 : Scbéma général des travaux phytochimiques sar Terminalia macroptera
102



2.2.1.3.1 Extraction des composés terpéniques
Cette plante a é¢ étudiée spécialement pour ses composés saponosigues. Pour les
obtenir une extraction au MeOH80% a été effectuée. La méthode d’extraction au MeOH
80% a été adoptée (voirl.1.2, type IT). Aprés percolation, la phase bydrométhanoligue est
concentrée et tyophilisée. Sur 1,5 Kg de poudre utilisée, plus de 100 g d’extraits
MeOH80% ont été obtenus.

2.2.1.3.2 Etnde analytique

Cette technique nous a permis d’obtenir un milieu trés résolutif pour séparer les
différents composés de I'extrait MeOH80%. Ce controle a montré que I’extrait sec
obtenu contenait les saponines majorttairement, et d’autres groupes chimiques
minoritaires. La plaque de gel de silice 60F2s; a été utilisée. Le solvant de migration était
le CHCh-MeOH-H,O (80:20:2). Aprés ia migration, la plaque a été séchée et
pulvérisée avec de la vanilline sulfunque et placée & 1’étuve a 110°C pendant 10 minutes.
Les taches de S saponosides principaux ont été identifiées par leur couleur bleu-violet.
Compte tenu, de la complexité de I'extrait plusieurs purifications successives ont été
réalisées.

2.2.1.3.3 Purification
Les extraits totaux MeOH80% ont subi un fractionnement au chromatospac
(chromatographie préparative phase liquide basse pression). Les différentes fractions
contenant les taches sapomiques majoritaires ont fait I'objet d’une purification par la
chromatographie préparative sur colonne ouverte ou sur cartouche (Sep-pak).

0 CP phase liquide basse pression (Chromatospac)
C’est 1a méthode de purification qui 2 permis de fractionner I’extrart MeOH 80%
contenant les saponosides révélés par la CCM. La phase stationnsire a été le gel de silice
greffée RP-18 et la phase mobile a été composé comme suit:

MeOH-H,0 (20 : 80) : 2L
MeOH-H,0 (50 : 50) : 2L
MeOH-H;0 (80 : 20) : 2L
MeOH pur : 2L
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L’élution est réabsée en gradient par palier. Sg d’extrait MeOH 80% ont été
solubilisés dans 20m! de MeOH 20% a chaque séance. L’échantilon solubilisé a été
chargé en téte de la colonne et élué par les différents solvants sous une pression de S
bars. Les fractions ont été récupérées 4 raison de 100ml par flacon. Le contréle CCM est
réalisé sur les différentes fractions et les fractions identiques sont été regroupées. Le
meéthanol est évaporé el les phases aqueuses résiduelles sont lyophibisées. Les fractions
riches en saponines ont été sourmses a d'autres techniques de punfication afin d’isoler
les saporunes. Ce fractionnement a perous d'obtenir 7 fractions, doat 4 présentent plus de
S0 mg d’extraits saponiques. Tl s'agit des fractions FTMA, FTMD, FTME et FTMF. On
peut noter & partir de ces résultats, qu'il y a au moins deux saponosides différents dans
l'extrait testé (Figure 45).

e

Extrait McOH 80% M
(5 000 mg) |

CP moyenne pression (fractionnement)
PS : gel de silice greffée RP-18
PM : MeOH, H,0 (en gradient par palier)

FTMRB FITMC FrMD FTME l FTMF FTMG

FTMA
Bamg | | 162mg| | 57,1mg|  99,9mg ‘ 140,lmg| | 23mg

185,6mg

|
|
J

Figure 4S: Fractionnement de |'extrait sec de Ternunalia macroptera par
chromatographie préparative liquide basse pression (Chromatospac)

Sur les 3 fracbons obtenues et qui contenaient le plus de saponosides, nous avons testé 3

systémes de chromatographse sur colonne ouverte.

104



0 CP sur colonne ouverte
Sur les trois fractions obtenues par chromatographie préparative liquide basse pression
qui contenaient le plus de saponosides, nous avons testé 4 systémes chromatographiques
différents. Trois fractions ont é&té concernées pour la purification : FTMA (185,6 mg),
FTME ( 99,9 mg), FTMAF (140,1 mg).

» Fraction FTMA
La purification est réalisée sur une colonne de gel de Sephadex LH-20 avec le
MeOH pur comme phase mobile. L’échantillon a été chargé dans la colonne et élué est
effectuée a l'aide de MeOH pur. Les fractions sont récupérées & raison de 1ml par tube.
Le controle CCM a été fait avec la plaque RP-18 et le MeOH pur comme solvant de
migration. Aprés la révélation avec la vanilline sulfurique, les fractions identiques ont été
regroupees et séchées a I’ évaporateur rotatif.

» Fraction FTME

Pour cet isolement, le gel de silice 60Fas,, a été utilisé comme phase stationnaire.
La phase mobile a été le CHCl,-MeOH-H»0 (80 :20 :2) en mode isocratique. La méthode
est identique a celle utilisée pour la punfication de la frachon A a la différence que les
fractions récupérées ici sont de 4ml par tube. Aprés le comrdle CCM avec le méme
solvant et la méme plaque utilisée en CP, les fractions identiques ont été regroupées. Les
solvants CHCl; et MeOH ont été évaporés a |’évaporateur rotatif et la fraction aqueuse
résiduelle a été lyophilisée. Deux fractions saponiques ont été obtenues dont TME!1 était
une saponine pure et FTME2 qui contenait des impuretés. Cette derniére a été repurifiée
par la méthode CP sur cartouche Sep-pak (voir 4.3.3).

» Fraction FTMF

Avant la punfication de cette fraction, un systéme chromatographie a été congu
en vue d'ajuster le Rf 4 0,4 environ pour obtenir une meilleure séparation des produits.
Ainsi le systéme retenu est le CHCl;-MeOH-H,0 (80 :16 :2) en mode isocratique. 100mg
de cette fraction ont été utihsés pour la purification. La phase stationnaire a été le gel de
silice 60F244.
Les fractions récupérées ont été de 'ordre de 4 ml par tube. Aprés les controles CCM
utilisamt le méme systéme chromatographique (solvant et gel) que I'isolement, les
fractions identiques contenant le saponoside recherché, ont été regroupées. Les solvants
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CHCl; et MeOH été ont évaporés a I'évaporateur rotatif et la solution aqueuse résiduelle
des fractions MEOH 2 é¢ lyophilisée.

@ CP sur cartouche Sep-pak
C’est 1a méthode chromatographie utilisée pour la purification la fraction FTME2
tmpure (voir fraction E).
La méthode est identique & celle utilisée pour la purification ultime de la fraction CB2 de
Cassia siamea (voir 4.6.6.2). La phase mobile (en gradient par palier) a été composée

comme suit;

MeOH-H,0 (40 : 60) : 20 ml
MeOH-H;O0 (50 : 50) : 10 ml
MeOH-H,O (60 : 40) : 10 ml
MeOH-H;O (70 : 30) : 10 mi
MeOH-H,0 (80 : 20) : 10 m}
MeOH-H:0 (90 : 10) : 10 ml
MeOH pur : 20 ml

L’isolement a donné les produits purs suivants :

- la saponine pure isolée de FTMA (60 mg) est TMA (20 mg) a été obtenue soit un
rendement de 0,33.

- sur 90 mg de FTME utilisés pour la purification, TME1 a été obtenu pur a raison de 29
mg soit un rendement de 0,32.

- sur 100 mg de FTMF utilisés, nous avons obtenu 4 sapomnes différentes sous cette
condition de purification, avec des rendements assez faibles: TMEl (24mg), TME2
(7,5mg), TMF1 (5,3mg), et TMF2 (4mg).

La chromatographie analytique faite sur les $ produits purs isolés donne des Rf
différentes (hgure 46). Les résultats de cette étude phytochimique sont portés dans le
tableau suivant (tableau XVII).
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Tableau XVII: récapitulatifs des produits isolés de Vextrait MeOH80% de
Terminalia macroptera

Fractiop Produits isolés  Quantité (mg) Rendement Reéférence frontale (Rf)
FTMA TMA 20 0,30 0,34
FTME T™ME! 29 0,32 0,45
TMELI 24 0,24 0,45
FTMF TME2 7.5 0,075 0,76
TMF1 53 0,053 0,80
TMF2 4 0,04 0,53
:a"
e
= e
,I - i b o ]
a8 . ||8 '8 |8
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Fig 46 : Plaque CCM aprés isolement des sapomines

2.2.1.4 Etude phytochimique d’Acanthospermum hispidum

Cette plamte 8 comou un traval phytochimique basé essentielleswent sur la
recherche et I'isolement des alcaloides que les travaux préliminaires ont moutrés.

2.2.1.4.1 Extraction des alcaloides totaux
L’extraction des alcaloides totaux de cette plame a suivi la méme méthodologie
que celle décrite dans matéried et méthodes et utilisée pour les deux plantes précédentes a
savoir Cassia siamea et Pavetta crassipes. 900 g de poudre om été utilisés pour

107



I’extraction. Sur ces 900 g de poudre utilisés les alcaloides totaux ont été obtenus a raison
de 596 mg soit un rendement de 0,00066, montrant une faible teneur de la plante en
alcaloides.

2.2.1.4.2 Etude analytique
La présence des alcaloides totaux dans 4. hispidum a éé révélée aprés une
migration sur la plaque de gel de silice 60F2s4 avec e CHCl — MeOH (95 : §) comme
solvant de migration. Cette analyse a montré que les alcaloides n’absorbent pas aux
rayonnements UV (365nm, 254nm). Par contre, ils présentent une tache jaune orangée au
réactif de DragendorfY.

2.2.1.4.3 Purification

Plusieurs alcaloides ont été mis en évidence aprés le contrdle CCM. Cependant
ces taches trés fines indiquent que leur teneur dans la plante est trés faible. Nous avons
essay€ de les isoler. La CP sur colonne ouverte a été utilisée avec le gel de silice 60F2s4
comme phase stationnaire ; la phase mobile étant le CHCl; - MeOH (8 : 2) en mode
isocratique. Les fractions ont été récupérées a raison de 1ml par tube sur lesquelles les
contrbles CCM omt été effectués. Les fractions idenmtiques ont été regroupées et
concentrées a sec 3 I’évaporateur rotatif. A la fin, des traces de produits purs obtenus ne
nous a pas permis de poursuivre ’étude c’est & dire d’élucider les structures et de faire
les tests pharmacologiques. Une étude plus poussée n’a pu étre faite pour cause
d’insuffisance de matiére de départ disponible.
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2.2.2 Elucidation structurale

L’étude spectroscopique par la résonance magnétique Nucléaire et de Ia
spectrométrie de masse réalisée sur les différents produits isolés, a donné des spectres
dont I’analyse a permis de décrite les molécules correspondantes.

2.2.2.1 Les alcaloides de Pavetta crassipes

2.2.2.1.1 Elaeocarpidine (ALPPC1)

¢ Spectrométrie de masse;
Electrospray positif (ESH) m/z ; 268 (MH"), 170, 168.
MS/MS sur fragment a 268 m/z : 84.
Formule brute : CyyHyN;

Le produit PC1 est un alcaloide comme te montre la tache jaune orangée avec le réactif de
DragendorfT spécifique des alcaloides.
Sa masse moléculaire est de 267 uma et correspond a la formule brute C;7H;;Ns.

.« RE Magoétiane Nuciéai

Le spectre de RMN du proton du composé PC1 montre la présence de 4 protons
aromatiques et 16 protons aliphatiques. Les protons aromatiques résonnent sous forme de
2 doublets élargis et de 2 triplets élargis correspondant aux 4 protons d’un noyau
aromatique substitué en ortho/méta.

Si on examine le spectre de RMN du carbone 13, on observe la présence de 8 carbones
aromatiques : 4 CH et 4 C IV*™ ainsi que 9 carbones aliphatiques : 2 CH et 7 CHa. Ces
signaux sont caractéristiques d’'un noyau indole, notamment les carbones C-2 (135,2
ppin) et C-9 (1380 ppm). On remarque également des carbones déblindés pas la
proximité des azotes : C-11 (48,7), C-13 (61,4 ppm), C-15 (51,4 ppm), C-20 (52,9 ppm)
et C-17 (85,1 ppm).

Ensuite, I'examen des spectres de RMN bidimensionnelles permet de coustruire le reste
de la molécule.

Le proton aliphatique résonnant & 3,37 ppm (H-13) présente une corrélation sur le spectre
HMARBC avec le carbone C-2, ce qui permet de le relier au noyau indole. Sur le spectre de
RMN C", le carbone C-13 apparait a 61,3 ppm, nous pouvons donc situer un azote en
(N-12). Le proton H-13 présente également une petite corrélation sur le spectre COSY
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avec un CH, (H-10; 2,23 et 2,70 ppm), lui-méme couplé 4 un CH, (H-11; 321 et 2,48
ppm). Les protons H-10 corrélent en ./ avec C-2 ce qui permet de construire le cycle :

D’autre part, le proton H-13 est couplé également & un CH; résonnant a 2,23 et 1,86 ppm
(H-14), qui est couplé & un antre CH, (H-15, 3,21 et 2,38 ppm). Le déplacement
chimique de ce dernier permet d’envisager la proximité d’un azote (N-16). Le carbone C-
15 (51,4 ppm) corréle avec les protons d’'un CH; (H-20; 3,06 et 2,31 ppm). Ensuite le
spectre COSY permet de construire I’enchainement correspondant a un cycle : le CH; en
pasition 20 est couplé 4 un CH; résonnant a 1,87 et 1,75 ppm (H-19), lui-méme couplé &
un CHj résonnant & 2,07 et 1,75 (H-18), couplé & CH a 2,70 ppm (H-17). Ce dernier est
porté, comme le montre le spectre HMQC, par un carbone caractéristique résomnant a
85,1 ppm (C-17), déblindée par la proximité des 2 azotes en positions 12 et 16. Ceci est
confirmé notamment par les corrélations J > observées entre le carbone C-17 et le proton
H-15, ainsi qu ‘entre le proton H-17 et les carbones C-13, C-15 et C-19.

PC1 correspond donc & la structure de V’élacocarpidine qui fut isolée pour la premiére
fois de Elaeocarpus archboldianus par Johns (1968).

La structure est confirmée par le fragment caractéristique a m/z 84 observé sur le spectre
de masse en MS/MS (figure 47) :

m/z 8¢
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Tableau XVIII :

Fig. 47: structure de I’ elasocarpidine

COSY et HMBC (CD;0OD; 400,13 MHz) de L’éseocarpidine

(ALPPCI)
Position | & 'H(/Hz) 8 13C CoSsy HMBC
2 - 1354 - .
3 . 108,0 - -
4 - 128 4 . -
5 737brd(7,8) | 118,6 H-6, H-7 C-3,C4,C-7,C-9
6 696brt(7,5) | 119,8 H-S, H-7, H-8 C4, C-5,C-7, C-8
7 7,03 dd (8;7,5) | 1219 H-5, H-6, H-8 C-5,C-8,C9
8 7,28brd(8) | 12,0 H-7, H-6 C-4,C-6,C-7
9 - 138,0 - .
10 2,92m 22,6 | H-10(2,70), H-11, H-13 C-2,C3
2,70 m H-10(2,92), H-11, H-13 C-2, C-11
11 32l m 48,7 H-10, H-11 (2,48) C-3, C-10
2,48 td (11,0;3,9) H-10, H-11 (3,21) C-3, C-10,C-13
13 337brd(11,5) | 61,3 H-10, H-14 C-2, C-11,C-15
14 2.23brd (13,0) | 29,6 | H-13, H-14 (1,86), H-15 C-13, C-15
1,86m H-13, H-14 (2,23), H-15 C-2, C13,C-15
15 32lm 51,5 H-14, H-15 (2,38) C-13,C-14,C-17
2,38 brt (11,5) H-14, H-15 (3.21) C-14
17 270 m 85,1 | H-18(2,07), H-19 (1,75) C-13, C-15,C-19
18 2,07m 30,0 H-17, H-19 C-19
,L75m H-17, H-19 C-19
19 1,87 m 20,6 H-18 {2,07), H-20 C-18
1,75m H-18 (2,07), H-20 C-17
20 3,06t (8,4) 52,9 H-19, H-20 (2,31) C-15,C-17, C-18,C-19
2,31 q(8.5) H-19, H-20 (3,06) -
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2.2.2.1.2 Hydroxyélaéocarpidine (ALPPC2)

¢ Spectrométric de magge:
Electrospray positif (ESI+) m/z : 284 (MH"),
MS/MS sur fragment a 284 m/z ; 199, 84,
HRMS : nv/z (%) 284,17635 (M+H) [calculé 284,17629], 177 (90), 84 (87)
Point de fusion : 220 °C (décomposition)
UV  Viax (MeOH) nm 274

IR : A (film) cm™ 3333, 2956, 2926, 2856, 1709, 1665, 1597, 1457, 1376, 1213, 1178,
1125, 1038.
[ — 13 (0,03 /100 ml, MeOH)

Formule brute : CyyH;N;0, MM = 283

L’hydroxyélaeocarpidine (ALPPC2) qui présente une structure trés proche de celle
de I’élaeocarpidine (ALPPC1), avec une masse supérieure de 16 uma correspondant a la
formule brute C7H;uaNaO. Le spectre de masse MS/MS présente un fragment 4 m/z 84
commun avec |’élaeocarpidine. Un second fragment & 199 permet de supposer la présence
d'un groupement OH sur la partie gauche de la molécule (voir figure ci-dessous).

m/z 84
N
~ 7

H
-

m/z 199
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s Résonanc i N

Le composé ALPPC2 présente un spectre de RMN du H' trés proche de celui de
'élaeocarpidine. Les signaux de la partie aliphatique sont identiques, seuls changent les
signaux de la partie aromatique. Le spectre montre la présence de 3 protons aromatiques
d'un benzéne trisubstitué : 2 doublets (6,76; 7,10 ppm) et un doublet dédoublé (6,59
ppm).

Sur le spectre de RMN du C", on observe le carbone porteur d’un groupement OH a
151,2 ppm. Si on compare les déplacements chimiques des carbones aromatiques de PC
I par rapport 4 ceux de |'élacocarpidine, on observe que le carbone en position 4
présemte pratiquement le méme déplacement chimique (129,0 ppm) et gue le carbone C-9
résonne & champ plus fort (132,9 ppm), ce qui permet de situer le groupement OH en
position 6. Les sutres carbones du noyau benzénique sont blindés par rapport a ceux de
I’élaeocarpidine (tableau XIX).

L’observation des spectres de corrélation mono et hétéronucléaires, COSY, HMQC,
HMBC, permet de confirmer la structure de ALPPC2 (figure 48)

Le composé ALPPC2 est un composé nouveau, nous Il'avons nommé
hydroxyélaeocarpidine.

Point de fusion : 220-235 °C

Fig. 48: Strucuture chimique de I"'hydroxyélacocarpidine
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Tableau XIX : 'H, COSY ¢t HMBC (CD;0D; 400,13 MHz) de I’ hydroxyélaeocarpidine

Position| & !H (JHz) 5 13C COSY HMBC
- 136,2 - -
3 - 107,3 . .
4 . 129,0 - .
5 6,76 d (2,1) 103,1 H-7 C-3,C-6,C-7,C-9
6 - 151,2 - -
7 6,59dd (8,6;2.1) | 111,6 H-5, H-8 C-5, C-6, C-9
8 7,10 d (8,6) 112,3 H-5, H-7 C-4, C-6, C-7, C-9
9 ; 132,9 - _
10 287m 226 | H-10(2,63), H-11(249) | C-2, 3,11
2,63 d (15,0) H-10 (2,87), H-11 C-2,C-3, C-11
1 3,22 m 487 | H-11(2,49), H-10(2,63) | C-3,C-10,C-13
2,49 td (11,1; 3,5) H-11 (3,22), H-10 C-3, C-10, C-13
13 3,38d(11,1) 61,4 H-14 ~
14 2,22d (12,9) 29,5 | H-13, H-14 (1,85), H-15 C-13, C-15
1,85m H-13, H-14 (2,22), H-15 -
15 3,22m 51,4 H-14, H-15 (2,40) C-14, C-17, C-20
2,40t (11,1) H-14, H-15 (3,22) ;
17 2,75 ¢ (6,5) 85,1 H-18, H-19 (1,76) C-13, C-15, C-18
18 2,10 m 30,0 H-17, H-18 (1,76), H-19 (1,85) -
1,76 m H-17, H-18 (2,10) -
19 1,85 m 20,6 | H-18 (2,10), H-20 (3,08) C-18
1,76 m H-18 (2,10) C-17
20 3,08 (7,9) 529 | H-19 (1,85), H-20 (2,33) C-17,C-18
2,33 q (8.5) H-19 (1,76), H-20 (3,08) C-15,C-19

Les molécules identifiées par RMN et SM sont décrites pour la premiére fois dans
la plante & travers notre étude. la premiére molécule appelée Elacocarpidine (ALPPC1)
a été déja décrite dans d’autres espéces de plantes comme Pelargomium (Geraniaceae)
(Balchin et al,, 1956 ; Diker et al., 1997), Tarerma vamprukii (Takayama et al., 1992),
Eloeocarpus sphaericus, Elaeocarpus archboldianus et Elaoeocarpus dilichostylis (Johns
etal, 1971, 1968) ou synthétisée (Harlet-masson et al., 1969 ; Gribble et al., 1970, 1987,

1988).
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L’alcaloide ALPPC2, a notre connaissance est nouvelle car elle n'a jamais été
précédemment décrite dans la littérature. Il a &€ pour le moment nommé
hydroxyélaeocarpidine parce qu’elle contient la structure de base d’élaeocarpidine et un
groupement hydroxyl qui le différe de celleci. Cette différence a été observée sur la
plaque CCM ot les Rf sont parfaitement différents. Les spectres de la RMN et de la SM
ont confirmé la nouveauté du produit. Cependant des études complémentaires (point de
fusion, pouvoir rotatoire) restent & faire pour caractériser la molécule afin qu’elle soit
effective.

2.2.2.2 Les composés terpéniques de Pavetta crassipes

2.2.2.2.1 Acanthospermol B-Galactosidopyranoside

¢ Spectrométrie de masse ;
Electrospray positif (ESI+) m/z : 507 (MNa*), 991 (2M + Na)”,
> MS/MS 507 m/z : 345 (MNa'-162; perte sucre)
Electrospray négatif (ESI-) m/z : 989 (2M- 2H+ Na), 967 (2M-H) ", 505 (M-2H+Na) ", 483
(MN-H)".
-> MS/MS m/z . 465 (perte d’eau), 179, 161.
Formule brute : CxHOg; MM = 484
Le spectre de masse de TM1 montre une masse moléculaire de 484 uma, correspondant a la
formule brute C26H4:Os. La perte du fragment a m/z 162 (ES}+) indique que ce composé est
un glycoside et que I’aglycone présente une masse de 322 uma.

o Résonance Magnétique Nucléaire
ton Y (400,13 MH2z)

Le spectre de RMN du proton du produit TM1 est caractérisé par la présence d’un sucre et
d’une génine. Les signaux du sucre apparaissent entre 3,40 et 4,14 ppm, le doublet 4 4,14
ppm étant caractéristique du proton anomérique. Ces signaux correspondent au galactose, en
effet la constante de couplage Jy.3-.u4 = 3 Hz est caractéristique (pour Gic = 8 Hz).

D’autre part, on observe 4 singulets correspondant a 4 CH, : 3 sont blindés : 0,72; 0,83 et
0,91 ppm et un est plus déblindé : 1,66 ppm.

Dans la région des protons éthyléniques, on observe les signaux de deux protons. Le proton
éthylénique résonnant a S,35 ppm sous forme d’un triplet élargi (H-14), est couplé, comme le
montre le spectre COSY, avec le CH; a 1,66 ppm, ainsi qu’a un CH; résonnant a 4,09 et 4,05
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ppm (H-15, 2 dd; J = 12,8 et 6 Hz), ce dernier est déblindé par la présence de la double
linison et d’un groupement hydroxyle porté par le méme carbone. Le CH; résonnant & 1,66
ppm est couplé également & un CH; résonnant a 2,17 et 1,85 ppm (H-12), lui-méme couplé A
un autre CH; résonnant & 1,65 et 1,46 ppm.

Cet enchainement nous permet de construire le fragment suivant :

2 CH;
11
H 14 15

2

o =

T~

D’autre part, les protons éthyiéniques résonnant & 5,13 et 4,86 ppm (CH:-19) montrent une
petite corrélation sur le spectre COSY avec un proton résonnant a 2,17 ppm (H-9). Ce proton

est lui corrélé avec un CH; (H-11). Nous avons donc le fragment suivant relié au précédent
par le carbone 12 :

Le proton résonnant i 4,51 sous forme d’un singulet élargi (H-7) est couplé aux protons
résonnant & 1,82 et 1,59 ppm (H-6). Ces derniers sont couplés a un proton apparaissant & 2,15
ppm (H-5). On a donc le fragment suivant :
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D’autre part, le proton & 3,37 ppm (H-3) caractéristique d’un groupement CHOH est couplé a
un méthyléne résonnant a 1,93 et 1,59 ppm (H-2). Le spectre COSY montre une corrélation
de ce CHz avec un autre CH; (H-1). Le fragment suivant est donc envisageable :

RMN 13;

Le spectre de RMN du carbone 13 montre la présence de 26 carbones, dont 4 éthyléniques.
Les carbones du Galactose apparaissent a2 100,3 ppm pour le carbone anomérique et entre
62,6 et 76,6 ppm.

BMOC, HMBC -

Ensuite, ’examen des spectres de carrélation HMQC et HMBC permettent de relier les
différents fragments.

On peut observer par exemple que le proton anomeérique (H-1") présente une corrélation avec
le carbone résonnant & 78,3 ppm (C-7). Le galactose est dong lié 3 la génine en position 7.

Le proton H-7 corréle avec les carbones C-5 et C-9, ce qui permet de relier C-7 et C-8 :

Le carbone C-9, porte le proton H-9 corrélé avec le CH,= en position 19, ainsi qu’avec le
CH; en position 18.
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D’sutre part, le carbone C-5 peut étre relié en /* au 2 méthyles en position 16 et 17. Or ces 2
CH; corrélent avec le carbone en position 3 permettant de relier les carbones 3 et 4.

Nous pouvons en conclure que la structure du composé TMP correspond donc 2
I’ Acanthospermol f-Gal, "diterpéne galactoside” (figure 49) isolé précédemment de
Acanthospermum hispidum (Ramachandran et al., 1976). La comparaison des déplacements
chimiques observée en RMN du proton avec les données publiées pour ce composé confirme
1a structure.
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Tableau XX: COSY et HMBC (CD3;OD; 400,13 MHz) de I’Acanthospermol-f-

Fig.49 : structure de I’ Acanthospermol-—galactosidopyranoside

galactosidopyranoside
Position 8 1H (JHz) 8 13C COSY HMBC
1 1,60 m 328 H-2 -
1,46 m B2 -
2 1,93 m 27,1 H-1, H-3 -
1,59 m H-1, H-3 -
3 3,37brs 77,0 H-2 -
4 - 38,3 - -
5 2,15m 41,8 H-6 C-4, C-10,C-9
6 1,82 m 30,5 - -
1,59 m - -
7 4,51 brs 78,3 H-6 C-5,C-9,C-I’
8 - 147,7 - -
9 217m 51,4 H-11, H-19 C-18, C-19
10 - 40,4 - -
11 1,65 m 22.8 - -
1,46 m - -
12 217m 39,1 - C-20
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1,85 m - -
13 - 140,4 . .
14 5,35 brt (6,4) 124,7 H-15, H-20 C-12, C-19, C-20
15 | 4,09dd(128;60) | 595 H-14 C-13, C-14
4,05 dd (12,8; 6,0) H-14 C-13,C-14
16 0,91s 29,1 - C-3,C-4, C-5, C-17
17 0,83 s 22,6 - C-3, C-4, C-5, C-16
18 0,72's 14,2 H-1 C-1, C-9, C-10
19 513brs 113,1 | H-9, H-19 (4,86) C-7,C-9
486 brs H-9, H-19 (5.13) C-7,C-9
20 1,665 16,3 H-12, H-14 C-12, C-13, C-14
L 4,14d (1,7 100,3 H-2’ C-7
2 3,57dd (9,6;7,8) | 72,5 H-1, H-3’ C-1’,C-3, C-5°
3 343dd(9.6,34) | 749 H-2’, H4’ (C-1’,C-2’, C4")
4 3,80 d (3,0) 70,4 H-3’, H-5’ c-2’,C-3
5 3,401 (7,6) 76,6 H-4', H-6’ (C-1’, C4)
6 3,74dd (113, 78) | 626 H-5’ C-2’,C4’, C-5’
3,70 &d (11,3; 7,3) H-S’ C-2’, C4", C-§
2.2.2.2.2 Rutine (TJP1)

o Spectrométire de masse;

Electrospray négatif (ESI1-) m/z : 609 (M-H)".

MS/MS sur fragment & m/z 609 : 301 (perte 162 + 146) ~> aglycone de masse 302.
MS/MS/MS sur fragment & m/z 609 -> m/z 301 : 273 (perte 28), 257 (perte 44), 179, 151.
MM =610

Formule brute : CyyHsoO1¢

Le composé TIP]1 qui est la rutine, a été isolé sous forme d’une poudre amorphe jaune-
orangé et apparait en tache jaune par chromatographie analytique a I’acide sulfurique qui est
le révélateur.

Le spectre de masse en électrospray négatif montre une masse de 610 uma, correspondant a
1a formule brute C;7HOs6. La perte du fragment & m/z 301 (MS/MS) correspond a {a perte
de 308 = 162 + 146, et indique la perte d’un pentose + un hexose. Ce composé est un
glycoside et I’aglycone présente une magse de 302 uma.
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¢ R nee M igue Nucléai

Le spectre de RMN du proton de TJP1 est caracténistique d’un flavonoide
hétérosidique. Le doublet a 1,11 ppm (6 Hz) peut étre attribué au méthyle du rhamnose. Le
proton anomérique résonne a 5,10 ppm (d, 7,7 Hz). Les autres protons correspondant aux
sucres apparaissent entre 3,89 et 3,24 ppm.

Les signaux de la génine apparaissent a haut champ : un systéme ABX (7,66 ppm, d, 2 Hz;
6,87 ppm, dd, 2 et 8,5 Hz, 6,87 ppm, d, 85 Hz) comrespondant aux protons du cycle C
trisubstitué et deux singulets a 6,40 et 6,21 ppm (H-8 et H-6) attribuables aux protons du
cycle A,

Le spectre du carbone 13 montre la présence de 27 carbones et correspond au spectre d’un
flavonoide porteur de 2 sucres. A 17,9 ppm apparait un pic caracténstique du méthyl du
rhamnose, puis entre 104,7 et 68,6 ppm apparaissent les autres carbones des sucres, les
carbones anomériques résonnant 4 104,7 ppm pour le glucose et 102,4 ppm pour le
rhamnose. Le carbone 6 du glucose apparait 28 68,6 ppm, ce déplacement chimque est
caracténstique d’une liaison dans cette position.

Les carbones de la génine résonnent entre 94.9 ppm et 179,4 ppm (C=0). Cette structure
correspond a la rutine (figure 50).

OH

OH CH

OF
OH

OH Q

Fig. 50: structure chimique de la rutine
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Tableau XXI : RMN H' et C** (CD30D; 500,13 MHz) de la rutine (TJP1)

Position | 8 IH (JHz) 8 13C Référence 13C (DMSO, eau deutériés)
2 - 159,4* 156,4
3 451brs 135,6 133,6
4 - 179,4 177.4
5 - 163,0 161,2
6 6,21d(2) 100,0 98,8
7 _ 166,1 164,0
8 6,40 d (2) 94,9 93,6
9 - 158,5° 156,6
10 - 105,6 105,2
1’ - 123,1 121,6
2 7,66 d (2) 116,0 115,3
3 - 145,9 144,6
' - 149,8 148,3
5 6,87 d (8,5) 117,7 116,3
6’ 7,63 dd (8,5) 123,5 121,6
1-glc _ 104,7 103,4
2-glc 75,7 75,3
3-glc 78,2 77,4
4-glc 71,4 71,1
5-gic 77,2 76,6
6-glc 68,6 68,7
1-rha 1024 102,0
2-tha 72,1° 71,5
3-rha 72,2° 71,7
4-tha 73,9 73,2
5-rha 69,7 69,7
6-rha 1,11 d(6,2) 17,9 18,6

*5 . les déplacements peuvent étre intervertis
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2.2.2.3 Elucidation structurale du produit isolé de C. siamea

o Spectroméfrie d¢ masse
MM =232
Formule brute : Cy3H 30,
o Résonance Magnétique Nucléaire

Le spectre de RMN du proton du produit CS1 montre, & champ fort, la présence
de 2 singulets de 3 protons chacun (2,25 et 2,36 ppm) correspondant & 2 groupements
méthyles. A champ faible, on observe la présence de 4 protons résonnant sous forme de 2
singulet & 6,78 et 6,13 ppm, et de 2 doublets 2 6,51 et 6,52 ppm (J = 1,8 Hz), ces derniers
correspondant a 2 protons couplés en méia.

L’association des spectres du carhbone 13 et HMQC montre la présence de 2 CH; a 21,9 et
20,1 ppm ainsi que des signaux trés déblindés correspondant a 4 CH et 7 C, appartenant a une
structure fortement comuguée (pseudogromatique).

La structure de CS1 comrespond an barako! (figure 51) comme le montre I’analyse des
spectres de corrélabon associés aux spectres monodimensionnels. L’association des spectres
HMQC et HMBC a permis d’attribuer les différents signaux. Par exemple, on peut relier les
protons du CHj en S au proton H-9 de 1a molécule par I’intermédiaire des protons H-6 et H-
7:

CH,S5 | HMBC | C-6 HMQC | H-6 HMBC | C-7 HMQC _ | H-7
@ 2,36) 6 1149) 6 6,78) (6 104,D) ?| B 65H)
[
H-9 HMQC | C-9
6 6,52) (3 101,5)

Les protons H-7 et H-9 sont corrélés au carbone C-8, résonnant a 166,1 ppm en raison de la
présence d’un groupement OH en position 8.

Les protons H-3, H-6, H-7 et H-9 présentent une comrélation avec le carbone quaternaire
résonnant & 111,6 ppm et qui peut étre situé en 3b. Ce dernier, présente une corrélation
avec le proton H-3, lui-méme relier au deuxi¢me méthyle en position 2.
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C-3b

HMBC
G111,4)

H-3

©6.13

HM
—

C-3 | BMEC
s

;2
(6,25)

La présence des oxygénes en position 1 et 4 est déduite du déplacement chimique des
carbones : C-2, C-9a sont déblindés par le présence d’un oxygéne en position 1, alors que
C-3a, C-5, C-9a sont déblindés par le présence d’un oxygéne en position 4.

H CHg

+H,0

Fig. 51: structure chimique du barakol

Tableau XXII ;: HMBC (CD30D; 500,13 MHz) du barakel

Position 3 H (JHz2) 5 13¢C HMBC

2 - 164,1 -
3 6,135 103,1 C-2, C-3a, C-3b, C-6a, CH3-2
3a - 150,9 -
3b - 111,6 -
5 - 148.6 -
6 6,78 s 114,5 C-5, C-3b, C-6a, C-7, C-9a, CHz-5
6a - 139,7 _
7 6,51d(1,8) 104,0 C-3a*, C-3b, C-6, C-6a, C-8, C-9
8 - 166,1 _
9 6,524 (1,8) 101,5 C-3a*, C-3b, C-7,C-8,C-9a
Oa - 157,2 -

CH;-2 225s 20,1 C-2,C3

CH;-5 2,365 219 C-5,C6

* corrélation observée avec I’un des protons en position 7 ou 9.
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Les travaux phytochimiques réalisés sur C. siamea ont permis d’isoler le Barakol
qui était le produit majoritaire identifié. Cette molécule présente une structure de base
d’un alcaloide déja isolé par Samia et collahorateurs (1984). Nous confirmons cette
structure trouvée. Cependant nous avons mis en évidence pour la premiére fois son
activité antiplasmodiale contrairement au autres études précédentes avaient mis en
évidence son effet anxiolytique et sa la structure (Fiorino et a/., 1998 ; Thongsaard et al.,
1997, 1996).

2.2.2.4 Produits isolés de T. macroptera
2.2.2.4.1 Arjungénine (TmE?2)

* Spectrométric de masse
Electrospray négatif (ESI) : 503 (M-H), 485 (M-H,O-H, perte d’eau), 473 [(M-CH=0-H),
groupement CH>-OH] , 441 [(M-H,0-CO;) ; perte de COOH)].
Formule brute : CioHOs; MM = 504.
Le produit TmE2 nommé arjungénine, est un triterpéne comme le montre la tache bleu-
violette avec la vanilline sulfurique qui est un révélateur des triterpénes.
Le spectre de masse (ESI -) montre un pic de masse a 503 (M-H), comrespondant & la

formule brute CisHysOs (MM = 504). Les fragments a 473 et 441 indiquent la présence d’un
groupement CH3-OH et d’un groupement COOH.

Py n M igue N

RMN du proton (400,13 MHz) :
Le spectre de RMN du proton de TmE?2 est caractéristique d’un triterpéne oxygéné. Il montre
les signaux correspondant a un proton oléfinique (n 5,37 brs), & 5 groupements méthyles (ou
0,705, 0,78 5, 0,92 5, 0,96 s; 1,02 5; 1,30 s) ainsi qu’a des groupements hydroxymeéthines (5u
3,25d; 3,35 d; 3,49 4, 3,68 ddd).

RMN du carbone 13:

Ceci est confirmé par le spectre de RMN du C!3 qui montre 1a présence de 30 carbones. Le
déplacement chimique des carbones oléfiniques (8, 124.,5 et 145,0) suggérent une structure de
type triterpénique pentacyclique avec un squelette oléanane présentant une double liaison en
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C-12 (tableau XXIIT). Les déplacement chimiques observés sont identiques & ceux décrits
pour I'aqugénine (figure 52) (Mahato et al., 1994).

L’arjungénine fut isolée précédemment des écorces de Terminalia macroptera en 1998
(Conrad et al., 1998).

HOy,,,

HO
a
[TTopum—
7

Fig. 52: structure chimique de I’arjungénine

Tablean XXII : RMN H' et C” (CD30D; 400,13 MHz) de Parjungénine

Position 8 IH (JHz) §13C Référence 13C
1 - 47.7 474
2 3,68 ddd (9,5; 4.,8; 2,5) 69,7 68.9
3 335d(9,5) 78,4 78.4
4 - 441 43,6
5 . 48,4 482
6 ; 19,3 18,8
7 - 33,4 33,6
8 - 40,7 40,1
9 - 48,6 48,5
10 - 39,2 186
11 - 287 288
12 5,37 brs 1245 1235
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13 - 145,0 1449
14 - 4277 422
15 - 29,5" 292
16 2,23 m 249 243
17 - 46,9 46,0
18 3,08brs 45,4 44 8
19 3,25 d (4) 82,7 81,3
20 - 36,0 35,7
21 - 29,6° 28 4
22 - 342 33,1
23 3,49d(11) 66,5 66,8
24 0,78 s* 13,8 14,2
25 1,025 17,9 17,7
26 0,70 s* 17,4 173
27 1,30s 25,1° 249
28 - 1833 180,8
29 0,92 s 28,7 29,2
30 0,96 s 25,7 24,9

»b¢ - Jes déplacements peuvent étre intervertis.

2.2.2.4.2 Acide séricique (TmF2)

Electrospray négatif (EST) : 503 (M-H), 485 (M-H,O-H, perte d’eau), 473 (M-CH,=0-H),
groupement CH,-OH), 441 (M-H,0-COz2) ; perte de COOH en C28).

Formule brute : Ci;yHg0Og; MM = 504,

Le spectre de masse ESI- du composé TmE2 est identique A celui de I’arjungénine.

e R Magnétique Nuckéai

RMN du proton (400,13 MHz) :

Le spectre de RMN du proton de TmF2 présente de grandes similitudes avec cetui de TmE?2 :
un proton oléfinique (8u 5,31 brs), 5 groupements méthyles (8 0,74 s; 0,92 s; 0,95 5; 0,97 s;
1,22 g; 1,28 s) et 4 groupements hydroxyméthines (Ou 3,25 d ; 3,35 d; 3,49 d, 3,68 ddd).
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RMN d ae 13:

L’acide séricique (TmF2) présente 30 carbones et une structure trés proche de TmE2.
En effet, la plupart des déplacements chimiques sont similaires 4 ceux de TmE2. Quelques
déplacements sont modifiés en position 3, 5, 11, 16, 23 et 24, Le déplacement chimique des
carbones 23 et 24 (8¢ 23,7 ; 66,2) indique que le groupement hydroxyméthyléne est situé en
position 24 (Hosup et al., 1998).

L’analyse des spectres de cormrélation COSY, HMQC et HMBC ont permis les
attributions précises des différents signasux (tableau XXIV). TmF2 comrespond donc a un
isomere de I’arjungénine, I’acide séricique (figure 53). la comparaison avec les données de la
littérature a permis de confirmer la structure de TmF2 (Hosup et al., 1998).

L’acide séricique fut isolé précédemment des écorces de Terminalia macroptera en 1998
{Conrad et al., 1998).

COOH

Fig.53: structure chimique de I’acide séricique
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Tableau XXIV : RMN H' et C* (CD30D; 400,13 MHz) TmF2

Pasition 3 1H (J Hz) § 13C COSY HMBC
1 1,92 dd (4; 12,5) 47,7 |H-1(0,89), H-2, H-3 -
0.89 m H-2 -
2 3,77 ddd (9,8; 4,3; 2,9) 69,6 H-1, H-2 C-1,C-3
3 3,04 d (9,6) 86,0 H-1(1,92), H-2 C-4, C-2, C-23, C-24
4 - 444 - -
5 0,98 m 57,3 - R
6 1,61 m 20,0 - .
1,46 m (ou sext) - .
7 0,89 m 34,0 - :
1,31-1,77 m - -
8 - 40,7 - -
9 1,76 m ( ou Q) 493 H-1) -
10 - 39,2 - -
11 1,98 m 25,1 H9 -
1,00 m - -
12 530brs 124,6 H-11 (1,98) C-9, C-13, C-14, C-18
13 - 144 8 - -
14 - 426 - -
15 0,97-,095 m 295" - -
16 2,28 m (td?) 286" | H-15 H-16 (1,61) C-15,C-17,C-28
1,61 m - -
17 - 46,7 - .
18 3,04 m 45,2 H-19 C-12, -13, -14, -16, -17, -28
19 3,24 d (3,4) 82,4 H-18 C-17, -18, -20, -21, =29, -30
20 - 36,0 - .
21 1,00-1,76 m 29 4* - -
22 1,31-1,76 m 34,2 - -
23 1,22 s 23,7 H-24 (4,02) C-2,C-3,C4,C-23
24 4,02d (11,1) 66,2 | H-24 (3,39), H-23 C-3,C4,C-5,C-23
3,39d(11,1) H-24 (4,02), H-3 C-3, C-4, C-5, C-23
25 0,97 s 17,4 - C-1,C4, C-9, C-10
26 0,74 s 17,6 - C-7,C-8,C-9, C-14
27 1,28 ¢ 25,1 - C-8, C-14, C-15
28 - 1825 - -
20 0,92s 28,7° - C-19, C-20, C-21, C-30
30 0,95s 25,1 - C-19, C-20, C-21, C-29
OH 3,30 brs - - -
OH 4,59 brs - - -

*® - les déplacements peuvent étre intervertis
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2.2.2.4.3 Séricoside (TmE1)
o Spectrométrie de Masse:

Electrospray positif (ESI) : m/z 689 (MNa"),

MS/MS sur fragment 4 m/z 689 : 527 (MNa'-162, perte d’un hexose)

-> MS/MS/MS sur fragment 4 m/z 527 -> 483 (MNa'-44, perie CO,)

Formule brute ;: C3cH0y ; MM = 666

TmE] présente une masse de 666 uma, correspondant 2 la formule brute CisHsz0;;. On
observe sur le spectre une perte de 162 par rapport an pic de masse, suivie d’une perte de 44,
ce qui indique la présence d’un groupement COOH estérifié par un hexose. La génine
présente une masse de 504, ce composé est donc probablement un hétéroside dérivé de
I’arjungénine ou de I’acide séricique.

.« R Magaétique Nucléai

RMN du proton (400,13 MHz) -

Le spectre de RMN du proton de TME] est trés semblable & celui de I’acide séricique. Les
seules différences sont : un doublet & 5,36 ppm (8Hz) correspondant au proton anomeérique
d’un hétéroside et dans les zones de 3,26-3,32 ppm et 3,82-3,74 ppm des signaux
supplémentaires correspondant aux autres protons du sucre.

RMN du carbone 13;

Le spectre de RMN du C!3 qui montre la présence de 36 carbones. Les déplacements
chimiques sont comparés & ceux de Parjungénine et ceux de I’acide séricique. On
remarque notamment que les déplacements chimiques des méthyles en position 23 et 24
permettemt de positionner le groupement CH;OH en position 24. Ceci confirme que la
génine correspond donc a I'acide séricique. Les signaux correspondant au sucre peuvent
étre identifiés a ceux du glucose (tablean XXV).

Le composé TmE] correspond donc au séricoside (figure 54). 11 fut isolé également des
écorces de 7erminalia macroptera en 1998 (Comad et al., 1998).
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OH

~——

S HITI LI

Fig.54 : structure chimique de (a séricoside

OH

Tableau XXV : RMN B’ et C* (CD30D; 400,13 MHz) du séricoside (TmE1)

Position| & {H (/Hz) TME1 8 13C TMEI 5 13C TMF2 § 13C
arjungeénine
1 47,7 47,7 47,7
2 69,6 69.6 69,7
3 3,03d(9,6) 86,0 86.0 78.4
4 444 444 44,1
5 573 573 484
6 1.45m 20,0 20,0 19,3
7 333 34,0 33,4
8 40,9 40,7 40,7
9 49,4 493 48,6
10 39,2 39,2 39,2
1 25,11 251 287
12 532t(3,2) 124,7 124,6 124,5
13 144 4 144 8 145,0
14 42,6 42,6 42,7
15 295" 29,5* 29,5
16 2,32 m 29.4° 286" 24,9
17 471 46,7 46,9
18 3,03 m 45,1 452 454
19 82,4 82,4 82,7
20 36,0 36,0 36,0
21 28,4 29,4* 29,6
22 34,1 342 342
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23 1,228 23,7 23,7 66,5
24 402d(11,1) 66,2 66,2 13,8
3,39d(11,1)
25 094" 17,7 17.4 17,9
26 0,72 s 17.4 17,6 17,4
27 1,285 252 25,1 25,1°
28 - 178,5 1825 183,3
59 093s* 28,6 28.7% 28,7
30 097s*" 24,9 25.1 252°
1’ 5,36 d (8) 95,8
bk 73,9
3 78,3
4 71
5 78,7
6 62,4

Les spectres de la RMN et de la SM ont permis d’identifier les molécules pures
isolées de Zermanalia macroptera. 1l s’agit de TmA, la séricoside (TmE1), I’arjungénine
(TmE2), acide séricique (TmF2), et la TmF1. Ces molécules ne sont pas nouvelles car
elles ont été 1solées dans la méme plante lors des travaux précédents. Nous confirmons
I'existence de ces molécules dans la plante qui sont conforment i celles trouvées par
d’autres auteurs (Conrad et al., 2001, 1998 ; Nongomierma et a/., 1990, 1988 ; Silva et
al., 2000). Les mémes types de molécules ont é¢ isolées dans d’autres espéces de la
plante comme Terminalia bellerica (Nandy et al, 1989 ; Mahato et al, 1990),
Terminalia chebula (Puping et al., 1992), Trachelospermum asiaticum (Abe et al., 1987),
Terminalia arjuna (Honda et al., 1976).

Remarques : 1 es spectres de Ia RMN ont montré que TmA avait ia méme configuration
que le composé TmE1 mais on note la présence d’une molécule de glucose. C’est pour
cela que le nom provisoire est intitulé arjunglucoside. En outre, le produit TmF1 avait la
méme configuration que celle de TmE2. La spectrométrie de masse a confirmé ces
résultats par le fait que TmFl a le méme poids moléculaire que TmE2. Cette
ressemblance structurale peut étre due simplement i une interversion d’atome (H par
exemple) ou de groupement d’atomes (OH, CH3) sur des carbones différents proches.
Des tests de confirmation sont nécessaires pour donner la structure exacte de TmA et
TmF1.
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3. Tests biologiques

3.1 Extraits bruts

Les résultats des tests de l'activité antiparasitaire réalisés sur les extrans
alcaloidiques bruts, aqueux (décoctés), chloroformiques, méthanoliques et
hydrométhanoliques sont présentés dans le Tableau XV. Les valeurs présentées
correspondent aux CI50 relevées des extraits sur les souches de Plasmodium falciparum
aprés 48h d'incubation.

Tableau XV : Résultats des tests préliminaires antiparasitaires sur les extraits bruts

Plante Extraits bruts

alcaloides CHCl, CHiOH CH30H(50%) H;0
P. crassipes <4 >10 >10 >10 > 500
C. siamea 4<Cl<10 >10 >10 >10 23,15
I.macroptera >10 >10 >10 >10 ]
A. hispidum 4< Clso<10 >10 >10 >10 64
C. febrifuga 4<Cle<10  >10 >10 >10 187
I. agrestis 4< ClIso<10 >10 >10 >10 182
F. sycomorus 4< Clsp<10 >10 >10 >10 430
(feuilles)
F. sycomorus >10 >10 >10 >10 63
(écorces)

Suite 4 une recherche bibliographique, nous avons retenn 4 plantes en fonction
des critéres suivants: i) pas d'étude ou pas d'étude approfondie sur la plante,; ii) plantes les
plus fréquemment citées par les personnes rencontrées lors de I'enquéte ethnobotanique |
iti) plantes dont les extraits bruts présentent une bonne activité antiplasmodiale. Les
quatre plantes sélectionnées ont été soumises & des études phytochimiques approndies
afin d’isoler les molécules et évaluer leur activité antiparasiaire sur le Plasmodium

Jalciparum.
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3.2 Extraits totaux et substances isolées

3.2.1 Tests parasitologiques sur les souches de référence

Les tests antiparasitaires réalisés avec les extraits totaux et les produits pur ont
donné des résultats présemtés sous deux formes. Les valeurs des parasitémies sont
consignées dans les tableaux en fonction des concentrations des produits testés. A partir
des ces valeurs et pour la clarté du document, les pourcentages de croissance ont été
calculés ; ce qui a permis de tracer des courbes (% de croissance en fonction de la
concentration des produits purs ou des extraits totaux). L’allure de ces courbes expnme
ici le pouvoir inhibiteur des produits végétaux testés. La décroissance de la courbe de la
concentration nulle (témoin positif) a4 la forte concentration signifie 'inhibition de la
croissance des parasites par les produits. Ainsi lorsque e pourcentage de croissance est
forte, le pourcentage d’inhibition est faible et vis versa. Ces observations ont permis de
voir ’activité antiparasitaire de des plantes étudiées.. Certains produits ont pu étre faits
que sur {a souche W2 (chloroquino-résistante) du fait que la croissance la souche 3D7
(chloroquino-sensible) ne permettant I’évaluation de [activité antiparasitaire.

3.2.1.1 Tests antiparasitaires avec les exirnits de Pavetta crassipes

Les résultats antiparasitaires obtenus 4 partir des extraits végétaux de cette plante
sont présentés sous forme de tableaux et figures ci-dessous. Les extraits alcaloides
totaux (ALTPC) et alcaloides purs (ALPPCl= Elaeocarpidine, ALPPC2 =
Hydroxyélaeocarpidine) ont ¢été testés sur deux souches de référence 3D7 et W2. Les
valeurs de la parasitémie obtenues aprés lecture au cytometre en flux, sont consignés
dang les tableaux XXVI et XXVII. La meilleure activité inhibitrice de la croissance des
parasites a été donnée par ALTPC avec des Clso de 1,23 pg/mt (W2) et 3,45ug/ml (3D7).
L’é idine a donné un pouvoir inhibiteur de la croissance moins important que
celui de ALTPC avec des Clsp de 4,70 pg/ml (W2) et 10,95 pg/mi (3D7).
L’hydroxyélaeocarpidine a été le moins actif que les autres avec une Clsy de 10,70 pg/ml
sur la souche W2. Ces valeurs expnmées en pourcentage de croissance ont été
représentées en courbes de pourcentage de croissance en fonction de la concentration
(figures 55a, S5b, 55¢ et 56a, S6b).
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Tableau XXVI : valeurs exprimant la croissance de la sonche chloroquino-résistante
W2 sous P'effet de des extraits de P. crassipes

Coucentrations (pg/mi) Cls

Extraits

0(T+) 072 0,4 1

2 4 10 (ng/ml)

ALTPC 7,14 838 6,31 5,68
ALPPC1 4,02 3,86 3,83 3.42
ALPPC2 4,02 3,98 3,92 3,85

3,47 2,02 1,39 1,23
235 216 178 4,70
3,69 3,2 294 10,85

% de maturalion
oS
—

2 34 5 617 8 910
Comentranan (pgiml )

W2 par ALTPC

Fig.55a: inhibition de la croissance de la souche ]

% de matossalion
5 &8 8 B

B

C150=4,70ug/mi, = 0,99]
100 = — =

Fig 55b: \nhibrtion de }a croissance de 1a souche
W2 par ALFPC!

120
IOOL{\_ ]
w4 —

60 =

40 o4———

% do tostusation

20 +— -

[ C1S0=1095ugiml.r  1=0,999

6 1 2 3 |

Conccotreton (pg/ml)

Y Lg Y

6 7 8 9 10

W?2 par ALPPC2

Fig.55¢: inhibition de la qoissance de [a souche
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Tableau XXVII: vateurs exprimant I'effet des extraits de P. crassipes sor la
croissance de la souche 3D7

Concentration (ug/mi) Clsa
Extriits ) 02 04 ] 2 a 10 (pg/mi)
ALTPC 7,13 6,05 5,39 5,59 48 2,97 2,51 3,45
ALPPCI 7,13 - 6.15 545 484 476 474 10,95
120 120 -
C150=109pgl r =059
100 100 e -
§ 80 -§ 8o = —
2 6o ot —— =
_g 40 g w4+ = —
20 20 off — o
0 Y v T Al L hLs Al g hl
° o 1 2 3 4 5 & 7 8 9% Y0 0 L1345 678510
Coocentration (pg/ml) Conceutaation (yp/ml)
Fig 56a: inhibiton de la croissance de La sonche Fig 56b: inhibition de L3 croissance de la
iID7? par ALTPC sooche 3D7 par ALPPCI

Dans la méme plante, des extrants alcooliques ont fart [’objet de tests antiparasitaires
avec la souche W2. Ils n’ont étre testés sur la souche 3D7 a cause de sa manvaise
croissance, L’extrant le phus actif a été e TMP qui a donné une Clsg de 4,78 pg/ml. Le
moins achf a été le produits TIP1 avec upe Cly de 7,24 pg/ml. Les résultats en
parasitémie sont représentés dans le tabiean ci- dessous (tableau XXVTII) et les courbes
correspondantes en pourcentage de croissance sont présentées par les figures 57a et S7b.

Tableau XXV : valeurs exprimant I'effet des extraits méthanoligues de P.
crassipes sur la croissance de 1a souche W2

Concentration (j1g/ml) Clss
0 (T+) 0,5 i 5 10 15 20 (pg/mi)
T™MP 9,16 8,38 6,33 4,45 3,47 2,02 1,39 4,78
TIP1 13,6 1265 1143 874 48 38 276 124

Extrait
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© Copecmration |pg/m})
Fig.57a: inhibition de 13 croissance de la Fig $7b: inhibrtion de la croissance de la
soucbe W2 par TmP souche W2 par TIP!{

3.2.1.2 Tests antiparasitaires avec les extraits de 7. macroptera

Les tests antiparasitaires ont été faits avec les produits purs isolés des exirans de
I. macroptera. Certains des produits ont été testés sur la souche W2 uniquement er
d’aurres sur les deux souches. Les valeurs de la parasitémie obtenus sont exprimées dans
les tableanx XXIX, XXX, et XXXJ. Les valeurs de la parasitémie montrent une bonne
inhibition de 1a croissance de la souche 3D7 du produst TmE1 avec une Clsg = 7 pg/ml
contre 14,86 pg/ml pour TmF) et 15,74 pg/ml pour TmA. Les courbes représentatives
montrant I'inhibiton de la croissance des parasites sont exprimées par les figures 58a,
58b et S8c.

Tableau XXIX : valeurs exprimaat I’effet des extraits de 7. macroptera sur la
croissance de la souche 3D7

Concentration (pg/ml) Cls
Extraits 0 (T+) 1 2 5 10 2§ 50 100  (pg/ml)
TmA 681 691 654 563 468 205 1,37 - 15,74
TmE] 3,76 - - 3,13 1,85 1,73 1,29 0,60 7,00
TmF1 3,76 - - 3,50 2,10 1,66 1,17 0,70 14,86
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Fig.58za: inhibition de {a croissance de la
souche 3D7 par TmA

Fig 58b: inhibition de la croissance de la
sonche 3D7 par TmE
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Fig 58¢: inlubioon de la croissance de 1a souche 3D7
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Deux antres produits (TmE2 et TmF2) en plus des trois précédents ont été testés sur
la souche W2. Les valeurs de la parasitémie que le produrt le ptus tnhibiteur de la croissance
est TmE2 avec une Clg = 8,57 pg/ml (tablean XXX), ensuite vient TmE) avec une Cls =
5,05 pg/ml. Leffat des autres produits om eogendrés des Clso de 11,55 pg/ml pour TmF2,
26,34 pg/mi pour TmA et 39,45 pg/ml pour TmF1. Ces valeurs montrent une inhibition de
la croissance des deux souches ce qui montrent les courbes de pourcentage de croissance en

fonction de la concentration (figures 59a, 59b, 59¢ et 60a, 60b).

Tableas XXX : valeurs exprimant I'effet des produits de 7. macroptera sur la
croissance de la souche W2

Extrait Couceatration (ug/ml) Cls
0(TH) 1 2 5 10 25 50 100 (ug/ml)
TmA 655 659 645 519 540 342 137 - 2634
TmEl 39 - _ 381 343 292 269 145 9,05
TmF1 39 - . 3,40 321 242 170 105 39,45

120
< 5100 —CI50=9.05ughnl. 1*=0,993
-3 = f0 |
g 5
: :
§ g %
X * 20
0 r 1 U A 4 A Ty r T Y La
Or——T— T 0 10 20 30 40 SO 60 70 8 90 10
0 10 20 30 40 50 0
Coocemtration (pg/ml) Coucentration (pg/ml)
Fig.592; inhibition de la croissance de 1a Fig 5%: inhibimion de la croissance de la
sonche W2 par TmA souche W2 par TmE
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% de maturation

Fig 59¢: inhibidon de 1a croissance de la sooche W2
par TmF1

Tablean XXXT : valeurs exprimant {’effet des produits de 7. macroptera sur la
croissance de la sonche W2

Concentration (pg/mi) Cls
Extalt  —55) 0.8 j 5 10 15 (pg/mly
TME2 14,5 14,05 13,23 10,20 6,32 4,86 8,57
TMF2 14,53 1438 13,97 11,07 7,88 6,77 11,58
120 CI50=11,55pg/ml, *=0,99
- c 100 R
£ 5
£ 5
: g
3 5 40
e £ 10
0 L r r r 0 1 o k) r T
o 3 6 9 12 15 6 3 6 9 12 15
Concentration (jg/ml) Cancentration (pg/ml)
Fig 60a: inkibition de 12 croissance de la Fig 60b: inhibition de 1a croissance de 1a
souche W2 par TmE2 soache W2 par TmF2

3.2.1.3 Texsts antiparasitaires avec les extraits de Cassia siamea

Les tests antiparasitaires faits avec C. siamea se sont limités a deux extraits : I'extrait
alcaloides totaux et une fraction pur qui est connu sous le nvom de Barakol. Sur la souche
3D7, la Clsg est de 7 pg/ml pour le Barakol 2,5 fois plus faible que celle de ALTCS qui est

de 18,17 pg/ml. Les valeurs de la parasitémie qui omt engendré ces résultats sont
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consignées dans le tableau XOXXII. Sur Ja souche W2, I’effet du Barako! est plus marqué
avec une Clg = 2,5) pg/rol contre 21,54 pg/ml pour ALTCS (tableau YOOXIII).
Les pourcentages de croissance résultants de ces valeurs de la parasitémie, représentés en

courbes montrent une alhre décroissance dans tous les cas quand on évolue de Ja plus faible

concentration & la plus forte. Cette allure expnume une ishibrion de la croissance des

parasites au fur et 4 mesure que [a concentration est élevée (figures 61a, 61b et 62a, 62b).

Tablean XXXII: valeurs exprimant la croissance de ia sooche 3D7 sous V’effet des

produits de C siamea

Councentration (ug/ml) Clg
Extrait 0Ty 1 2 10 25 S0 (pg/mi)
ALTCS 7,23 6,75 6,05 4,58 3,20 2,60 18,17
Barakol 6,81 5,63 5,39 2,37 1,68 1,64 7,00
120 120
C 100 4 CISO=18.17ughml F=0998 100 4 CL0=7.00ug/ml, P=0.987
<) .8
=] B 80
: : >
g E
g 40 8 4
X 99 X 90
0 — — T T Y —r 0~ Yy T T vV T T

0 10 20 3 40 S0
Concentratioo (pg/iml)

0 10 20 30 40 S0
Concenration (pg/m))

Fig.61a: inhubition de 1a croissance de la
soache 3D7 par ALTCS

Fig 61b: inhibition de 12 croissance de la
soiche 3D7 par ALPCS

Tablean XXXIII: valeurs exprimant I'effet des extraits de C siamea sur la croissance

de la souche W2

Concentration (ug/ml) Clg

Extrait —ror s 2

10 25 50 (pg/ml)

ALTCS 4,45 435 3,85
ALPCS 56 3,62 3,11

29 2,10 134 21,54
1,31 1,LIS 034 2,51
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Fig.62a: inhibition de 18 croissance de 1a
souche W2 pay ALTCS

120
100

CI50=2,5 1 pg/ml, r’=0,999

S

% de maturation
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04
0 10 20 3B 40 S0
Concentration (pg/m))

Fig 62b: inhibinon de 18 croissance de la
souche W2 par ALPCS

3.2.1.4 Tests antiparasitaires avec les extraits d ’Acanthospermum

Rispidum

L’extrait « alcaloides totawx » (ALTAH) a été le seul a testé sur Ja souche W2 pour
cette plante. Selon la vatenr de la Clsy (5,02 pg/ml) obtenue aprés 48 heures de cutture,

momtre une vanation décroissance de la parasitémie quand on part de la fatble concentration
a la forte concentratiop (tablean XXXIV). La courbe résuitante des pourcentages de

croissance correspondants aux valeurs de cette parasiéme, montre cefte allure décroissante

synonyme d’upe inhibition de la croissance de la souche W2 par ALTAH (figure 63).

Tableau XXXIV: valenrs exprimant la croissance de la sonche W2 sous Veffet des

produits 4’4 hispidum

Concentration (pg/mi) Cls
Extaat - —5 G 05 : 5 10 15 20 (pg/ml)
ALTAH 0165 862 808 460 202 156 120 sm2

[=]

g

g

E

3

*

Concentration (pp/m))

par ALTAH

Fig.63: inhibition de la croissance de 1a sooche W2
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3.2.2 Tests antiparasitaires sur les isolats

L’activité antiplasmodiale de deux exaraits végétaux de P. crassipes a été évaluée sur
les six isolats. [1 s’agit de Uextran « alcaloides totaux» (ALTPC) et |'Elacocarpidine
(ALPPC1) qui ont montré une bonne activité inhabitrice de la croissance de la souche 3D7 et
fa souche W2.

Les valeurs de la parasitémie des isolats sous 'effet de ALTPC, sont consignées
dans le tableav XXXV. Elles donnent le degré d’inhibition de la croissance des souches
parasitaires par 'extrait exprimé par les Cly résultaates. On constate que la sensibilité des
souches 4 I'extrait est différente d’une souche a I'autre. C'est ainsi que les soucbes les plus
sengibles sont les souches 1 4 5 doot les Cls vanent entre 25 et 47 ng/mi. La Clso obtenue
avec la souche 6 est au mowns 5 foig supénieure aux cinq précédentes avec une valeur de 280

ng/mi.

Tableau XXXV : valeurs de 1a parasitémie sous I'effet des alcaloides totaux de Pavetia
crassipes (ALTPC)

Concentration Parasitémie (%)

(ng/ml) Isolat | Isolat2 Isolat3 [solatd IsolatS Isolat6

25 0,00 0,00 0,03 0,00 0,05 0,02

83 0,09 0,10 0,22 0,15 0,20 0,26

2,76 0,08 0,18 0,44 0,30 0,30 0,40

0,92 0,25 0,26 0,50 0,40 0,33 -

0,306 0,50 0,44 0,45 0,50 ; 0,60

0,102 0,53 0,56 0,60 . 0,66 1,00

0,034 1,25 0,87 0,83 1,26 1,37 1,10

0 (T+) 1,60 2,10 1,80 2,60 2,30 130

Clse (ng/mi) 47 25 30 3 47 280

Les valeurs obtenues aprés la lecture des résultats sont représentées sous formme de courbe
montrant ainsi I’evolution d’inhibition de la croissance des parasites sous 'effet des extrarts
alcaloides totaux (ALTPC) de Paverta crassipes. Les pourcentages de maturation

confortnément aux valeurs de la parasitémie montrent 1'allure décroissance des courbes
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résultamtes au fur et 3 mesure que la concentration de I’extrait croft (figures 64a, 64b, 64c,
64d, 64e et 64f).

120 —————— — 120
| Fig 64a: Isolat 1, CIS0~ 47og/m} Fig 64b: Isolat 2, CI50 = 2Sag/ml |
a 100 1 100 J -
g £ |
o ——— —_— 80 -4 S _'i
E 60-‘ | é 60
g | E
4 40 - g 40
B 30 feee e S 20
0 ’ 0
0 0,030,] 031092276 83 0 0,030,10310,922,76 83 25
concentration (pgfra)) concentration (pg/ml)
120 - 120
Fig 64c: Isolat 3, CI50 = 30ng/m! Fig 64d: fsolat 4, C130 = 31ng/m|
L1000 +h——— —— — 5100-\ L La |
(=] . —
: Bl \
g 8
v ¥ 01
£ R 50+
0 oy vy v 0 LA B S g
0 0,03 0) 03109227 83 25 0 00303105227% 83 25
jon (Jg/ml) Conoentration (pg/mal)
™ Fig 64c: Isolat 5, CIS0 = 470g/ml 10 Y
g e Digias it , ‘001\_ Fig 64f: Isolat 6, C150 = 280 ng/m]
.g o i\ - |
E &0
o 40 ! % 40 N a——
Sy D Y
0 L r L A ‘m O v A J v L8 L L8 L4 ¥ rw v N
0 03 01 09227 83 25 0 003 0, 031 27 83 25
Concentranion (pg/ml) Cancentration { pgfml)

L’élgeccarpidine (ALPPC1) a été testé sur les six isolats, Des valeurs de la
parasitémue lues sopt présentées dans le tableau XXXVI. Elles ont montré upe diversité de
sensibilité des souches au produrt par rapport a celle observée avec ALTPC. Ainsi les
souches 1 et 5 ont été plus sensibles avec uge Clso égale de 34 ng/ml. Les souches 2, 4 et 6
ont é1é motias sensibles que les deurx précédentes exprimant des Cly respecivement de 110,
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120 et 220 ag/ml. La plus forte Clsy exprimée a été obtenue avec la souche 3 dom la valeur
a été de 650 ng/ml.

Les courbes représentatives des pourcentages de croissance inversement proportionnelles
awx pourcentages d’inhibtion somt présentées par les figures 65a, 65b, 65c, 65d, 65e et 651
Malgré cette diversité de sensibilité, elles omt montré une inhibiton de la croissance des

souches par Jeur allure décroissance de la plus faible concentration a la plus forte.

Tableau XXXVI : valeurs de la parasitémie sous effet de I’alcaloide pur (ALPPC1)
isolé de Pavetta crassipes

Couocentration Parasitémie (%)
(pg/ml) Isolat I Tsolat2 [Isolat3 Isoletd IsolatS  Lsolat 6
25 0,10 0,10 0,00 0.00 0,05 0,10
83 0,20 0,22 0,40 0,33 0,20 0,25
2,76 0,30 0,33 0,55 0,30 0,20 0,44
0,92 - 0,40 0,73 0,50 0,58 0,50
0,306 0,45 0,60 1,22 0,80 0,40 0,66
0,102 0,50 1,10 - 1,40 0,60 0,7
0,034 0,80 1,37 1,44 - 1,10 1,2
0 (T+) 1,6 2,10 1,80 2,60 2,30 1,30
Clse (ng/ml) 34 110 650 120 34 220
) T o | 4 P62 CL0 - 0ngrt
2wl N\ §
B Pl —
3w - 3 =
L S— LY D
0 — T 0 —_—

0 003 Qa3 031 276 &3 1S
Concentratioo (ug/ml)

0 003 0) 031 092 2276 &3 28
Conceatration (pg/ml)
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Fig 65¢: Isolm 3, CIS0 = 650 agml | 120 4
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Les tests antiparasitaires réahsés avec 'extrast « alcaloides totaux » d’A. hispidium
ont donné des valeurs de la parasitéone exprimée dans le tableau XXXXVII. Selon Je tableau,
la plus faible Clso obtenue est dii i la sensiilité de I'isolat 1 dont la valeur est de 40 ng/mil.
Les isolats 3, 4, 5 om presque la méme sensibilité par ce qui nous ont montré les valeuss des
Clsp qui ont été respectivement de 90, 100 et 110 ng/ml. Les 1solats 2 et 6 ont présenté des
Clso assez élevées respectivement de 490 et 670 ng/ml.

Les courbes donnent 1'évolution de la croissance des souches en fonction de la
concentration de 'extrait ALTAH (figures 66a, 66b, 66¢, 66d, 66e, 66f). Cefie allure
décroissance de la faible concentration & Ja plus forte momre le pouvorr inhibiteur de la

croissance des parasnes de cette plante.
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Tablean XXXVII: valeurs de la parasitémie sous I'effer des alcaloides totaux
d’Acanthospermum hispidum (ALTAH)

Concentration Parasitémie (%)
(reg/ml) Isolat |  Jsolat2 Isolat3  Isolat4 JsolatS Isolat 6
25 0,03 0,00 0,00 0,03 0,06 0,00
8,3 0,26 0,11 0,25 0,12 0,20 0,23
2,76 0,20 0,41 0,40 0,50 0,25 0,17
0,92 0,32 0,73 0,16 0,66 0,30 0,55
0,306 0,40 1,33 0,44 0,75 0,55 0,87
0,102 - 1,66 1,00 1,44 1,20 1,00
0,034 0,90 - 1,28 1,80 1,30 1,28
0 (T+) 1,60 2,10 1,80 2,60 2,30 1,30
Clss (ng/ml) 40 490 110 100 %0 670
120 - = 120 T Fig 66b: Isolat 2, CI50 = 490 ng/m}
Fig 66a : Jsolat 1, C150 = 40 ng/ml
100 - - Ehpe 2
Sl N A
™ \ | :
g %7 f
Saof— N
X 3
20 {-
0 L v v L] g T LE L 7 L 8 L L]
0 003031052 2,76 83 25 0 01 031092276 83 25
Concentration (pg/ml) Coocen Tetyon (pug/ml)
120 T Fig 66d : 1solat 4, €150 = 100 ng/ml
100 - !
é ,’Ef 1 \ - B
fa: E &0 ;\_\ _ _ —
3 S 40+ - -
® S |
20 4 = |
O 1 L] T ¥ B CEZTasE |
0 0,03 0.1 031092276 83 2§ 0 003 0,1 03109227 83 25
Coucentration (pg/ml) Concentraticn (ug/ml)
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% de malurabion
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Le Barakol est un des produits qui a été testé sur les souches sauvages. Les résultats

obtenus ont permis d’évaluer I'activité antparasitaire de confirmer son pouvoir ighibrteur de

la croissance des parasites du paludisme aprés ce qui a été démontré avec les souches de
laboratoire. C'est ainsi qu’dl a éé plus actif sur la souche 4 avec une Cly = 43 ng/ml par

rappoft aux autres ou il a dormé une activité mhibitrice exprimée par des Clsy varant entre
120 ng/mi et 420 ng/mi. La souche qui & supponé un peu son effet ininbiteur est 1a souche S
avec lequel la Clso a été de 1410 ng/ml (tableau XOXXVII). Les courbes représentatives
(figures 673, 67b, 67¢c, 67d, 67¢ et 67f) montrent cette activité inhibitrice de la croissance

des 1solats.

Tableau XXXVII : valeurs de la parasitémic sous I'effet du Barakol extrait de Cassia

samea
Conceatration Parasitémie (%)
(hg/ml)  Trqlat1 Isolat2 Isolat3 Isolatd IsolatS Isolat 6

25 0,13 000 000 0,06 0.00 0,00
2.3 041 030 022 018 040 0,20
2,76 0.40 0,41 0,14 1,10 1,00 0,40
0,52 053 070 066 : 120 080
0,306 0,73 1,20 0,70 1,37 1,25 0,80
0,102 0,80 - 1,00 1,30 141 0,95
0,034 125 1,90 1,36 1,46 1,60 1,18
T+ 1.6 210 1,80 2,60 2,30 1,30
Clo(sg/ml) 120 420 140 3 1410 140

148



120 120
100 fig 67b: Isolat 2, CISG= 420 ng/m!
& 1 g 100
g 80 "5? 30
3 o 5 60
8 401 g 01—
X 20 J R 04
0 YT Yy o rvy2<yrvyry vy o D Y~ r v r 1 1 v 7 T
0 0030, 03109227 83 25 0 00303 05 276 83 25
Concentration (pg/ml) Cooceutration (pg/ml)
120 fig 67c : Isolat 3, CIS0 = 140 ng/ml | 120 v
100 BT TS | 1 6gé7d: 1solat 4, CI50 = 43 ng/ml
T l 100

R0 4+— S

1 ‘\~,\
20

\,\_; 20 - i
0 l1vr-y-yr1lirr| 0 '_'Y'..‘_r"\"\*_‘l

40 41— —

% de maturation
b

% dc maturation
S

0 003 0,1 031092276 &3 25 b 003 01 031 276 83 25
Counceniration (pg/ml) Concentraticn (pg/ml)
120 - - ~ 320 T , SU—
J( fig 67¢ : Isolat 5, CI50 = 1410 ng/ml fig 671 : Isolat 6, CI50 = 1400 ng/ml
s "7 | :
=) k)
g 80 | g
E 60 ~ .4
£
8 40 1
R PN
20 1
0-
0 6,03 0,1 031092276 83 25 0 0,03 01 031092276 83 25
Concentration (y1g/ml) Couvcenitration (ug/ml)

Pour évaluer Pactivité antiplasmodiale des nos extrarts et produits purs isolés des
plames, il éart oécessaire d’évaluer la sensibilité des isolats a la chloroquine. Ainsi la
chloroquine a été unbsée a des doses de |'ordre de nanogrammes. Les valeurs de la
parasitémie omt permis d’obtemir des Clss en nanogrammes qui sOnt converties en
nanomolaires. Les valeurs trouvées oot été inférieures 2 100 nM valeur, au-dela de laquelle
la souche est considérée comme résistante. Nos tests ont donnés des Clsy compris entre 9 et
15 nM, ce qui est loin de 100nM (1ableau XXXIX). Ces résultats ne montrent qu’aucun des
isolats unhisés, était résistant a la chloroquine.
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Tableau XXXIX : valeurs de I parasitémie sous I'effet de 12 chloroquine

Concentration Parasitémic (%)
(ng/mi) Tsolat 1 lsolat 2 Tsolat3 Isolat4 Jsolat 5 Isolat 6
100 0,00 000 000 000 000 000
50 0,00 010 016 015 020 0,14
25 0,40 038 040 . 063 026
12,5 0,50 0.65 . 072 088 046
6,25 0,70 111 074 125 158 062
3,125 0,38 160 098 18 - 087
0 (T+) 1.6 210 1,80 260 230 1,30

Clso (ng/ml) 38 6,74 3.86 572 977 610

3.3 Discussion des résultats pharmacologiques

L’activité antimalarique de la chloroquine m vitro a montré des Clso de 40,2 ng/ml pour
la souche chloroquino-sensible (3D7) et de 440 ng/ml pour la souche chloroquino-résistante
(W2). Ces résultats ont permis d'évaluer la sensibilité des deix souches en convertissant leg
valeurs des Cls, en tM. Amsi la Cls, de la chloroqumme sur 1a souche 3D7 est de 96,39 nM
alors que celle de la souche W2 est de 1055,55 nM. Ces valeurs confirment que la souche 3D7
est sensible a 1a chloroquine tandis que Ia souche W2 est réxistante si on tient compte dn critére
selon lequel une souche est chloroquino-résistante si Ja Clso de la chloroquine est supérieure a
1000M. Nous avons évalué I'activité antiplasmodiale in vitro de nos extrafts végétaux avec ces
souches de références qui somt des souches maintenues en culture contirue au laboratoire et
avec des souches sanrvages afin de comparer la sensibilité de chaque type.

Dans notre travail, nous avons commencé d’abord par des tests antiparasitaires avec les
souches de laboratoire et les résultats obtenus om été certes drvers mais intéressants.
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La premi¢re de nos plantes étudiées est P. crassipes, une plante selon nos enquétes, est
la phus utilisée dans la zone sud-ouest du Burkina. Les extraits alcaloides totaux de cette plante
ont donné la meilleure activité inhibitrice de la croissance des souches 3D?7 avec une Clsy de
3,45 pg/ml et W2 avec une Clso de 1,23 pg/ml. Ces résultats montrent le potentiel
antiprolifératif de la souche de Plasmodium falciparum. Deux alcaloides purs (Elacocarpidine
et Hydroxyélaeocarpidine) isolés des extraits alcaloidiques totaux ont été également testés et
ont donné des résultats exprimés en Clso de 4,70 pg/mi (Elacocarpidine) sur la souche W2, de
10,8 pug/ml (Hydroxyélaeocarpidine) sur la souche W2 et de 10,95 pg/ml (Elaeocarpidine) sur
la souche 3D7. Is confirment I’activité pharmacologique des Rubiacées plus grande due
surtout aux alcaloides (Hotellier et a/., 1979 ; Bruneton et al., 1993 ; Lamidi et al, 1996 ;
Keita-traore et al., 2000, Kumulungui et a/, 1997, 1998). Outre ces extraits alcaloidiques, des
extraits alcooliques obtenus de P. crassipes ont été testés pour évaluer leur activité
antiparasitaire. Les résultats reportés ont montré une activité inhibitrice de la croissance de la
souche W2. La meilleure Cly a été donnée par I’ Acanthospermol avec une Clso de 4,78
pg/ml ; les autres ayant des Clso supérieures a celle<i. Nous avons mis en évidence les
propriétés aatipaludiques de P. crassipes a travers le pouvoir inhibiteur de la croissance des
souches de Plasmodium falciparum. Le fait d’extraire les alcaloides totaux, d’isoler des
molécules et d’évaluer leurs activités antipaludiques, nous améne a considérer notre travail
comme une étude approfondie par rapport & celle qui a éé faite sur la méme plante uniquement
sur les extraits bruts. Ces extraits avaient donné une Cl 9 de 30ug/ml (Gbeassor et al., 1989).
Par rapport 2 ces résultats, nous avons pensé a une synergie d’action probable des produits de
cette plante. Nous le montrons par le fait que les alcaloides totaux ont une Cly, de 1,23 pg/ml
alors qu’aucun des deux alcaloides isolés n’a une Cls; inférieure a cette valeur bien que tous les
alcaloides n’ont pu étre isolés pour cause d’insuffisance d’extrait et de leur faible teneur (ce
que nous a révélé la CCM). On pourrait penser également a la potentialisation de I’activité
antiparasitaire de P'extrait alcaloides totaux, due a I’ensemble des différents alcaloides qu’il
contient. Nous rapportons de ce fait pour la premiére fois un travail sur la plante de maniére
approfondie.

Nous avons travaillé également sur Cassia siamea, une plante utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter les accés palustres. Les résultats antiparasitaires sur la souche 3D7
ont donné une Clg de 18,17ug/ml pour les extraits totaux et 7,00pg/ml avec le produit pur qui
est le barakol isolé de I'extrait alcaloides totaux. Les valeurs des Cls révélées avec la souche
W2 sont de 21,54ug/ml pour les alcaloides totaux et 2,51pug/ml pour le barakol. Beaucoup de
travaux ont été faits sur la plante surtout sur le plan chimique. Notre étude montre pour la

151



premiére fois, P’activité antiparasitaire de cette molécule de la plante. En observant ces
résultats, on constate que la purification des alcaloides totaux a libéré le barakol qui 8 un
principe actif intéressant. Cela améne a croire & une action antagoniste avec d’autres
molécules, bien que nous le I’avions pas démontrée de maniére éloquente. L’activité¢ du
barakol pourrait étre réduite par la présence des autres molécules dans I’extrait alcaloides
totaux justifiant ainsi les résultats obtenus.

La troisiétme plante de notre étude est Terminalia macroptera dont Pactivité
antibactérienne a été montré par d’autres éudes (Baba-Moussa et al., 1999 ; Silva et a/., 1996,
1997). Comme dans le cas de la plante précédente (C. siamea), son activité antibactérienne a
été démontrée, des molécules ont été isolées mais son activité antiplasmodiale a été prouvée
par notre travail. En effet I’activité pharmacologique de cette plante a été renforcée par notre
étude 2 travers nos tests antiparasitaires. Nous avons donc montré que les différentes saponines
qui constituent les produits majoritaires de cette plante sont a la base de cette potentialité
pharmacologique. Toutes les saponines possédent un pouvoir inhibiteur de la croissance de
Plasmodium falciparum chloroquino-résistant (W2) justifié par les Clsp de 26,34pg/ml
(asjunglucoside), 9,05ug/ml (séricoside), 8,57pg/ml (arjungénine), 39,45ug/ml (arjungénine)
et 11,55ug/ml (acide séricique).

La demiére plante de notre étude est Acanthospermum hispidum, une plante de la
famille des Asteraceae. Cette plante n’a pas connu de traitement approfondi comme les autres

parce que nous nous sommes limités aux extraits totaux pour cause d’insuffisance de la poudre
de drogue. La CCM faite sur nos extraits a montré une faible teneur des quelques alcaloides
révélés dans la plante. Matheureusement la quantité des alcaloides totaux obtenus de cette
poudre n’a pas permis de réaliser I'isolement de ces différents alcaloides. Les tests
antiparasitaires sur I’extrait alcaloides totaux, ont montré une inhibition de la croissance des
parasites (W2) avec une Clsy de 5,02ug/ml. Ces tests confirment 1’activité pharmacologique de
certaines espéces de la famille des Asteraceae comme Artemisia annua ou a été isolé
I’artémisinine ou quinghaosu qui est efficace sur la souche de P. falciparum (Kirby et al.,
1996 ; Meshnick et al, 1996) et est actucliement le deuxiéme antipaludique naturel de
référence aprés la quinine de Cinchona (Debenedetti et al., 2002).

Nous avons donné les différentes valeurs des Clso obtenues lors des tests parasitaires
réalisés avec nos extraits végétaux et produits purs isolés. En effet I’évaluation de leur
efficacité sur le plan antiprolifératif a été exprimée sur la base des critéres établis par des
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auteurs dans la recherche antipaludique comme Rasoanaivo et collaborateurs (1992) et
Crampton et collaborateurs (1993).

Selon ces critéres, un extrait est considéré trés actif si sa Clsp < 5 pg/ml, un extrait est
actif si la 5 pg/mi< Clg < 50 ug/ml, un extrait est faiblement actif si la 50 pg/ml < Clsp < 100
ug/ml et un extrait inactif a une Clso > 100 pg/ml. Par rapport i ces valeurs nous pouvons dire
que toutes les plantes choisies pour ['étude approfondie ont une bonne activité antimalarique
(Clsp < 50pg/ml). Celles qui ont présenté une Clso <= 5 pg/ml ont le meilleur pouvoir
d’inhibition de la croissance des parasites. I s’agit des alcaloides totaux, I’ Acanthospermol de
P. crassipes, e Barakol de C. siamea et les alcaloides totaux d’A. hispidum.

Il existe aussi d’autres critéres de classification des extraits antimalariques en fonction de leur
efficacité. Ils ont été fixés par Deharo et collaborateurs (2000). Selon ces critéres un extrait est
considéré comme actif si sa Clsp < 5 pg/ml. I est modérément actif si sa Clso est comprise
entre 5 et 10 pug/ml. L’extrait est inactif si sa Clsp>10 pg/ml. En vous basant sur ces résultats,
nous confirmons I'efficacité des extraits alcaloides totaux et des produits purs cités selon les
critéres de classification de Rasoanaivo et Crampton donnés précédemment. Dans ce cas, mis 3
part ces produits et ces extraits totaux, seuls I’élaeocarpidine de P. crassipes, la séricoside et
I’arjungénine de 7. macroptera sont modérément actifs. Les autres produits n’ont pas d’activité

En faisant une combinaison des deux types de classification, on peut conchire que les
alcaloides totaux, I’élaeocarpidine, 1’ Acanthospermol de P. crassipes, le Barakol de C. siamea,
les alcaloides totaux d’A. hispidum, la séricoside et I'arjungénine de 7. macroptera, présentent
une bonne activité antiplasmodiale.

Ces résultats confirment |’usage traditionnel de nos plantes et le réalisme de nos choix
apreés I’enguéte ethnobotanique et les tests préliminsires. D’une maniére générale, aucun
produit isolé ainsi que les extraits totaux n’a donné une Cls, >50 pg/ml. Cependant nous ne
pouvons pas dire avec certitude que notre étude a mountré I'efficacité définitive de ces plantes
car certains principes actifs pourraient étre perdus au cours des extractions et purification par
dilution dans les solvants ou par rétention dans le gel. I faut également retenir que nos travaux
phytochimiques auraient libéré le principe actif de certaines plantes expliquant le fait que les
extraits alcaloidiques totaux de C. siamea n’ont pas une activité antiplasmodiale alors que le
produit pur qui est le barakol I’a. Dans la suite des travaux, il sera nécessaire de procéder &
I'étude de la cytotoxacité, la génotoxicité et des tests in vivo avant d’envisager la mise an poim
d’un produit pharmaceutique amélioré au méme titre que les médicaments conventionnels
comme la quinine, la chioroquine et autres.
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Aussi avons-nous réalisé des tests antiparasitaires de quelques extraits (les plus actifs
sur la souche de référence W2) avec les souches de Plasmodium falciparum sauvages. Nous
avons voulu dans ce travail évaluer I’activité inhibitrice de nos extraits sur la souche sauvage et
comparer cette activité 4 celle de la souche de laboratoire quand on sait que cette derniére vit
dans un milieu physiologique artificiel alors que la souche sauvage se trouve dans un milieu
physiologique naturel humain. Nous avons testé donc les alcaloides totaux de Paverta, les
alcaloides totaux d’Acamthospermum, |'élaeocarpidine, le barakol et la Chloroquine sur six
isolats. Les Clyg en ng/ml, trouvées avec la chloroquine et converties en nM, prouvent
qu’aucun des isolats utilisés pour nos essais n’est résistant a la chloroquine ; les valeurs en nM
sont comprises entre 9 et 24. Les résultats obtenus avec les extraits végétaux ont montré que la
plus forte Clso exprimant la moins efficace était de 0,67 pg/mi, infénieure a 1 pg/ml. Cela
prouve une forte sensibilité des souches sauvages a nos extraits donc une trés bon pouvoir
inhibiteur de la croissance des parasites. En faisant la comparaison des résultats des deux tests,
on a constaté que cette sensibilité des souches sauvages était 10 fois plus forte par rapport aux
souches de référence maintenues en culture continue. Cette différence de sensibilité de ces
deux souches (souche de laboratoire et souche sauvage) pourrait s expliquer par deux raisons:

- d’abord par le fait que la souche sauvage n’est pas résistante et peut comprendre les
différentes stades de I’évolution des parasites par rapport aux souches de laboratoire qui sont
monoclonales. Les tests 2 la chloroquine nous ’ont montré avec toutes les Clsg < 100 nM qui
représente la valeur limite de la sensibilité d’une souche a un produit donné selon la littérature.

- la deuxiéme explication pourrait étre le potentiel physiologique du parasite sanvage a
croitre dans un milieu de culture artificiel par rapport aux souches de laboratoire qui sont
maintenues en culture continue en milieu artificiel. De ces résultats nous avons démontré qu’il
est plus judicieux de travailler avec les souches sauvages qu’avec les souches de laboratoire
qui, sous 'effet des produits chimiques, acquiérent une certaine résistance aux extraits.

A partir de notre étude, il est possible de conseiller 3 la population qui utilise cette tradi-
médecine sur le choix des plantes dans le traitement du paludisme. Cela est trés important dans
les soins traditionnels, quand on sait que la population utilise souvent des plantes moins
efficaces qu’ils sont obligés souvent de changer pour d’autres. Ces plantes pourraient étre
produites et entretenues afin de les rendre plus disponibles.
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Les travaux réalisés sur les 4 plantes sélectionnées ont permis d’aboutir aux résultats

suivants :

D’abord sur le plan phytochimique, peuf produits purs ont été isolés des différentes
plantes étudiées. C’est ainsi qu’a partir des alcaloides totaux de Pavetta crassipes, nous avons
150l deux alcaloides. Il s’agit de [I’Elaeocarpidine symbolisée ALPPCl et
’Hydroxyélaencarpidine symbolisée par ALPPC2; ce demier étant un produit nouveaun.
L’extrait total méthanolique de Pavetta crassipes, nous a perrms d’isoler deux produits connus
sous les noms d’Acanthospermol-B—galactosidopyranoside (TMP) et de la Rutine (TJP1).
Toutes ces molécules ont été isolées pour la premiére fois dans Pavetta crassipes. Quant &
Cassia siamea, notre étude phytochimique a permis d’isoler le barakol. Dans Terminalia
macroptera, nous avons frecherché principalement les saponosides. En effet, ’émde
phytochimique de la plante a permis d'isoler quatre saponosides qui sont I’ arjungénine (TmE2
et TmF)), I'arjunglucoside (TmA), le séricoside (TmE1) et I’acide séricique (TmF2).

Sur le plan pbarmacologique, les différents extraits et produits isolés ont &¢é testés sur la
souche de Plasmodium falciparum chloroquino-résistante (W2). Les alcaloides totaux de
Pavetta crassipes et ' Acavhospermum hispidum omt donné de bonnes activités
antiplasmodiales avec des Cls, respectivement de 1,23 pg/ml et 5,02 pg/ml. En ce qui concerne
les produits isolés, un excellent pouvoir inhibiteur de la croissance des parasites a été obtenu
avec I’Elaocarpidine, 1’Acanthospermol-3—galactosidopyranoside isolés de P. crassipes, du
Barakol provenant de C. siamea, de I'arjungénine (TmE2) et du séricoside isolés de T.
macroptera. 1l s’agit des produits dont 1a Cls, est inférieure a 10pg/ml.

D’autre part, certains de nos extraits ont éé testés sur des isolais de Plasmodium
Jfalciparum qui sont des souches provenant d’un prélévement sanguin dans un milieu rural Les
alcaloides totaux de P. crassipes et d’A. hispidum, ’Elaeocarpidine et le Barakol ont été testés.
Les résultats ont été excellents dans tous les cas avec des CI50 inférieures a 1 pg/ml et
exprimées 4 Pordre du nanogramme. Ces valeurs plus de 10 fois inférieures a celles des tests
sur la souche de référence, montrent I’intérét qu’il fandra désormais accorder & I'utilisation des
souches sauvages de Plasmodium falciparum dans I’évalustion de I'activité antiplasmodiaie
des extraits de plante.
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Nous avons montré que les alcaloides, les saponines et d’autres molécules terpéniques,
selon leur provenance, ont des activités antiparasitaires variables. Cette variabilité est
importante pour ['orientation des thérapeutes traditionnels pour une meilleure utilisation des
plantes dans le traitement du paludisme. De nos jours, compte tenu de I’augmentation
inexorable de la résistance de P. falciparum aux antipaludiques de référence, c’est la
découverte de nouvelles substances ne présentant pas de résistance avec des molécules usitées
qui demeure la nouvelle orientation de la recherche dans la chimiothérapie du paludisme.

Notre progmmme de recherche sur les antipaludiques naturels s’inscrit dans la stratégie
actuelle de lutte contre le paludisme préconisée par I’'OMS en 1993. Ainsi, outre le diagnostic,
le traitement et le développement de réseaux de surveillance épidémiologique, il s’agit pour les
pays endémiques du paludisme comme le Burkina Faso de promouvoir et renforcer les
capacités locales en matitre de recherches fondamentales et appliquées en liaison avec d’autres
programmes de recherche d’intérét commun Grice & de telles collaborations, 1a pharmacopée
traditionnelle chinoise a fait des progrés sensibles qui ont permis la mise sur le marché de
I’artémisinine et de ses dérivés. De tout ce qui précéde, il ressort que la médecine traditionnelle
africaine doit étre davantage explorée et exploitée pour découvrir d’autres plantes
antipaludiques et leurs principes actifs.

Un aspect important dans ['ethnopharmacologic, est I'obtention des résultats
ethnobotaniques. 11 s’agit ici d’obtenir des informations justes avec de vrais tradithérapeutes
qui ont le plus souvent besoin d’avoir une confiance pour livrer leurs connaissances. 11 est
évident que pour une amélioration de la pharmacopée traditionnelle, les gouvernements doivent
adopter une politique d’implication officielle de ces tradithérapeutes qui constituent un maillon
non négligeable du réseau sanitaire, avec lesquels il faut compter et dialoguer.

A partir des résiltats antiparasitaires, notre étude fart ressortir 'intérét qu’il faut
accorder quant a la collaboration avec des tradithérapeutes, leur intégration effective dans la
recherche de source d’agents thérapeutiques. Nous confirmons qu’il est évident que cenaines
plantes médicinales locales sont appelées a4 devenir de précieux appoints dans les cases de
santé, les centres médicaux, les hopitaux mais ceci aprés une période de validation et
d’amélioration. Il serait donc intéressant d’effectuer une évaluation de la qualité
microbiologique des préparations traditionnelles afin de minimiser leur risque de
contamination quand on sait que dans les milieux ruraux les régles d'hygiénes ne sont souvent
pas respectées.
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Outre le paludisme, les plantes peuvent étre exploitées pour traiter & moindre coiit, les
autres affections courantes qui sévirent dans nos pays en voie de développement, surtout dans
le milieu rural. Aprés une étude d’évaluation de Vefficacité, de toxicité et de dosage, les
recettes thérapeutiques ameéliorées locales peuvent étre mises @ la disposition de cette
population qui connait des difficultés d’accéder aux soms de santé malgré la présence des
centres de santé encore embryonnaires. Pour y arriver, il appartient de nos jours aux antorités
compétentes en matiére de santé, de porter main forte dans la valorisation de la médecine et la
pharmacopée traditionnelles.

Ces résultats aussi intéressants méritent d’étre poursuivis. Nous envisagerons d’étudier
la cytoxicité, la génotoxicité des meilleurs principes actifs. Nous entreprendrons d’évaluer
P’activité antiparasitaire in vivo des produits non toxiques pour les cellules humaines. Aprés
cette validation, les produits prometteurs feront ’objet de la mise au point des spécialités
locales ou modernes en vue de la réalisation des essais cliniques. Les expériences obtenues de
cette étude nous permettront d’améliorer les études ethnopharmacologiques qui permettront de
découvrir d’autres sources de molécules nouvelles. Elles nous ont donné la conviction que la
médecine traditionnelle peut apporter une contribution réelle dans I’amélioration des systémes
de santé. Dans la suite de notre étude, nous envisagerons également d’évahuer la
potentialisation des effets antimalariques de nos produits isolés qui se sont avérés
antiplasmodiaux, a partir des extraits d’autres plantes nouvelles et certains miro-nutriments
comme le nikel, le zinc, le fer, le cobalt etc. Une étude phytochimique approfondie sur
Acanthospermum hispidum sera poursuivie.
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ANNEXE 2 : Synthése des informations obtenues au cours du recensement
sur les plantes les plus citées

1. Enquéte 2 Léguéma

Léguéma est un village sitné & exrviram 15 Km 3 I'Est de Bobo Dioulasso. Nous avons interviewé xx
persommes tous des tradithérapeutes.
- Thérapente N°1 : il s'appelle Salia Kalo. It est né vers 1936 2 Légnéma. 11 ¢st agricuttcur et tradipraticien de
profession. Salia Kalo a tongtemps wtilis¢ les plantes dans be traitement des affections courantes. 11 donne ici trois
de scs receties qu'il prescrit en soios curatifs du patodisme.

* Crossopteryx febrifuga

11 appelle cette plantc « saiguai sangansd » nom vermaculaire bobo. La récolte se fait pendant la saison
des pluies. Les feuilles fraiches sont idéatement utilisées pour faire un décocté. La préparation se fait dans un
canari ou une marmite avec de 1'can natnrelie' pendamt 2 heures au mains. Le déoocté est utilist A 1a dose de )
catebasse 2 fois par jour poar un cufant. Pour L'adulte, il conseille de boire antant que 1a personne petut (entre 3 4 5
calebasses par jour). Le traitement dure § jours au maxizmmm.

*Acanthospermum hispidum

Cetie berbe dont 1 nom vernaculaire boba est « salossd » est entitrement utilisée par Salia Kalo pour
soigner les sympbmes do palndisme. Elie est récoliée surtout pendarit la saison des pluies. La déoaction est
réalisée dans un canan 3 partic dn matérie]l végétal frais ou sec avec de 1'can naturelle pendant [ 4 2 beures
environ. La préparation ¢s1 boc 3 raison de 2 veryes par jour (matin ¢ soir) pour un enfamt et de 3 verres par jour
(matin, midi et soir) pour un adnlte. Le traitement sc fait jusqu’a soulagement constaté duy malade.

*Pavetta crassipes
Les feuilles de cetie plante généralement wrilisées dans ka préparation de la pile 3 base de farine, 4
1éguéma, sont mossi conseillées par Salia Kalo dans les soins curatifs du palodisme. Les feailles de préférence
fraiches sont portées 3 Sullidon dans |'ean pendant un peu moins d’une heare. Le déoocté obtems est bu A raison
d’'un demi-verre 1 A 2 fois par jour pour un enfant &t 1 verre { a 2 fois par jour pour on adnhe. La durée de
g;ﬂcr\gmn’wpaspwds& 11 doit poursuivre jusqu'a guérison. Cette plante est facilement disponible ¢n saison
pluies.

- Thirapeute N°2 : son nom est Souro SANOU. II est né 3 Léguéma vers 1942 & pratique 1" agricolnure vivriere.
!l donne des soins caratifs 4 partir des plantes médicinalces.

*Crossopteryx febrifuga

1l mtilise les fenilles fraiches de cette plante pour les soins. L’ cavn naturelle est le liqnide de préparation dn
décocté qui se fait pendant un peu moins d'une heure dans un canari. Le panent est traité¢ par voic orale A la dose
d'une demm-calebasse de déoocté 2 fors par joar pour un enfant et 2 calebasses 2 fais par jour pour un aduite. Le
bain corporel doit acoompagner ke traitement par vaie orale 3 raison de 2 fois (matin et sotr) par joar.

* Acanthospermaum hispidum

Les acoés fébriles sont traités avec le déoocté obtenu 3 partir des tiges feutlides fraiches ou séches de cette
plame. 11 est conseillé de Ies utiliser fraiches car séches les feailles tombent facilernent |aissant les épines et les
tiges, difficiles 2 récolter. La déoootion se fait dans un canari avec de I'ean natnrelle pendant | 3 2 heures. Le
traitement est donné fait par voic orale  pour un enfant | 4 2 verres par jour pendant 1 semaine el pour un aduite
3 A 4 verres par jour pcndani ) semaine.

*Pavetta crassipes

Cette piante est conme 50us ie nom vernaculsire bobo de « yantan ». Souro SANOU utilise Je décocté 4
partir des fenitles fratches on siches pour soigner les malades présentant ies sympidmes du patudisme. La
préparation se fait dans un canari pendant 2 § 3 heures de tempe. En ce qui concerne Je traitement, il donne 3
{*enfamt un demi-verre de décoctd 3 fois par jour et | verre 3 fois par jour pour un adulte. Le traitemem dure 4
Jours an moins.

- Thérapeute N°3 : Soumana Sogo dit Kokolo et un cultivaleur radipraticien né 3 Léguéma vers 1932

*Crossopteryx febrifuga

! Ean naturelle : can non traitée provenant d’unc mare, d’un ficuve ou d'un puits ;



Les feuilles fraiches sont utilisées pour faire nn décocté dans un canari avec de 1’ean natorelle pendant un
peu moins d’une heure. La dose pour ke traitement est d'unc calebasse 2 fois par jour pour un enfant et 2 3 3
calebasses 2 fois par jour pour un adulte.

*Acanthospernmum hispidum

Toute la plante herbacée fraiche ou siche est conseillée par ce thérapeute traditionnel comme plante
antipaledique. La préparation (décoction) se fait dans un canari avec de 1'can naturclic pendant 3 heures environ.
Le décocté est bo 4 raison d’un demi-verre 3 fois par jour pour un enfant et 1 verre 3 fois par jour ponr un adulte
¢t cela pendant S jours. [l est aussi utilisé cu bain corporel.

*Pavetta crassipes

Selon Soumana Sogo, Pavefta crassipes du nom vernaculaire bobo de « yantan », soigne les malades
présentant les symprtimes du paludisme. Les fenilles fraiches on séches sont utilisées pour faire ia décoction. La
préparation se fait dans un canari pendant 2 heures environ. Le traitemnent est de | verre de décocté 2 fois par jour
pour un enfant et 1 vesre 3 fois par jour pour un adulte. Le traitement dure 3 & 4 jours an moins.

- Thérapeute N°4 : il se nomme Vinsoun SANOU, né vers 1942 A Légnéma. 1 est cultivateur tradipraticien.

* Crossopteryx febrifuga

{1 utilise Crossopteryx febrifuga du nom vernaculaire bobo « s2iguai sangansd » pour traiter le paludisme.
Les feuilles fraiches on séches sont utilisables. La décoction se fait 1 4 2 heures environ dans n'imparic quel
récipient (marmitc ou canari) avec de 1'can naturelle. Le traitement avec Je décocté se fait par voie orale A la dose
d’un demi-verre 2 3 3 fois par jouy pour un cofant et 1 4 2 verres 2 4 3 fois par jour pour un adulte. Le bain
corporel doit acbompagner le traitement par vose orale & raison de 2 fois (matin et soir) par jour.

¢ Acanthospermum hispidum

Vinsoun SANOU traite les acces féhriles avec cette plante sous forme de décoction. Du nom vernsoulgire
bobo « Salossd », les tiges feuillées de cetic plante sont utilisées fraiches on séches. La déooction se fzit dans un
canari gvec de I'ean nstnrelie. Du sucre peut re ajouté afin d’atténoer un peu le godt amer do décocté. Le
traitement se fait par voie orale, poar un enfant ) calcbesse 2 fois par jour pendant 4 4 S jours et pour an adutte 1
calcbasse 3 2 4 fois par jour pendamt 4 4 S jours.

* Pavetta crassipes

Cette plante cst également conmue du thérapeute N°4. I utilise les fewilles fraiches ponr préparer le
décocté dans un canari ou une marmite avec de 1'cau natnrelle. Le décocté, aprés une heure environ d’éwllition,
cst obtemt. La posologie est d"un demi-verre 3 fois (matin, midi et soir) par jour pour un enfant &t 1 § 2 verres 3
fois par jour pour un adnlte.

- Thérapeste N*S : il s’appelle Vinsoun Abdoulaye SANON. 1l est né en 1972 a Légxéma_ ]l edt agriculteur mais

donne souvent des soins curatifs 3 partir des plantes médicinales de la région. It a cité Croswpteryx febrifuga
comme plante antipaludiqne. Les fenilles de Ia plante sont utilisées fraiches pour préparer ¢ décocté dans un
canari avec de I'ean naturclic. La préparation dure cnviron 1 heare. Pour ke traitement il conseille une calebasse 2
fois par jour pour un enfant et 2 calchasaes 2 fois par jour pour un adulte.

- Thérapeate N6 : o thérapeute traditionned &g¢ de 30 ans environ s'sppelie Kouessé SANOU. Cultivatewr, i
utilise nne déooction des feuilles fraiches on siches de Pavefin crassipes pour soigner les symptémes du
paludisme. La préparation sc fait avec de 1'ean naturclic dans un canari pendant un pen moins dune heure. Le
usitetnent s¢ fail par voie orale, accompagné d un bain corposel. La posologic est d’une calebasse 2 fiois par jour
pour un enfant et de 3 calebasses par jour pour un adulte. Le trajiement sc poursuit jusqu’a godrison.

2, Eaquite i Baré

-Thérapeute N°1 : Sanou Sompru, tradipraticien d’environ 60 ans est né 3 Baré. 11 nous rapporte iCi certaines de
ses recettes de sa pharmacopée locale.

* Crossopteryx febrifuga

Il utilise les feuilles fraiches ou séches de cette plante. La décoction est faite dans un canari avec de ’ean
naturelle pendant 1 & 2 heures. La dose pour le traitement est d’caviron ¥4 de verre 2 fois par jour pour un enfaat et
¥ verre 2 fois par jour ponr un adulte.

* Pave(ta crassipes



11 utidise les feuilles fraiches on séches qu'it récolte pendant 1a saison des pluies. La décoction se fait dans
un capar avec de I'ean naturelle. La préparation dure 1 2 2 heures. Pour ce qui est de la dose, i) conseille V4 de
verre 2 fois par jour pour un enfant et ' verre 2 fois par jour pour um adulte.

- Thérapeute N°2 : il sc nomme Sanou Siné Abraham Né en 1962 4 Bar¥, il est cultivateur tradipraticien de 1a
région. Parmi les recettes de sa médecine traditionnelle figurent les plantes suivantes

*Crossopteryx febrifuga

Les feuilles fraiches ou séches de cette planie sont utilisées. La récolte se fait 2 La saison des phiies. La
décoction est faite dans un canari avec de 1'ean naturelle pendamt 1| 3 2 heures. La dose pour le traitement est
d’environ Y de verre 2 fois par jour pour un enfant et % 4 1 verre 2 fois par jour pour nn adulte. Ce thérapeute
signale un effet indésirable qui peut étre les vomissements.

* Pavetta crassipes

I utilise Les feailles fraiches ou séches qu’il récolte pendant la saison des pluies. La décoction se fait dans
un canari avec de I'cau namrelle. La préparation dure 1 3 2 heures. Pour ce qui es de la dose, il conseille ¥ de
verre 2 fois par jour pour un enfant et ! verre 2 fois par jour pour un adulie. Le vomissement constitue un effet
indésirable.

- Thérapeute N°3 : SIMORO Jean est né vers 1953 2 Yié. 11 est cultivatear tradipraticien 4 Baré. Tl donne ici deux
des recettes qu'il dispose pour les soins curatifs traditionnels du paludisme.

*Paventa crassipes

La partie utilisée de 1a plante correspordd anx feuilles fraiches on séches récoltées surtout pendant la
saison des pluies. La méthode de préparation cst la déooction réalisée dans un canari avec de P’ean naturelle
pendant une heure environ. Le traitement se fait par voie arale et par bain corporel. La dose est d’un demi-verre 3
fois par jour pour un enfant et de 3 verres 3 fois par jour poar un adulte. Le traitement dure 7 jours.

* Acanthospermum hispidum

Selon SIMORO Jean, la plante entidre est wuiilisée fraiche ou siche pour préparer le décocté. La
préparation se fait dans un canari avec de 1’ean natorelle pendant 1 2 2 heures de temps. Le traitement se fait par
voi¢ orale et par bain de vapeur. Le malade doit boire le décocté 2 1a dose de 2 verres par jour pour un enfant et 3
verres par jour pour un adulte jusqu’a gnérison.

A Enquéte i Dinderesso

A Dinderesso, un plrytothérapewrie nous a donné des informations concernant ceraines des planies
amtipaludiques utilisées dans la région. Il s’agit de Alassane QUEDRAOGO né en 1963. I} est agent des eaux et
foréts 4 ’ENEF de Dinderesso.

*Crossoptervx febrifuga

Les feuilles de cette plante sont utilisées fraiches ou séches. Elles sont préparces par décoction dans tout
récipient avec de ’ean namurelle. La quantiné et de 30 g environ pour 1,5 litres d’ean. La préparation nécessite 15
mimues d’ébullition. Le traitement se fait par voie orale, en bain de vapeur et/ou en bain de vapeur. Pour ’enfant,
la dose par voir orale est d'un demi-litre de décocté par jour et pour un adulte 1 litre par joar.

* Acanthospermum hispidum

Du nom frangais « Courtisan de volaille », 1a plante est utilisée entiére selon Alasmme Ouédraogo.
L’espéoe est ndérale et saisonmiére et peut &tre fraiche ou séche. Elle se prépare en décoction dans tout récipient
avec de I’ean panrrelle. La quantité est de 3 litres d’ean. La durée de 1a préparation est de 20 minutes en ébullition.
Elle est utilisée en association avec Cochlospermum planchonii on Cochlospremum tinctorium oa Ficus
sycomorus ssp gnaphalocarpa. Le traitement se fait soit par vaic orale, soit par bain de vapeur on bain corporel.
La dose estd’un 1 litre par jour pour un enfant et 1,5 litres pour un adnlie. Le traitement dure 3 4 7 jours.

S Pavetia crassipes

Cetie espice dp nom vernaculaire mooré « Mink-bissri » est utilisée pour traiter kes malades présentant
Yes symptdmes du paludisme. Les fenilles fraiches ou stches sont utilisées pour faire la décoction. La préparation
se fait dans tout récipient pendant 15 minntes d’éullition. La quantité est de 30 g pour 1,53 titres d’can. Elle est
associée & Acanthospermum hispidum. Le traitement s¢ fait par voic orale, par bain corporel ou par hain de
vapeur. La dose est de 42 verre de déoocté 3 fois par jour pour un adulte pendant 4 3 5 jours. Le traitement poar
un enfaut n’a pas & fourni.

* Ficus sycomorus ssp gnaphalocarpa



Cette espece est citée par le forestier écologiste. Du nam vernaculaire dioula « Toro-kiema » et mooré
« Karkanga », on utilise les feuilles et les éoorces de tronc fraiches ou séches pour préparer le décocté. Tout
récipient peut &re wtilisé pour la préparation. La quantité est de 15 g de feuilles et 20 g d’écarces pour 3 litres
d’eau naturclle. Les plantes associées somt Cochlospermum planchonii et Acanthospermum hispidum. La
preparation dure 20 mimues § ébullition. Le traitement se fait par voie orale, par bain corporel et/ou par bain de
vapeur. Le bain corpore] se fait 2 fois par jour pour tout ge. La dose A boire est d'un demi-litre par jour pour un
enfant et 1 litre par jour pour un adulte. Le traitement dure 3 3 7 jours.

4. Engqoite A Kosndim]

- Thérapeute N°1 : MILLOGO Souro est cultivateur tradipraticien, né vers 1951 4 Koudimi. [l rapporte ici
quelques plantes de sa pharmacopée locale que sont :

*Crossopteryx febrifuga

Du nom vernaculaire bobo « saiguai sangansd », cefie espéce est utilisée pour les soing curatifs du
paludisme. Les fenilles sont utilisées surtont fraiches La préparation traditionnelie est 1a déooction. Elle se fait
dans un canari avec de I’cau naturelle pendant 1 heure environ. Le traitement se fait par voie orale et par bain de
vapeur. La dose est d’une calebasse par jour pour un enfant &1 2 4 3 calebasses par jour pour un adulte.

*Acanthospermum hispidum

Toute la plante herbacée est utilisée fraiche ou siche. Elle est préparée en décoction dans un canari avec
de I'cau naturelle pendant 2 A 3 heures. Le décocté est bu ¢t utilisé en bain corporel. La posologic est dc 1 4 2
petites calchasses par jour pour un enfant et de 3 4 4 calebasses par jour pour un adulte et cela jusqu’d guérison.

*Pavetia crassipes

Cente espice fait aussi partic des plantes utilisées par Millogo Souro. Les feuilles sont utilisées fraiches
ou séches ponr la préparation du décocté. La préparation sc fait dans un canari pendant 1 heure. Le traitement est
d’unc calehasee 2 fais par jour pour un enfant ¢t 2 3 3 calebasses 2 fois par jour pour un adulte et ceta jusqu'a
guérison.

- Thérapeute N°2 : MILLOGO Soungalo est né vers 1954 & Koundimi. 1 est agriculicur tradipraticien. 11 nous a
donné ses recettes de 1a pharmacopée traditionnelle utilisant ces plames.

*Crossopteryx febrifuga

Comme les autres praticiens, il utilise les fenilles de octie espéce fraiches ou séches pour préparer le
décocté. Le maiériel de préparation est Je canari. Le liquide est de | cau naturelle. La préparation dure 2 A 3 heures
de temps. Le traitement se fait par voie orale et/ ou par bain corporel. La dose est de 3 petites calebasses par jour
pour un enfant ¢t 3 calebasses moyennes par jour pour un aduite. Le traitement est poursuivi josqu’d guérison.

*Pavetta crassipes

Selon ce thérapeute traditionne), Paveria crassipes scigne les malades présemant les symptdmes du
pahadisme. Les fenilles fraiches ou séches sont utilisées pour la déeoction. La préparation se fait dans sn canari
pendant 2 heures de temps environ. Le traitement se fait par voie orale, par bain corporel on par bain de vapeur.
La dose est de 2 calebasses par jour poor un enfant ¢t 4 calchasses par jour pour un adnlte. L¢ traitement dure §
Jjours au moins.

- Thérapewte N°3 : un des thémapeuics traditionnels de Koundimi est MILLOGO Z4zounma Né vers 1934, i est

*Crossopteryx febrifuga

It ailise les feuilles fraiches ou séches de cetie espéce. La décoction est faite dans un canari avec de F'ean
naturelle peadam 2 4 3 heures. Du jus de citron est ajoutéd. Le traitement se fait par voie orale, accompagné de bain
carporel. La dose pour L traitement est d*un demi-verre de décocté 3 fois par jour pour un ¢nfant et | verre 3 fois
par jour pour un adnite. Le traitement s¢ poursuit jusqu'a guérison.

*Acanihospermum hispidum

Millogo Zézouma traite les acods palusires avec cettie plante sous forme de décoction. Du nom
vernaculaire bobo « Salossd », les tiges feuillées de cette plante sont utilisées fraiches on séches. La décoction se
fait dans un canari avec de 1'cau naturclic en y gjoutant des morceaux de citron, La préparation dure 1 3 2 heares
environ. Le traitemem se fait par voic orale ef par bain corporel. La dose pour un enfant est d’on demi-verre 3 fois
par jour et pour un adnhe 1 verre 3 fois par jour jusqu’s guérison.



5. Enquite 2 Borodougon

A Borodougou nous avons rencontré, SANOU Paulin Sompro dgé d’environ 72 ans qui est un agriculteur
tradipraticien de profession. De ses informations, nous rapportons celles de deux espéoes de plantes fes plus
connues comme antipatudéenncs dans Ia pharmacopée locale.

*Acanthospernum hispidum

Les tiges feuillées de Ia plante snnt wiilisdes fraiches ou séches La préparation se fait dans un canan
avec de I'ean naturelle portée 4 éullition pendant 2 henres. Le décocté est utilisé par voie orale et par bain
corporel. Le malade doit baire 2 calcbasses par jour s’il est enfant La dose adulte cst de 3 calcbasses par jour. Le
traitement s¢ poursuit jusqn’a guérison

S Pavetta crassipes

1l utilise les feuilles fraiches ou séches de cette espéce pour la préparation du décocté. La préparation se
fait dans un canari avec de I’ean naturelle pendant 1 A 2 heures d’ébullition. Le traitement se fait par voie orale et
par bain corporel. La dose est d’une calebasse par joar pour un enfant et 2 A 3 calebasses par jour pour un adulte
Jjusqu’a guérison.

6. Engoite dans la ville de Bobo dioulasso

- Thérapeate N°1 : QUEDRAOGO Dramane est un herborisic aveugle ot Kpreux. 1] o5t assisté soit de sa femme
soit de son fils d’une trentaine d’anmédes. 11 a eoviron 60 ans. Cet herboriste a accepté de nous donner fes receites
de sa pharmacopée parce qu’il a é¢ abordé par 1’imermédiaire d'un de ses fidéles clicnts. Il a é&¢ couvaincu par le
fait que cc Monsicur était 4 la recherche d’un bon gntipaludique parce qu’il avait des rechies fréquentes de
palndisme malgré les traitements suivis. 11 nous a donmé une recette composée de plusicurs plantes qu’il a fallu
identifier phus tard avec I'aide d'un éenlogiste. Ainxi, faisaient partie du traitement les espéoes suivantes
Mytragina inermis (feuilles ¢t racines). Anogeissus leiocarpus (feuilles). Securinega virosa (fenilles), Cassia
sieberiana (feuilles et racines), Barchinia rufescens (fanlles), Ochna sweinfiurshiana (feailles), Combretum molle
(feuilles), Bamboussa vulgaris (feuilles), Gardinia sokotensis (fenilles), Terminalia avicenoldes (racines), Pavetta
crassipes (feuilles), Nauclea imtifolia (racines), Trichilia emetica (racines), Datarium microcarpum (racines),
Pseudocedrela kostchy (racines), Diospyros mespiliformis (racines), Cochlospermum planchonii (feuilles et
racines), Canthium sp (femilles), Opilia celtidifolia (fomlles), Acanthaspermum hispidum (tiges feuillées). Toutes
ces plantes sont employées séches maig il a indiqué qu'elles poovaient étre utilisées fraiches.

Ce thérapeute iraditionnel propose de préparer nne décoction de ces plantes dans un méme canari. 11
s’agit d’une association de 20 plantes dom le décocté est utilisé par voie arale et en bain corporel. La dose est d’un
demi-verre 2 fois par jour pour un enfam et 1 verre 3 fois par jour pour un adulte. Le trattement dure au maximum
3 jours. Parmi des espéces figurem Pavetia craccipes et Aconthospermum hispidim.

- Thérapeute N°2 : elle s’appelle SANOU Awa . Elle est herboriste tradipraticienne a Babo dioulasso. Elle a
présenté des espeees de plantes antipatuddennes parnm iesquelles figurait Acanthospermum hispidum. Elle 1a vend
en tiges feuillées séches mais peut &re utilisée A 1'état frais. La préparation se fait dans tout récipient (canari ou
marmite). La déooction qui s¢ fait avec de 1'cau naturelie doit durer 1 3 2 heures. Le traitement se fait par voie
orale et par bain corporel. La posologic est d’un demi-verre 3 fois par jour pour un enfant et 1 verre 3 fois par jour
pour va adulte jusqu’d guérison.

- Thérapeste N°3 : I traisiéme herboriste s’appelle SANGARE Majoula. Elle a donné quelques espéces de
plantes antipaindiques de <a boutique parmi lesquelles figurent :

*Pavetta crassipes

Les feuilles séches de cette espéee sont vendnes mais peyvent étre utilisées fraiches. Elles sont préparées
dans un canari ou une marmite avec de I’ecan naturelle pendant 2 heures 2 ébullition. Le traitement est par voie
orale 3 la dose d’un demi-verre 3 fois par jour pour un enfant et 1 verre 3 fois par jour pour un adulte. Le bain
corpore! doit accompagner le traitement par voic orale. Le traitement se poursuit jusqu’a guérison.

*Crassopteryx febrifuga

SANGARE Majoula utilise les feuilles siches on fraiches de cette espdee. La préparation s¢ fait dans un
canari ou une marmite avec de 1’ean naturelle. 1e décocté est bu A raison d’un demi-verre 3 fois par jour pour \m
cufant ¢t | verre 3 fais par jour pour un adulte. Le traitement s¢ poursuit jusqu’a goérison.

*{canthospermum hispidum

On wutilise les tiges feuillées séches ou fraiches de cette plante. Elles sont préparces dans tout récipient
avec de I'ean naturelle pendant 1 heure environ. Le traitement se fait par vaie orale et par bain de vapeur. La dose
est d'un demi-verre 3 fois par jour pour un enfant et 1 verre 3 fois par jour pour un adultc. Le traitement se
poursuit jusqu’su moment ol le malade ne présente plus les symptames traités (fidvre, maux de téte).



ANNEXE 3 : Composition du milien de culture RPMI-1640 lyophilisé

Composants PM Concentratioa (mgfl) Molarité (mM)
a) Sels minéraux

Nitrate de calcium (Ca(NOs), 4H,0) 236 100,00 0,424
Chlorure de potassium (KC1) 73 400,00 5,30
Suifate de magnésinm (MgSO,) 120 48 84 0,407
Chlorure de sodium (NaCl) 58 6000.00 103.44
Phosphate de sodiom (Na,HPO,) 142 800,00 5,63

b) Acides aminés

L-Arginine 174 200,00 1,10
L-Asparagine 132 50,00 0,379
Acide L~Aspartique 133 20,00 0,150
Dihydrochlorure de L-Cystine 313 65,00 0,206
Caide L-Glutamique 147 20,00 0,136
L-Glutamine 146 300,00 2,05
Glycine 75 10,00 0,133
L-Histidine 155 15,00 0,0947
L-hydroxyproline 131 20,00 0,153
L-Isoleucine 131 50,00 0,382
L-Leucive 131 50,00 0,382
Dihydrochlorore de L-Lysine 146 40,00 0,219
L-Methionine 149 15,00 0,101
L-Phénytalanine 168 15,00 0,0909
L-Proline 115 20,00 0,174
L-Sérine 105 30,00 0.286
L-théonine 119 20,00 0,168
L-Tryptophane 204 5,00 0,0245
Dihydrate de Sodium L-Tyrosine 261 29,00 0,110
L-Valine 17 20,00 0171
¢) Vitamines

Biotine 244 0,2 0,008
D-Ca Panothenate 477 0,25 0,0005
Chlorure de Choline 140 3,00 0,0214
Acide folique 441 1,00 0,0022
i-Inositol 180 35,00 0,194
Niacinamide 122 1,00 0,0081
Pyridoxine HCl 206 1,00 0.0048
Riboflavine 376 0,20 0,0008
Thiamine HCI1 337 1,00 0,0029
Vitamine BI2 1355 0,005 0,00000369
d) sutres com

G)lucose podts 180 2000,00 11,10
Glutathion réduit 307 1,00 0,0032

Phénol 398 5,00 0,0125
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Abstract

In Burkina Faso, most peopie in particular in rural areas use traditional medicine and medicinal planis
10 treate usual diseases. In the course of new antimalarial compounds, a ethnobtanical survey has
been conducted in differents regions. Seven plants often cited by traditional practitioners and not
chemically investigated have been selected for an antiplasmadial screening: Pavetta crassipes (K.
Schum), Acanthospermum hispidum (DC), Terminalia macroptera (Guill. et Perr), Cassia siamea
(Lam), Ficus sycomorus (L), Fadogia agrestis (Schweinf. Ex Hiern) and Crossopteryx febrifuga
(AFZ. Ex G. Don Benth). Alkaleidic, chloroformic, methanolic, hydromethanalic and aquecus crude
extracts have been prepared and tested on Plasmodium falciparum chloroquine-resistamt W2 strain. A
significant activity has been observed with alkaloidic extract of P. crassipes (CI50<4pg/mi), of A.
hispidum, C. febrifuga, and F. agrestis (4<C150<10pg/ml). The best resalt is obtained with aqueous
extract of 7. macroptera with a CI150=1ug/ml. These resnhts confirm the traditional use of these plants.

Keywords: Burkina Faso, Folk medicine, Ethnobotany, medicinal plants, malaria, Plasmodium
Jalciparum

1. Introduction

Malaria is the most important disease in the world with an estimated of 300-500 million clinical cases
each vear with a cormresponding mortality of 2-3 million deaths per year (WHO, 1993, 1996). In
Burkina Faso, malaria is the main cause of morbidity with more than {,5 million clinical cases for
children under 5 years, Malaria is also main canse of mortality cosresponding to 20 % of deaths in
medical centers (Issa S. e al., 1997). The declining efficacy of classical medication in relation to the
rapid extension of Plasmodium falciparum chloroquine-resistant strains has led to a need for new
efficient antimalarial drugs. In Africa where malaria is endemic, access to chemical treatments is
reduced in rural arcas and cultural practices still remain important. Consequently 80% of population
has reconrse to traditional medicine for treating affections of early childhood and in particular to treat
malaria (Geoffrey e al., 1996 ; Marsh et al., 1995 ; Phillipson et al., 1994) . It is a real necessity to
research new efficient antimalarial compounds and accessible for most of people. In the present study
, a ethnobotanical survey has been realized to evaluate the plants traditionally used in Burkina Faso
against malaria. Their in vitro antimalarial activity has been determined.

2. Methodology

2.1. Survey methodology

A ethpobotanical survey has been realized to sdentify plants used in traditional medicine agaimst
malaria. During this survey, traditional practitioners and herborists (who sell dried plant materal and
advise people) have been interviewed. The first information was obtained in november 1999 at
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Ouagadougou (fig 1). A second list of plants has been established in west of Burkina Faso at Bobo
Dloula_ssq(ﬁg 1) and in 5 villages sarroundings (Leguema, Dinderesso, Bare, Borodougou,
Kmmm}.mmmmm&msmmmmmﬁmdmdogy.Duﬁngwr
survey, the following information was gattered:

- The diagnosis of discase, mainly determined by the traditional healer

- For each medicinal plant collected, its vernacular name, the part used, preparation, administration
and posology were abtained.

- Twenty five traditional healers were interviewed (two women and twenty tree men (mean age : 50
years)) belonging to different ethnic groups. The traditional healers have been imterviewed
individually. They live in different villages and in different regions of Burkina Faso. They don’t
belong to the same ethnic group and don’t always speak the same language or dialect. Each traditional
bealer must cite all the plants nsed in his pharmacopoea against fever, nausea and headache,

2.2. Plant material

The most used plants have boen collected and identified by National School Water and Forest at
Dinderesso (Bobo Dionlasse). For each plant a voucher herborium specimen has been deposited in
the laboratory of pharmacognosy of Marseilles (Table 1).

2.3. Plant crude extracts

Air dried plants were finely powdered and submitted to aqueous, hydromethanolic, methanolic and
chloroformic extractions. Aqueous extractions were performed by bodling water during 30 min.
Hydromethanolic 50%, methanotic and chloroformic extractions were performed by maceration at
room temperatnre during 16 hours. Afier percolation, the solvents were evaporated in vacuo and the
aqueous solution for hydromethanolic was freeze dried. Alkaloidic exivacts were prepared by
extraction with chloroform afier alkalinization by NH/OH concentred of the powdered drug. The
chloroformic extracts were evaporated in vacoo. These dried extracts wete used for the antimalarial

assays.

2.4. Pharmacology tests

2.4.1 Parasites

The antimalarial activity of plant extracts was assessed against the chloroquine-resistant strain W2 of
Plasmodium falciparum maintained in continuous culture according to the methodology described by
Trager et al (1976, 1987). Parasites were cultivated in group A+ human erythrocytes and suspended
at a 4% hematocrit in RPMI medium supplemented with Hepes, NaHCO;, 10% A+ human serum and
Neomycin (Sigma, St Louis, Mo, USA) at 37°C in a gas mixture of 5% O — 6% CO; — 90% Ny;
RPMI 1640, Hepes, NaHCO; were obtained from Giboo-BRL {Paisley, Scotland).

2.4.2. extracts preparation

The crude extracts (alkaloidic, chioroformic, methanolic and hydromethanolic) were dissolved in
DMSO to abtain a concentration of 2mg/m). Dilutions were prepared from these solutions to obtain
final concentrations of 4 and 10 pg/ml Aqueous exiracts were dissolved in sterile water at the
concentration of 4mg/mi. The final concentrations prepared by dilution were 50, 100, 230, 500ug/ml.

2.4.3. Antimolarial assays

Assays were performed in triplicate in 96 well tissue caiture plates (Nunc Brand products, Fisher,
Paris, France) containing 200t of W2 asynchronous parasite cultures at 2% of parasitemnia and 2%
hematocrit, and the extract dissolved in DMSO (dimethylsulfoxide, Sigma, St Louis, Mo, USA).
Negative controls trealed by sotvent (DMSO) and positive controls were added to each set of
experiments.
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2.4.4. Flow cytometric assessment of parasitemia

Pamasitemnia was evaluated afier 48 hours by a flow cytometric method derived from the protocol
pudlished by Van der Heyde et al (1995). Parasite growih was asscssed by & flow cytometric method
in order to determine the mmmber and viability of the imvaerythrocytic Plasmodium falciparum om the
basis of the ability of the parasite to take up and metabolize hydroethidin (HE) into ethidium, 8 DNA-
binding fluorochyome (Wyatt et al, 1991). After incubstion with hydroethidin, parasitized and
uninfected erythrocytes were all identified on the basis of fluorescence intensity and size. For HE
staining, a stock solution of HE (10mg/ml) (Interchim, Momtlugon, France) in DMSO was prepared
and stored at ~20°C. The culinre medium was removed from each well of parasite cultore plates. Two
hundred microliters of HE diluted at 1/200 in phosphate buffered saline (PBS; Sigma, St Louis, Mo,
USA) was added to each well and incubated for 20 min & 37°C in the dark. Parasites were then
washed twice in PBS by centrifugation at 1200g for 5 min and weve resuspended in a final volume of
1 ml of PBS in the tubes for fiuorescence-actived cell sorter (FACS) analysis. Flow cytometry data
acquisition and analysis were performed on a FACsort instroment (Becton-Dickinson, San Jose, CA).
The deteciors for forward and side scatier of the FACsort were set to E-01 and 250, respectively, and
both detoctors were set to the togarithmic scale. The F1.2 detectors were also adjusted to bring cvents
within the detection range of insirament (geperally 459 for FL2). Both infected and uninfected
erythrocytes were gatted in the analysis and the percentage of parasitemvia (oumber of infected
erythrocytes/total erythrocytes x 100) was determined wsing the LYSIS [ program (Becton-
Dickinson). Ten thousand cells were ased for data acquisition.

The antimalarial activity of extracts was expressed by the inbibitory concentrations S0% (ICs),
representing the concentration of drug that induced a 50% parasitemia decrease compared to control
culture. ICs, were caiculated by non-lincar regression analysis processed on dose-reponse curves by
the table Curve software (Jandel Scientific, Paris, France). May Gritnwald Gicmsa-stgined thin blood
smears were also achicved for controlling microsocopically results obtained by flow cytometry. The
correspandence between the two methods was previonsly analyzed by the rank correlation test of
Spearman (Azas et al., 2002).

3. Resuits and discussion
The aim of the survey was to identify the plants traditionally used against malaria and determine the
most active exiracts for cach plant. The most cited plants by the traditional healers were Paverta
crassipes (K. Schum), Acanthospermum hispidum (DC). Terminalia macroptera (Guill. et Perr),
Cassia sigmea (Lam), Ficus sycomorus (L), Fadogia agrestis (Schweinf. Ex Hiem) and Crossopieryx
Jebrifuga (AFZ. Ex G. Don) Benth (Table 1). The information collected during the cthnobotanical
survey shown that traditional preparations were oficn decoctions. The plant materiat was used fresh or
dried. The preparation lasted not more than 3 howrs. The treatment consisted in drinking cold
decoction (1-2 cups per day for children and 3-4 cups per day for adnits). Body baths were also
effected during oral trestments The treatment lasted until recovery. In the case of no improvement
after 3 to 7 days, another plant was used.
Recently, progress in chemical analysis presented evidence that complex molecules ciahorated by
namral organisms could hardly be symthetized by chemical process. Moreover resistance of
Plasmodium falciparum to chemical treatment still remained imporiant. So natural products isolated
fram plants used in traditional medicine which bave in vitro potent antiplesmodial aclion, represented
potential sources of new antimalanial drugs (Gasquet et al., 1993; Wright et al., 1990). In this work,
the antimalarial activities of crude extracts against the chloroquine-resistant strain W2 were assessed
by a flow cytometric method derived from the prococol published by Van der heyde et al.(1995). A
major advantage 1o using HE staining was the possibility to follow parasite growth and assess viability
(Wyatt et al., 1991). The potential of crude extracts as new antimalarial drugs already suggested by
other date was strongly confirmed from ous in vilro experiments with a reference chloroquine-
mmmmmmﬁcmmmmmmar
macroptera (Clso=1pg/ml) (table 3). The alkaloid rich extracts of P Crassipes with a Cl «, lower than
4pg/ml as well as  those derived from A hispidum, C febrifuga and F. agrestis (4<Clx<10pg/ml)
demonstrated also consistent antimalarial activity. However the results shown in table 3 confirmed
antimalarial potential of all exiracts and justified their use in traditional medicine by traditional
hearlers or herborists | they encouraged to pursue investigations 10 extract and idemtify the active
chemica) compounds in particular alkaloids responsible for the antimataria) effects observed. For 7.
macropiera, active compounds are perhaps saponoids and mmst be isoled for identification and
antiplasmodial evaluation These new togls for the chemotherapy of malariz are badly necded,
considering the deteriorating global malarial situation, the lack of commercially available vaccines,
and the continning spread of drog resistance.
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Tabie 1 : most important plants in the treatment of malaria cited in the ethnobotanical survey and them antimalarial traditional preparations in Burkina Faso

Plant name (Specimen/famity) Family Specimen  Freq. (Perc) Ethnic Partused Date of survey-  Material state Administration
number of citation groups collect /preparation method
Acanthospermun hipidum (DC) Asteraceae BM-ah00 12(8,51%) M,B,Da Stem/ 12-12/2000 *F/D/D Body bath, orally
leaves

Cassia siamea (Lam} Caesalpiniaceae BM-cs99 11 (7,80%) M. B Leaves 11-12/1999 *F/DD Body bath, orally
Crossopteryx febrifuga (AFZ. Ex G. Rubiaceae BM-cf00 12(8,51%) B,Da,Di, Leaves 12-12/2000 *F/D/D Body bath, orally, steam
Don) Benth M baths
Fadogia agrestis (Schweinf. Ex Rubiaceae BM-fa99 8 (5.6™%) Di, B Leaves 11-12/1999 *F/D/D Body bath, arally
Hiern)
Ficus sycomorus (L) Moraceae BM-fs00 5 (3,54%) MB Leaves/ 12-12/2000 *F/D/D Body bath, orally, stecam

bark stem baths
Pavetta crassipes (K. Schum) Rubiagceae BM-pcQ0 14 (9,92%) B, Da. Dj, Leaves 12-12/2000 *F/D/D Body bath, orally

M

Terminalia macroptera (Guill. et  Combretaceae BM-tm99 7 (4,96%) M. B bark root  11-12/1999 *F/D/D Body bath, orally
Perr)

*F/D/Dr: frestvdried/decoction. M: mossi, B: bobo, Di: dicula, Da: dafin



Table 3 ; 1Cs of seven plants crude extracts on Plasmodium falciparum chloroquine-resistant W2 strain

ICso (ug/mi) of Crude extracts

Plants Crude alkaloids CHCl, CH,OH CH,OH(50%) H.0
P. crassipes <4 >10 >10 >10 > 500
C. siamea 4<CI50<10 >10 >10 >10 23,15
T.macroptera >10 >10 >10 >10 1
A. hispidum 4<CI50<10 >10 >10 >10 64
C. febrifuga 4<CI50<10 >10 >10 >10 187
Fadogia agrestis $<C150<10 >10 >10 >10 182
F. sycomorus (leaves) 4<CI50<10 >10 >10 >10 430
F._sycomorus (stem bark) >10 >10 >10 >10 63
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Abstract :

In the course of the search of new antimalarial componnds, a study of plants traditionally used against malaria
in Burkinz Faso has been cffected. An ethnobotsnical study permitted to identify the plants carrently used by
the maditional healers and herborists. Two plants among them weve selected: Pavetta crossipes (K. Schum)
and Acanthospermum hispidum (DC). Alkaloidic extracts of these plaats were tested in vito against two
reference clones of Plasmodium falciparum: the W2 chloroquine~resistant and the D6 chloroquine-sensitive
strains, A significant inhibitory activity was obecrved with . crassipes (1C=1.23ug/ml) and 4. hispidum
(1Cso=5.02g/ml). Antiplasmodial activity was also cvaluated against six P. falciparum isolstes from children
between 4 and 10 years old The ICs; valoes for alkalpidic extracts were in the range 28 - 670ng/ml. The
results indicated that P. falcipanas wild strains were more sensitive to alkaloidic exaracts than strains
maimained in continnous culmre. Moreover, the alkaloidic extracts exhibit a good in vitro antimalarial activity
and weak cytotoxic activities againegt throe aman cell lines (THP1, Normal Melanoacytes, HTB-66). Isolation
and structural determination is now necessary to determine precisely the active compminds.

Keywords: ethnomedicine, alkaloidic exiracts, malaria, Plasmadium falciparum

L Introduction

lo spite of many efforts, malaria still remains the wost important disease in the world responsible for more
than 2 millipn deaths per year (OMS, 1996). The declining efficacy of classical medication in relation 10 the
rapid extension of Plasmodiym falciparum chloroquine-resistant strains has led to a noed for new efficiemt
antimalarial drugs (Rascanaivo et al. 1998, Omnlokoli et al. 1997). In Bavrkina Faso chimioresistance was
known since 1983 (Del Nero, 1983, Guigemde, 1994) and malaria is the main cause of morbidity with more
than 1.5 million clinmical cases for children under 5 years, Malaria i8 also the main cause of mortality
ocomespoading to 20 % of deaths in medical centers (Issa, 1997). In Burkina Faso, one of the principal
approaches to chemotherapeutic research aguinst malaria consists of investigating the antiparasitic activity of
plants traditionalty wsed against fever and jaundice. In the preseni stody we planed to evaluate the
antiplasmodial actrvity of alkaloidic extracts of two plants Pavefta crassipes K. Schum (Ruobiaceae) and
Acanthospermum hispidum DC (Asteraceac) selected by an ethnobotamical survey. Thedr in vigo
antiplasmodial activity was assessed agrinst references clones and wild isolates of P. falciparum

2. Masterial asd methods

2.1. Plant matevial

Burkina Faso is a country with a great biodiversity and where traditional pharmacopoea based on plants used
is very cutrent. Two cthnobotanical surveys were realized in two parns of the country. the center pan
(Ouagadovgon) and the West part (Bobo Diounlasso). The firt one was cffecied in movember 1999 a1
Onagadougon and the second in december 2000 at Bobo Dionlagso and five villages surroundings (Leguema,
Dinderesso, Bare, Borodaugon, Koundimi). Plants were collecied during the second survey. The traditional

1



bealers cited about onc hundred plants traditionally used against malaria. Among them, two plants : P
crassipes (leaves) and A. hispidum (stem leaves) were selected for biological evaluation .

The plants which have been collected in Decemnber 2000, were identified by National School Water and Forest
at Dinderesso (Bobo Dioulasso). For each plant a8 voucher berbarimmn specimen has been deposited in the
Iabotatory of Pharmacognosy of Marseille : Paverta crassipes (K. Schum) Rubiaceae, voncher specimen BH-
pc00 ocollected at lguéma; Acanthospermum hispidum (DC) Asteraceae, voucher specimen BH-ah00
collected at Dinderesso. The parts of plant vsed for biological evaluation are : leaves for Pavetta. crassipes and
sicm leaves for Acanthospermion hispidum . The plant material was collected in the same place

2.2. Prepantion of alkaloidic extracts

The procodure for prepacation of alkaloidic extracts is classical. Dried drogs (500g) were finely powdered and
then extracted by petrolenm ether to eliminate waxes, lipids, terpens and other lipophilic compounds. The drag
i3 then dried and alkalimized by NH/OH 30% and then macerated 16 hours with CHC1;. After percolation, the
chloroformic extract is concentred and then extracted by water acidified by sulfuric acid (pH 3). The agneons
layer is then alkalinized by NH,OH 30% until pH 8-9 and extracted by CHCly. The chlorformic layer is
cvaporaied in vacno to yield alkaloidic exiracts. The alcaloidic exiract of Acamthospermum hispidum is
analysed by TLC (Silica gel 60F 55, / CHCI,-McOH(95:5)). The alcaloidic extract of Paverta Crassipes is
analysed by TLC (Silica gel 60F 35, / CHCl;-MeOH-NHOH (9:1:0.25)). Two plates are prepared per extract.
The revelation is effected by spraying onc plate by Dragendorff reagent and the second by indoplatinaic
reagent

The analytical study for standardisation is in progress.

2.3. Pharmacology tests

2.3.1 Reference clone

Antimalaria) activity was aseessed against the W2 chloroquine-resistant strain and the D6 sensitive-strain
maintained in culture continue according 10 the methodalogy described by Trager et al. (1976). Parasiies were
cultivated in group A+ human erythrocytes and suospended at a 4% hematocrit in RPMI 1640 medinm
supplemented with Hepes, NaHOO,, 10% A+ human serum and Neomycin (Sigmna, St Louis, MO, USA) at
37°C in a gas mixture of 5% O 6%C0-90%N,; RPMI 1640, Hepes, NaHCO, were obtained from Giboo-
BRL (Paisicy, Scotland).

2.3.2. Isolates

Twenty five fresh isolates were obtained in Wawougué (40 km north of Onagadougou) from children. Their
ages ranged from 4 to 10 years Veinous blood was collected before treatment and placed in vacutainer ACD
tubes (Becton Dikinson, Rutherford, NJ) and the tabes were immedistcly trangported to laboratary. Parasitized
erythrocytes were washed three times in RPMI medium 1640 (Life technologies, Paisley Uniied kingdom) to
remove leukocytes angd platelets If parasitemia excooded 1%, infected erythrocytes were diluted to 1% with
uniafected erythrocytes and resuspended in calture medium to a hematocrit of 1.5%. The suspensions were
supplemented with 10% buman seyum and buffered with 25 mM HEPES and 25 mM NaHCO;. Thin blood
smears were sained by Giemsa and were examined to determine the P. falciparum density. Samples with a
monoinfection due to P falciporum and s parsgite cotmt ranging from 0.3% to 9% were nsed to test drug

2.3.3. Antimalarial assays

The micro drog susceptibility test used in this stody was adapied from the microtest method recommended by
the World Health Organisation. The dmg sensitivity of each isolate was tested on precoated wells with
increasing copcentrations of alkaloids cxtracts and chlovoquine. Following culuuring in preonated wells for
48h the smmples were proocssed to thin blood films. Results were calculated by counting the parasite
concentration per well against the negative control wells. For every field isolate, threc scparate culturing lines
were run for cach extract.

The 30% inhibitory concentration (ICy,) L.e., the dmg concentration resulting in a 50% parasitemia decrease
compared to the control well was determined by non linear regresgion processed on dose-response curves by
the Table Curve sofiware (Jandel Scientific, Paris, France). Isolates were considered chiloroquine resigtant if
the 1Cy; was greater than 100nM

2.3.4. Cyiotaxic assays
Tissue coltore reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Toxicity of extracts was
evalnated on three hmman ceil lines that represented varions models for toxicity assays :
> monocytes (THP] cells) incubated ip 1ml RPMI 1640 medium supplemented with 15% foetal calf
scrum (FCS) (Eurobio, Paris, Franoe) and antibiotics (streptomycine-penicilline) (Azas et al. 2002).
THP1 cells were empioyed in the toxicity assays becanse of their use in the cnitare of the amastigote
forms of Leishmania in the laboratory.
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modified MCDB 153 medium supplemented with insulin, phorbol 12- myristate 13-acetate (TPA),
hyd:qcorﬁm,BovinepmﬁwyammeE)mdFCS(Jeanaal.ZMI ).

> mahgmﬂm:lammaceﬂsmﬁ)inuhwiinmixdnmmmﬁzlmaﬁnm(&gle)
supplemented with amino acids, sodium pyruvate, Earle’s BSS and FCS (Di Paola et al. 1971)

Cell lines were incubated for a 72 h incubation pesiod at 37°C in 5% OO, in duplicate cultures and were
ireated by various concentrations of each extract dissalved in DMSO (10° celle/ml). Cell growth was estimated
by flow Cylometric counting afler staining with Sul propidium iodide (1mg/ml). Fer cach extract the cell
gruwth (1Cy) was compared ts a control culture without drugs bat maintained in the same conditions of
culture. Cytotoxic:antiplasmodial ratios (CARXICs, mammalian cells lines / IC , against parasites) were
determined for each extract (Munoz ef al., 1999).

3. Results and discussion
The ICs, values of plant extracts against references clones and isolates were listed in table 1. All isolates were
successfully cultured and were chloroquine-sensitive (ICs < 100nM) . Alkaloidic extracts were more active
against isolates (aboat 20-fold greater) than against reference clones. These results confirmed the susceptibility
of testing drugs sensitivity against isolates in spite of references clones. Classification of results was based on
classical studies performed with antiplasmodial extracts (Deharo et al. 2000)

» 1Cy less than Spg/ml the extract was considered active

> From 5 t0 10 pg/ml the extract was considered modesately active

»  Over 10 pg/ml the extract was considered inactive.
Alkaloidic extracts of P. crassipes was shown to be active in vitro against all isolates with ICs, values ranging
from 25 t0 208 ng/ml. [n previous study, Gbeassor et al. (1989), reported that crude extracts of aerial parts of
P. crassipes collected in Togo inhibited significantly in a dose-dependant manner the growth of P. falciparum
1solates obtained from adolescent subjjects. According to its effects, P .crassipes was classified in a group of
plants exhibiting an [Cy, < 7.5ug. Our results confirmed the antiplasmodial activity of this plant. Moreover
the purification of the crude extracts has permitted the isolation of the alkaloidic extracts comtaining more
active constituents against in vitro P falciparum growth with weaker 1C; values .
These results showed the great antiplasmodial potential of the alkaloidic exiracts against P. falciparum.
Similar results were obtained with alkaloidic extracts of A. hispidum (geometric mean ICs; : 250 ng/ml). In
Brazil. 4 .australe is a medicinal plant also used for treatment of fever and/or malaria. The crade extract
(ethanolic exiract) of 4. austrole icaves was partly active at the dose of 1000mg/kg-1day-1(4x) inhibiting
parasitc multiplication by 40% and showed promising antimalarial activity against a chloroquine- resistant
strain of P. falciparum in coltore (Carvalho et ab. (1991). The results obtained here once again confirmed the
antimalarial potennal of this plant Differences in isolates sensitivities were observed and may be due to the
preliminary medicines adminigtered before the assays with the extracts or to the physiological potential of the
parasite 10 grow in a synmthetic medinm.
Alkaloidic extract of P crascipes was the most potent exiract tested in this study. ICs, values of alkaloidic
extract of P Crassipes (geomctric mean : 76 ng/ml) were threc-fold lower than those of A. hispidum
(geometric mean : 250ng/ml). Preliminary in vitro assessement showed that the activity was concentrated in
the cnude alkaloidic mixture extracted from the leaves. ldentification of the active alkaloids was in progress.
The relatively better antimalarial activity of alkaloidic extract of P. crassipes may be duc to the alkakoids
content or to the synergistic antimalarial effects of the different alkaloids contained in the extract.
Toxicity of both extracts was assessed against three human cell lines classically employed in the labaratory
and selectivity indices were calculated (table 2). THP1 cells were crapioyed in toxicily assays because of their
use in the culture of amastigote forms of leishmania and the other cell lines represented two differem models
of transformed and non-transformed cells. Extracts exhibited weak toxicity and good cytotoxic: amiplasmadial
ratios as defined by Phillipson ( Munoz ct al. 1999). For these promiging extracts tested only in preliminary
experiments in vitro, we suggest that the in vivo antimalarial activity should be evaluated as well ag the acnte
and chronic toxicity in the rat, prior to any chemical purification since a recent  study have focused the use of
A hispidum by Brazilian people in an atiempt to produce abortion (Lemonica ¢ al.(1954)). In these
experiments, the treatment of pregnant rats, during the organogenic period, with agoneous exiracts of A
hispidum produced an increase in the mymber of external malformations, and this was related to dose.
Natural products isolated from plants nsed in traditional medicine which have in vitro potent antiplasmadial
action represented potential sources of new antimalarial drugs (Gasqnet et al. 1993; Wright et al. 1990). The
results of this siady indicate that “medicinal” plants should be studied systematically, confirm the antimalarial
potential of the alkaloidic extracts of P. crassipes and A. hispidum and jostify their use in traditional
medicing by traditional healers or herbarists. They encouraged to pursue investigations to identify the active
alkalaids responsible for the antimalarial effects observed. These new toals for the treatment of malaria are
badly nceded considering the deteriorating global malarial situstion and the cominuing spread of drug
resistance. For developing countries where the cost of imporied drags is almost prohibitive, local plants may
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Tableau : 1Cs; (ng/ol) of alkaloidic extracts of P. crassipes (ALTPC), of A. hispidum (ALTAH) and of chioroquine (CQ) on isolates and references clones of Plasmodium
Jalciparum.

w2 D6
Isolate 1 Isolate 2 Isolate 3 isolate 4 Isolate 5 Isolate 6
ALTPC 47 25 30 31 47 280 1230 1020
ALTAH 40 490 110 100 9% 670 5020 4690
cQ 3,82 6,74 3,86 572 9,77 6,10 440 31
*CQ (nM) 916 16,16 9,26 13,71 23,43 14,63 *)03555 74,09

»  1Cs; of chloroquine expressed in nM to validate the sensitivity of P. falciparum (for IC50>100nM the strain is considered to be chloroquine-resistant)

Tableau II: ICs, (ng/ml} of atkaloidic extracts of P. crassipes (ALTPC), of 4. hispidum (ALTAH) against three human ceit lines (THP1; MHN, HTB66) and range of Cytotoxic
:antiplasmodial ratios or CAR (IC 50 against mammalian cel! lines / IC 50 against parasite)

Plants THP | MH | HTB6 Range of CAR for the three lines

| N 6 Isolate 1 Isolate 2 Isolate 3 Isolate 4 Isolate 5 Isolate 6 W2 strain | D6 strain

ALTPC 4.1 | 627 | 799 980<CAR<1702 | 1842<CAR<40 | 1535<CAR<27 | 1486<CAR<25 | 980<CAR<17 | 164<CAR<2 | 37<CAR<6 | 45<CAR<7

00 00 31 02 86 5 9

ALTAH |602 (798 | 1008 | 1282<CAR<214 | 2410<CAR<40 | $47<CAR<916 | 602<CAR<!00 | 669<CAR<11 | 90<CAR<15 | 10<CAR<2 | 13<CAR<2

4 33 8 20 1 1 2
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Abstract

Together with known compounds, 2 new tetrabydro-f -carboline derivative, bydroxy-eleocarpidine, was isolated
ﬁ'omthclavsofPavettacrmpesKSCHUMllsstmcturcwasehudatcdbyspwu-omctncmlyms,
including 2D NMR data. Antiplasmodial activity was evaluated in vitro an Plasmodium falciparum.

Introduction

Burkina Faso against Malaria An ethnobotanical survey was realised in two parts of the country : the center part,
Ouagadougon and the west part, Bobo Dioulasso [1). After screening tests, the alkaloidal extract of Pavefia
crassipes was sclected for its promising in vitre activity against Plasmodiuwm falciparum. Pavetta crassipes K.
SCHUM (Rubiaccac) is a species indigenous o the tropical Africa in particular in humid savana of Soodan. Thig
plant is commonly known as "Mokbiisri® (Mooré vernacular name) and the decoction is used in fofk medicine
against malaria (pernicions access) [2, 3]. In a previous paper, we described antiplasmodial activity on
chloroquine resistant and wild strains of the alkaloidal extract of Paverta crassipes {4]. However, there have
been few investigations concerning the constituents of this plant {2]. The present paper deals with the chemical
and biological investigations of the leaves exiracts of Pavetta crassipes. A unew tetrahydro-S-carboline
derivative, hydroxy-eleocarpidine (1) was isolated, together with known compounds : acanthospermol {5),
clacocarpidine [6) and ratine. The stmctural elucidations were performed by spectroscopic analysic, including
2D NMR data. Antiplasimodial effects of the isolated compounds were investigated.

The molecular formmla of compoind 1, C17H21N30, was deduced from the HREIMS. The 'H RMN spectral
data of 1 were charactenistic of a f-carboline indole alkaloid with 2 methine proton resonating as a broad doublet
at &y 3.38 and very closely comparable to thoee of elacocarpidin {6, 7]. The main difference concerns the
aromatique region indicating a substitution of the benzene ring (85 6.76 d (2.1), 6.59 dd (8.6; 2.1), 7.10 d (8.6)).
Thcvalucofthemolewlarmon(hemassspecﬂumandtheﬁngm&mﬂz 199, suggest for compound 1 the
presence of one hydroxy group compared with elacocarpidine. The 1*C RMN spectrum was in good agreement
with our proposal, and showed the presence of 17 carbons. The lowfield shified methine carbone at 5y 85.1 (C-
20) aiso accords with data for the f-carbaline indole alkaloids. In the aromatic region, the signal at 8- 151.2 can
be attributed to the OH-bearing carbon, which can be located at C-10 regarding the chemical shifis of carbons in
tndolic nucleus : 8- 129.0 (C-4), 129.0, (C-5), 111.6, (C-7), 112.3, (C-8) and 132.9 (C-9) {8]. Further analysis of
COSsY, MMWWmemmmﬁmmmngmmmc
unambiguous structre of 1 (table 1). In fact, the aromatic proton resonating at 8y 6.59 (H-11) was three-bond
coupled with the signal of the quaternary carbon at 8- 132.9 assigned to £-9, cormoborating the location of the
OH function at C-10. The low shift for H-3 (8g 3.38) and H-20 (84 2.75) on "H RMN spectrum indicsied A
configurations at C-3 and C-20 {7}. The structur¢ of 1 was thus established as the 6-OH derivative of
elacocarpidine, 2 new compound.

A prelinrinary antimalarial screening on the chloroquine resistant strain W2 of the extracts of Pavetta crassipes
showed the best activity with alkaloidal extract (CI50 > 4 pg/mi) [1}. The antimalarial activity of the 4
compounds isolated was evaluated on two strains of Plasmodium falciparum, the chlaroquino~sensitive sirain
3D7 and the chloroquino-resistant strain W2 [9). The best activity was obscrved for alkaloidal extract oa the
two strains of Plasmodium falciparum. Elasocarpidine and acanthospermol showed also a significand activity on
W2 strain.



Materials and Methods

UV spectrum was recorded on a Beckman DU 520 spectrophotometer and IR spectrum on a Nicolet 205XB FTIR

spectrometer. All 1H, 13C NMR and two-dimensional NMR spectra were recorded in CD30D (5 ppm) on Bruker

AMX 400 spectrometer operating at 400.13 MHz (!H NMR) and 100.62 MHz (13C NMR). HREIMS spectra werc
n.mongMALDI-MFNm—DESRmS@ﬁwBW)W.MSmmMMmaIm
Trap Finigan (Thermo Quest) spectrometer. Melting poimt was taken on a Bilchi Melting Point B-540. Optical

rotation were taken on a Perkin Elmer 341 OROT 589 nm Polarimeter.

Leaves of Paveta crassipes K. SCHUM [2] were collected in november 2000 by S. Sanon in Léguéma and
Dindéresso, two villages located at about ten Km from Bobo Dioulasso, in the West part of Burkina Faso. The
plant was wdentified by National School of Water and Forest at Dinderesso (Bobo Dioulasso). Voucher
herbarium specimen has been deposited in the Laboratory of Pharmacognosy of Marscille. Extraction of
alkaloids : powdered leaves (900 g) were successively macerated 16h with 2.5 1 petrolenm ether (bp 40-65°) and
4.5 1 CHCI3 after alkalinisation with NH4OH (30 %). The chloroformic layer was extracted with acidic water (3
% HCI). The aqueous layer was further alkalinized with 30 % NH4OH and extracted with CHCl3, affording after
evaporation in vacuo a CHCI3 extract containing the total alkaloids (residue 0.562 g). Next, the leaves were
macerated 16h with methanol/water (1:1, 2.5 1) affording the hydromethanolic extract (84.32 g). The alkaloidal
extract was fractionated by chromatography on Kieseigel (0.040-0.063 mm) Merck, eluated by CHCly/McOH
8:2. The hydromethanolic extract was fractionated on Lichroprep RP-18 (25-40 pm) Merck, eluated with a
gradient of MeOH/water. Silica get GF254 was used for tkc.

Hydroxyeleocarpidine (1) : Cy7HxN+O, amorphous, [a], 0 (c 0.03, MeOH), MP 220 °C (decomposition), UV
Amax (MeOH) nm (log £): 274; IR v cm‘ldﬁ}%, 2956, 2926, 2856, 1709, 1665, 1597, 1457, 1376, 1213, 1178,
1125, 1038; HREIMS m/z (%) : 284.1763 §,gF+H) [284.17629 calcd], 199 (43), 177 (90), 137 (35), 84 (87).

Biocassays : Antimalarial activity was assessed agpinst the chloroquino-sensitive strain 3D7 and the

i i strain W2, maintained in contimwes caltnre according to the methodology described by
Trager et al (1976) [9]. Parasites were cultivated in group A+ hnman erythrocytes and suspended at a 4 %
hematocrit in RPMI 1640 medium supplemented with Hepes, NaHCO;, 10 % A+ human serum and Neomycin
(Sigma, St Lowis, MO, USA) at 37°C in a gas mixture of 5 % Oy 6 %C0-90 %N,; RPMI 1640, Hepes,
NaHCO; were obtained from Giboo-BRL (Paisley, Scotland). The extract and the compounds were digsolved in
DMSO.
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Table | : 'H, C NMR, COSY and HMBC data for compound 1 (CD10D; 400.13 and 100.62 MHz).

Position 31y (JHa) 5 13¢ COSsY HMBC
2 - 136.2 - -
3 3.38brd (11.1) 614 H-14 -
5 322m 48.7 H-5 (2.49), H-6 (2.63) C-3, C-6, C-7
249u (11.1;3.5) H-$ (3.22), H-6 C-3, C-6, C-7
6 287m 226 H-5 (2.49), H-6 (2.63) C-2, C-5,C-7
2.63 d (15.0) H-S, H-6 (2.87) C-2,C-5,C-7
7 - 1073 - -
8 - 129.0 - -
9 6.76d(2.1) 103.1 H-3 C-1, C-10, C-11,C-13
10 - 151.2 - -
11 6.59 dd (8.6; 2.1) 111.6 H-9, H-12 C-9, C-10, C-13
12 7.10d (8.6) 1123 H-9, H-11 C3, C-10,C-11,C-13
13 - 1329 - -
14 2224d(12.9) 29.5 H-3, H-14 (1.85), H-15 C-3,C-15
185 m H-3, H-14 (2.22), R-15 -
15 312 m 514 H-14, H-15 (2.40) C-14, C-17,C-20
240t (11.)) H-14, H-15 (3.22) -
17 3.081(7,9 529 H-17 (2.33), H-18 (1.85) C-19, C-20
233 q(8.5) H-17 (3.08), H-18 (1.76) C-15,C-18
18 1.85m 20.6 H-17 (3.08), H-19 (2.10) C-19
1.76 m H-19 (2.10) C-20
19 210m 30.0 H-18 (1.85), H-19 (1.76), H-20 -
1.76 m H-19 (2.10), H-20 -
20 2.751(6.5) 85.1 H-18 (1.76), H-19 C-3,C-15, C-19

Table 2 : in vitro antimalarial activity on the chloroquino-sensitive strain 3D7 and the
chloroquino-resistant strain W2 of Plasmodium falciparum.

C130, 3D7 (pg/ml) C150, W2 (pg/ml)
Alkaloidal extract 3.45 1.23
Eleocarpidine (PC1) 10.95 4.70
OH-¢leocarpidine (PC2) - 10.85 |
Acanthospermol (TmP) - 4.78 |
Rutin (TIP1) - 7.24 |
-no determinated




Hydroxyélaeocarpidine
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