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INTRODUCTION

Le milieu naturel a toujours ét pour I'8tre humain une source
médicamenteuse précieuse. Bien avant l'innovation et V'introduction des spécialités
pharmaceutiques, '’homme se soignait a base d’extraits de végétaux, d’animaux et de
minéraux. Aujourd’hui encore, prés de 45% des médicaments modernes sont

d’origine végétale ou animale [Fleurentin, 1990].

Dans la plupart des pays en voie de développement, la médecine
traditionnelle constitue un passage obligatoire dans le domaine de la santé publique.
On estime a 80% les populations du tiers monde qui se soignent par les
plantes[Fleurentin, 1990]. Dans ces régions, les tradipraticiens, sur la base de
connaissances transmises de génération en génération, proposent des remedes pour
traiter la plupart des maladies qui sévissent au sein des populations. Certaines de ces
maladies, telles que les syndromes ictériques, contre lesquels la nédecine moderne a
montré ses limites, sont soignées grace a des traitements a base de plantes
médicinales.

En dépit de cet arsenal thérapeutique naturel dont regorgent les régions, la
prise en charge de certaines maladies reste précaire. Parmi ces pathologies, nous
pouvons citer le paludisme qui constitue & ’heure actuelle un des plus grands fléaux

qui menacent les pays en voie de développement.

En effet, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), chaque année 300 a
500 millions de personnes souffrent de cette maladie, avec 1,5 a 2,7 millions de décés
observés dont 90% surviennent en Afrique au Sud du Sahara. Les enfants de moins

de 5 ans et les femmes enceintes restent les plus frappés par cette maladie [OMS,

2003].

La prise en charge du paludisme est assez complexe du fait des nombreux
facteurs socio-économiques défavorables auxquels sont exposées les populations :

faible couverture sanitaire, coOt élevé des médicaments, pharmacorésistance a la
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chloroquine et la Sulfadoxine-Pyriméthamine qui sont les antipaludiques les moins
chers, non-respect ou méconnaissance des méthodes préventives et curatives du

paludisme.

Des molécules telles que la quinine et I'artémisinine sont des antipaludiques
extraits de végétaux. Ce qui démontre que les plantes sont également une source de
médicaments antipaludiques sur laquelle on peut compter. Au Mali, par exemple, le
Malarial 5, antimalarial & base de plantes a fait I'objet d’études approfondies qui ont
montré son efficacité sur le Plasmodium [Keita, 1993].

Des guérisseurs Nigériens ont récemment élaboré un mélange présentant des
propriétés antiplasmodiales in vivo [Yacoudina, 2002]. Ce melange est constitué
d’une certaine quantité de poudre de Celosia frygina Linn., Limeum pterocarpum (Gay)
Heimerl, Momordica balsamina Linn.

Notre étude portera donc sur cette recette, afin de déterminer la ou les plantes
responsables de l'activité¢ antipaludique du mélange et éventuellement d’isoler les

principes actifs qu’elle contient.
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OBJECTIES

1- Objectif général

Etudier activité antipaludique de Celosia trygina L., Limeum pterocarpum (Gay)
Heimerl et Momordica balsamina L.

2- Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques visent a :
o Identifier un ou des extraits actifs provenant de Celosia trygina, Limeum
pterocarpum et Momordica balsanting ;
o Déterminer les fractions de ces extraits présentant 'activité antipaludique ;
» Déterminer la toxicité des fractions actives ;

» Isoler la ou les molécules responsables de l'activité antipaludique.
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1- GENERALITES SUR LE PALUDISME

1.1- Définition
Le paludisme (ou malaria) est une maladie fébrile, provoquée par un protozoaire du
genre Plasmodium et transmise 2 I'étre humain par l'intermédiaire d'un insecte

hématophage : I'anophele femelle [Larousse de Ia médecine, 1996].

1.2- Répartition géographique

Une centaine de pays dans le monde est touchée par la maladie, principalement ceux
d’Afrique, d’Asie et d’Amérique latine a des degrés différents. L’ Afrique est de loin
le continent le plus atteint avec 90% des cas [OMS, 2001].

L’ Organisation Mondiale de Ja Santé (OMS) a classé les pays en trois groupes en
fonction de la résistance du Plasmodium falciparum (responsable de la forme mortelle
de paludisme) a la chloroquine [www.ligue-palu.org /palud/epidemiehtml ]
(figure 1) :

Groupe 1 : Pays sans chloroquinino-résistance ou sans Plasmodium (respectivement en
gris et blanc sur la figure 1).

Groupe 2 : Pays a chloroquino-résistance modérée (en pointillés sur la figure 1}

Groupe 3 : Pays a chloroquino-résistance ou multi-résistance (en noir sur la figure 1).
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2 forme mortelle présente
Il forme mortelle présente et multirésistance

Figure 1: répartition géographique du paludisme dans le monde[OMS, 2000]

1.3- Cycle de développement des plasmodies

Le Plasmodium est un parasite unicellulaire a4 cycle de développement
diphasique pour lequel, il faut deux hétes indispensables : le moustique qui est son
vecteur biologique et I’homme.

1.3.1- Cycle chez I'anophele

Il correspond a la phase de reproduction sexuée.
Lors d'un «repas de sang» sur un individu infecté, le moustique ingere des
gamétocytes, & potentiel sexuel méle ou femelle. Ceux-ci parviennent dans I'estomac
et se transforment en gametes. Le gamete male subit un processus d’exflagellation a
la suite duquel les gameétes femelles sont fécondés. Il en résulte un zygote appelé
ookinete qui simplante sur la paroi stomacale en formant I'cocyste. Cette breve

phase diplofde s'achéve par une division méiotique et est suivie par plusieurs
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milliers de mitoses qui conduisent au développement des sporozoites. L'éclatement
de l'oocyste libere dans 'hémolymphe, les sporozoites qui vont alors regagner les
glandes salivaires du moustique. Ce cycle se déroule entre dix et quatorze jours selon
la température et les especes. En piquant un individu sain, le moustique lui transmet

les sporozoites [www.ebischoff.free.fr/ palu/ palu2.html].

1.3.2- Cycle chez 'homme

Il correspond a la phase de reproduction asexuée.
1.3.21- Le cycle exoérythrocytaire

Les sporozoites inoculés & 'homme transitent dans la circulation générale
pendant une trentaine de minutes avant d’envahir les hépatocytes. IIs entrent alors
dans une phase de multiplication intra-cellulaire qui aboutit a la formation de corps
bleus. Ces derniers en éclatant vont libérer de trés nombreux mérozoites. Cette phase

est asymptomatique et dure huit a quinze jours selon les espéces

[www.ebischoff.free.fr/ palu/palu2. html].

13.2.2- Le cycle endoérythrocytaire

Les mérozoites libérés lors de la rupture de 'hépatocyte vont débuter le cycle
sanguin en infestant les globules rouges. Le mérozoite pénetre griace a un processus
parasitaire actif et se différencie au sein de la vacuole parasitophore en anneau puis
en trophozoite ; stade a partir duquel une intense réplication commence. Il donne
alors naissance au schizonte. Celui-ci, aprés segmentation, montre une forme
caractéristique en rosace, puis libére huit a trente deux mérozoites qui réinfectent
des érythrocytes sains.
Apres plusieurs cycles endo-érythocytaires de ce genre, certains trophozoites se
transforment en gamétocytes méles et femelles qui seront ingérés par un moustique

lors d’une piqire [www.ebischoff.free.fr/ palu/ palu2.html].




These de Pharmacie

Sur plus d’une centaine d’especes isolées, pouvant parasiter les mammiféres, les
rongeurs, les bactéries, quatre seulement sont spécifiques & I’'homme et peuvent
déclencher la maladie sous des formes variées, plus ou moins graves. Il s’agit de :
Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodiun malarise et Plasmodium vivax.
Dans notre étude nous avons utilisé un parasite des rongeurs: Plasmodium berghei
qui est le premier Plasmodium murin a avoir été isolé en 1948 par VINCKE et LIPS
[Vincke, 1948].

1.4.1-Les plasmodies humaines

14.1.1- Plasmodium falciparum

Il est A Y'origine de la fidvre Herce (un jour sur deux) maligne et est responsable de 90% de la mortalit#
due au paludisme. C’est Vespéce dominante en Afrique, mais on le retrouve également en Asie et en
Amérique latine. Son temps d’incubation est de 7 & 22 jours. Il est rare de voir survenir un acces fébrile
a P, falciparum plus de deux mois aprés le départ d'une zone d’endémie car la longévité de cet

hématozoaire est courte [Yacoudina, 2002].

Les trophozoites sont petits & moyens, de forme annulaire en virgule. La chromatine
est constituée de deux taches et le cytoplasme est régulier et fin. Les trophozoites
sont souvent associés & des schizontes, qui sont petits, compacts, peu nombreux
libérant 12 & 30 mérozoites. Les gamétocytes sont en forme de banane ou arrondis

[OMS, 2000].

1.4.1.2- Plasmodium vivax

1l est a I'origine de la fidvre tierce bénigne. Il a la m&me répartition géographique que
Plasmodium falciparum, mais se retrouve aussi dans les zones tempérées.

L'incubation dure quinze jours a neuf mois, parfois plus. Elle évolue donc avec des
rechutes & plus ou moins long terme en fonction des souches. [Yacoudina, 2002].

Les trophozoites de P. vivax, sont des anneaux ouverts, de forme irréguliere a
cytoplasme irrégulier ou fragmenté qui deviennent denses, compacts a maturité. Les
schizontes sont de grande taille ; & maturité ils contiennent 12 a 24 mérozoites. Les

gamétocytes jeunes sont difficiles a distinguer des trophozoites matures [OMS, 2000].
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1.4.1.3- Plasmodium ovale

Il sévit en Afrique intertropicale et est responsable de la fi¢vre tierce bénigne.

Son incubation peut &tre courte (15jours) ou trés longue, entrainant des rechutes de
plus de 5 ans aprés la premiére crise, mais non mortelles [Yacoudina, 2002].

Les trophozoites sont petits, en forme d’anneaux ou arrondis et compacts; le
cytoplasme est régulier assez charnu. Les schizontes sont petits et liberent 4 a 12
mérozoites en amas diffus. Les formes reproductives sont rondes, plus petites que

celles de P, vivax, on les confond facilement aux trophozoites matures [OMS, 2000].

1.4.1.4- Plasmodium malariae

Il est a l'origine de la fidvre quarte. Il est réparti de fagon trés inégale dans le monde.
Son incubation est d’environ trois semaines et il peut survivre jusqu’a vingt ans
entrainant des rechutes a long terme [Yacoudina, 2002].

Les trophozoites sont de petite taille, de forme annulaire arrondie et compacte. Le
cytoplasme est régulier et dense. Les schizontes également de petite taille, liberent 6 a
12 mérozoites en amas diffus. Les gamétocytes sont ronds et compacts, ressemblent
aux trophozoites matures [OMS ; 2000].

Les formes érythrocytaires de ces quatre esp2ces sont illustrées dans I'annexe 1.

14.2- Plasmodium berghei

Ce parasite infecte les rats, les souris, les hamsters et d’autres rongeurs. Il infecte
également beaucoup d’especes de moustiques, le meilleur vecteur en laboratoire
étant Anopheles stephensi. Il est trés virulent et fatal pour les souris et les jeunes rats.
La phase exoérythrocytaire dure 48 a 60 heures. Les schizontes produisent 6 a 10
mérozoites. P. berghei a une grande affinité pour les érythrocytes jeunes [Cox, 1967].
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1.5- Les vecteurs du paludisme

Les moustiques responsables de la transmission du paludisme a 1'é¢tre humain
appartiennent au genre Anopheles (famille des Culicidae).
Une soixantaine d'especes différentes de ces moustiques véhiculent les parasites
Plasmodium responsables de la maladie.
Une des especes la plus connue et sans doute la plus étudiée jusqu'ici est Anopheles
gambige, principal vecteur du paludisme en Afrique. Dans cette partie du monde on
note aussi la présence d’Anopheles funestus dont le r6le dans I'épidémiologie a
longtemps été sous-estimé.
En Asie, parmi les anopheles impliquées dans la transmission de la maladie, on peut
citer Anopheles stephensi, Anopheles farauti, Anoppheles sinensis, Anopheles tellessarus et
Anopheles minimus.
En Amérique, quatre especes sont principalement impliquées: A. albimanus, A.
quadrimaculatus, A.darling iet A freeborni
[www.pasteur.fr/actu/ presse/ documentation/anopheles.htmy].

D'autres espéces d'anopheles peuvent héberger des parasites Plasmodium :

elles ne piquent pas I'étre humain, mais d'autres mammiféres.

Les méles se nourrissent de nectar de fleurs, tandis que les femelles piquent les
humains et les mammiferes, car les protéines sanguines sont indispensables a la
maturation de leurs ceufs. C'est au cours de ce repas de sang que les anopheles
injectent les sporozoites présents dans leur salive 4 'homme. L’anophele femelle peut
vivre environ un mois. Elle pond tous les trois jours environ 1500 oeufs en surface
des eaux stagnantes. Les larves aquatiques libérées par éclosion, se transforment en
adultes en I'espace de 2 a 4 semaines [Bourré, 1993].

La découverte, en 2002, du génome d’Anopheles gambine constitue un grand espoir

pour la recherche du vaccin contre le paludisme [Enserink et Pennisi, 2002].

10
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1.6- Autres types de transmission du paludisme
En dehors de la transmission de la maladie par le moustique, on distingue d’autres
voies de contamination :

Le paludisme transfusionnel: il peut arriver que le paludisme soit transmis a un

individu lors d"une transfusion de sang contaminé.

Le paludisme accidentel: il existe un risque de transmission du paludisme au

personnel soignant ou a plusieurs malades par utilisation de matériels souillés, non
stérilisés.

Transmission mere-enfant : une meére atteinte de paludisme a de fortes chances de

transmettre la maladie & son enfant; ce qui augmente les risques de mortalité néo-

natale et maternelle [Bourré, 1993].

1.7- Manifestations cliniques du paludisme
1.7.1- Physiopathologie
Pour les quatre esptces plasmodiales, parasites de 1'homme, on distingue deux
manifestations principales qui sont : la figvre et la splénomégalie.
La fievre peut étre tierce (un jour sur deux) ou quarte (un jour sur trois).
Elle a deux origines possibles :
o L’éclatement synchrone des rosaces,
o Laprésence de certains pigments sécrétés par le parasite.
La splénomégalie est due a la phagocytose des débris d’hématies par la rate.
On peut également noter d’autres troubles plus ou moins importants tels que

I'anémie, la thrombopénie, un sub-ictere [Bourré, 1993].

1.7.2- Les formes cliniques

Le paludisme peut se manifester sous diverses formes d’intensité variable.

1.7.2.1- La primo-invasion

Les symptdmes apparaissent apres une période d’incubation de sept a trente jours.
L’acces commence par un syndrome grippal accompagné d’asthénie, d’arthralgie, de

myalgies, de céphalées avec parfois un tableau de gastro-entérite et de fidvre

11
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continue en plateau ou en plusieurs poussées quotidiennes. Les urines sont foncées.
On a une petite hépatomégalie, mais la rate n’est pas palpable.
Traité, l'acces évolue de facon favorable. Non traité, il évolue vers une fidvre

intermittente et une splénomégalie [Bourré, 1993].

1.7.2.2- L’acces palustre simple

Appelé aussi phase d’état, il est di a I'éclatement synchrone des rosaces, il peut
succéder & une primo-infection ou marquer l'entrée dans la maladie.

On distingue trois phases :

a) Frissons, tremblements et sensations de froid qui durent environ une heure.
La température corporelle augmente & 39,5-40°C. La rate est de plus en plus
palpable.

b) Chaleur: la peau devient brilante et séche avec 4045°C. La splénomégalie
régresse. Cette phase dure trois & quatre heures.

c) Sueur: il n'y a plus de fidvre. Le malade transpire beaucoup. La pression
artérielle augmente. La crise est suivie d’une sensation de soulagement ou de
fatigue.

Sous traitement, l'accd®s simple est rapidement favorable, mais se renouvelle
périodiquement en l'absence de thérapeutique et peut entrainer des complications
graves [Bourré,1993].

1.7.2.3- [."acces pernicieux

Egalement appelé neuropaludisme, il survient souvent chez les sujets non immuns ;
il est dfi exclusivement a Plasmodium falciparum et résulte du blocage des vaisseaux
sanguins irriguant le cerveau par les globules rouges infectés.

La symptomatologie est dominée par des signes neurologiques : fidvre a 40-41°C,
troubles de la conscience, coma, convulsions, signes méningés cliniques (céphalées,
vomissements). Un ictére et une hépatomeégalie sont souvent constatés. Le pronostic
dépend de la rapidité du traitement. L’évolution spontanée est mortelle chez I'enfant
et I'adulte non immuns. Sous traitement, les troubles disparaissent sans séquelles ;

mais 'enfant peut garder quelques troubles neurologiques résiduels [Bourré, 1993].

12




e

These de Pharmacie

1.7.24- Les autres formes de paludisme
I existe d'autres formes de paludisme qui sont en général des complications de

l'acces simple : le paludisme viscéral évolutif et la fi¢vre bilieuse hémoglobinurique.

1.8- Diagnostic du paludisme

En présence des manifestations cliniques spécifiques du paludisme, le diagnostic de
certitude est apporté par I'observation du Plasmodium sur un frottis sanguin ou une
goutte épaisse. Le sang doit étre prélevé au moment du pic fébrile.

Certaines données biologiques et immunologiques telles que I'anémie, Ia

thrombopénie, etc.... peuvent égaleinent aider au diagnostic [Bourré, 1993].

1.8.1- Examen direct

Utilisé par LAVERAN, il consiste a observer sans coloration une goutte de sang entre
lame et lamelle.

Cet examen permet d’observer la mobilité des plasmodies [Bourré, 1993].

1.8.2- Frottis mince

On étale une goutte de sang (ImL) sur une lame, puis on Ia colore soit par la technique de May-
Griinwald-Giemsa, soit par la technique plus rapide du R.A.L. On obHent alors un étalement mono-
couche des hématies colorées.

La lecture se fait plutbt vers la queue du frottis avec un objectif 100 & immersion.
Cette technique permet un diagnostic rapide d’espéce, de stade et du degré de
parasitémie [Bourré, 1993].

1.8.3- Goutte épaisse

C’est une méthode qui consiste & concentrer les plasmodies. On ne I'examine qu’en
cas de frottis négatif, devant une forte suspicion de paludisme. La destruction des
hématies et la déformation des plasmodies rendent le diagnostic d’espece délicat.
Technique : une goutte de sang est poéée au milieu d"une lame, le sang est défibriné,
les hématies sont lysées en tournant la goutte avec le coin d’une autre lame par un
mouvement circulaire pendant deux minutes, pour former une plage ronde ou

ovalaire, la plus harmonieuse possible. La lame est colorée, généralement par la

13
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méthode de May- Griindwald Giemsa. La lecture se fait a I'objectif 100 & immersion
[Bourré, 1993).
1.8.4- Données biologiques
Sur le plan biologique, la numération formule sanguine (NFS5) permettra de
constater ;
» une anémie hémolytique avec hyperréticulocytose et polychromatophilie,
» une hyperleucocytose initiale suivie de neutropénie lors des acces répétés
ou d’un paludisme viscéral évolutif,
o Une thrombopénie.
Ces différents parametres doivent étre contrdlés au cours de l'acces
[Bourré, 1993].
1.8.5- Diagnostic immunologique
Il est utilisé pour des cas particuliers :
o faible parasitémie,
» malade sous traitement,
» dépistage des donneurs dangereux potentiels,
e enquétes épidémiologiques, pour déterminer le niveau d’infestation d'une
population.
On utilise généralement des techniques d’immunofluorescence indirecte.

[Bourré, 1993].

1.9- Traitement du paludisme
1.9.1- Les médicaments
On peut classer les antipaludiques selon leurs propriétés pharmacologiques, leurs

propriétés chimiques et leur origine [Bryskier, 1988].

Classification selon les propriétés pharmacologiques

- les schizonticides, actifs sur les schizontes, inactifs sur les gametes, ils sont
curatifs des acces palustres, mais n'empéchent pas de transmetire la maladie.
Ils comprennent : la quinine et ses sels, les amino-4 quinoleines, les biguanides

et dérivés, les diaminopyrimidines; les sulfamides.
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- Les gaméticides qui n’ont d’action que sur les gametes; ils n'ont pas d’intérét
immeédiat sur le paludéen, mais ils sont intéressants sur le plan collectif car ils
peuvent empécher la transmission de la maladie. Ce sont: les amino-8-

quinoléines.

Classification selon la famille chimique

¢ Les méthanol quinoleines : la quinine et la méfloquine.

* Les amino-4 quinoleines; la chloroquine etl’amodiaquine.

» Les amino-8 quinoleines : la primaquine.

e Les antifoliniques : les biguanides et les diaminopyrimidines (pyriméthamine
et triméthoprime).

o Les antifoliques : sulfadoxine, sulfaléne, dapsone.

e Les phénanthrénes méthanols : halfan.

o Les aryl-amino-alcool : artémisinine et dérivés (artemether, artésunate,..).

Il faut noter que certains antibiotiques appartenant a la famille des tétracyclines tels
que la doxycilline ou des macrolides sont utilisés en association avec les
schizonticides dans les cas de résistance partielle pour renforcer l'activité de

I'antipaludique.

Classification selon 1’origine

e Origine naturelle : quinine, artémisinine, sesquiterpénes lactones).
e Origine synthétique: quinolyl-méthanol, amino-4-quinoléines, amino-8-

quinoléines, antifoliques, antifoliniques.

Le probléme majeur qui se pose, avec ces produits, est la pharmacorésistance du
Plasmodium rendant les traitements inefficaces. Le choix de I'antipaludique est trés
important si I'on veut réussir une bonne thérapie. Il doit tenir compte non seulement
de la chimiorésistance, mais également de la spécificité de chaque individu (état

général du malade, allergies).
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Chez la femme enceinte certains médicaments sont totalement contre-indiqués, tels

que la Doxycycline ou la Clindamycine [OMS, 2001].

1.9.2- Traitement curatif

Il'y a plus de 350 ans que les Indiens d’Amérique du Sud ont découvert les vertus de
I'écorce du quinquina contre le paludisme. En 1820, Pelletier et Caventou en isolent
le principe actif : la quinine. Depuis, de nombreuses molécules ont été synthétisées.
Le tableau 1 donne le mode d’utilisation et les posologies des antipaludiques les plus

couramment utilisés de nos jours.
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DCI Spécialité Daosage Pasolegie A savoir
Amodiaquine Flavoquine Cp.a153 mg 10mg/kg pendant A prendre aprés les
Camoquine 3jours Tepas
Chloroquine Nivaquine Cp.séc. 100mg et ‘10mg/kg Tl et]2 et Prendre pendant les
300mg bmg/kg ]3 repas pour éviter
Amp, inj. 4 100mg nausées et vomissements
Halofantrine Halfan Susp. Buv. 20mg/mL  24mg/kg pendant24h Prendre a distance des
Cp. 4 250mg en 3 prises repas
Méflogine Lariam Cp. Quadriséc. a 15 ou 25mg/ /kg Prendre au cours des
250mg pendant24hen20u3 repas
prises.
Proguanil+ Malarone Cp. A100mg/250mg  4cp en prise unique Prendre avec un repas ou
Atovaquone pendant 3 jours une boisson lactée pour
favoriser l'absorption
Quinine Quinimax Cp. 2125 et 500mg Per. 05 : Bmg/kg 3 fois Surveiller la glycémie
Amp. inj. 125,250 et par jour pendant?j;  surtoutchez Ja femme
500 IV :8mg/kg 3 fois par enceinte et 'enfant
Quinine Lafran Cp. 4 250 et 500mg jour
Surquina Cp.a250 mg
Amp. inj. & 245 et 490
mg
Sulfadoxine+ Fansidar Cp. 4500 /25 mg 23 3cp.ouampoule  Sieffets
Pyriméthamine Amp. inj, 4 500/25mg  en une seule secondaires, arréter
administration définitivement le
traitement
Artémisinine Artémisinine Cp. 4 200mg 20mg/KG en 2 prises
Et dérivés(2l Supiao.a j1 puis 10mg/Kgen 1
100,200,300,400,500mg fois pendant 6 jours.
Paluther Amp. Inj. 4 80mg/mL 4 mg/kg J1 puis 2
(arthemeter) et40mg/mL mg/kg en deux prises
cp. & 50mg pendant 6 jours.
Artesunate Cpa50mg 2 Cp matin et soir le
(arsumax) Amp. Inj. & 60mg/mL  premier jour et1 Cp

matin et soir du 2eme

au 5¢ jour,
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Il existe d’autres associations médicamenteuses utilisées pour traiter le paludisme.
On peut citer: l'association proguanil-chloroquine, artemether-lumefantrine,
méfloquine-sulfadoxine-pyriméthamine.

La doxycycline, la trétracycline sont des antibiotiques qui sont également utilisés en
association avec la quinine pour traiter les accés palustres [OMS, 2001].

La quinine est l'antipaludique le plus ancien et il demeure de nos jours, le
médicament par excellence contre le paludisme. On l'utilise pour le traitement des
formes graves de paludisme: dose de charge 17 mg/kg en perfusé en quatre heures,
suivi d'un traitement d’entretien de 8mg/kg toutes les huit heures en perfusion de

quatre heures [Moniteur des pharmacies, 2003].

1.9.3- Traitement préventif
Les recherches sur le vaccin antipaludique n’ayant pas encore abouties, la protection
contre le moustique et la chimioprophylaxie restent les principaux moyens de
prévention contre la maladie [Bourré, 1993].
» Pour éviter les piqtres de moustiques, il faut d’abord assainir le cadre de
vie:
e éviter l'accumulation des ordures, des eaux ménagéres a proximité des
habitations.
e Pulvériser des insecticides dans les chambres le soir avant le coucher.
e Dormir de préférence sous des moustiquaires, imprégnées d’insecticides.
e Utiliser des répulsifs sous formes de fumigénes ou de pommade.
Le port de vétements longs et assez épais pour sortir le soir est recommandé.
La lutte antivectorielle vient porter appui a ces moyens d’éviter la maladie.
» La chimioprophylaxie concerne surtout les sujets non immuns: les
voyageurs séjournant dans les zones endémiques et les enfants.
L’antipaludique généralement utilisé est la chloroquine, mais du fait de la

chimiorésistance il est de plus en plus remplacé par d’autres molécules.
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Les médicaments utilisés pour la prévention sont essentiellement: la chloroquine,

proguanil associé ou non a la chloroquine ou a l'atovaquone, la méfioquine, la

doxycycline [Moniteur des pharmacies, 2003].

Le tableau 2 donne leur mode d’utilisation et les posologies usuelles.

Tableau 2: Chimioprophylaxie du paludisme chez l'adulte [Moniteur des

pharmacies, 2003].

DC Spécialité Dosage Posologie A savoir

Chlorequine NIVAQUINE Cp. séc. 100 mg et 100 mg /jour ou 300 Pour les pays du
300mg mg deux groupe 1

fois/semaine
Proguanil PALUDRINE Cp. Séc.100 mg 200 mg/jour Pour les pays du
groupe 2

Proguanil+chloroquine SAVARINE Cp. 2 200 mmg/100 un ¢p. par jour Pour les pays du
mg groupe 2

Proguanil+atovaquone MALARONE Cp. 4100 mg/250 Uncp./jour & heure En pays du groupe 2
mg fixe et3

Mefloquine LARTAM Cp. quadriséc. & 250 mg/semaine En pays du groupe 3
250mg

Doxycilline DOXYPALU Cpa50et100mg 100 mg/jour En cas de résistance

ou de contre
indication a la

méfloquine

Chez 'enfant, la chimioprophylaxie est délicate. Le tableau 3 donne quelques

schémas thérapeutiques pour I'enfant.
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Tableau 3 : Chimioprophylaxie du paludisme chez 'enfant [Moniteur des pharmacies, 2003].

DC Présentation Poids Posologie A savoir
Chloroquine Sirop 25mg/ 5l de 8.5kg 125 mg/j Attention aux intoxications accidentelles
94165 25 mg/j graves

17 233 kg 50 mg /j
336a46kg 75 mg/

' Proguanil Cp. Sécables de 100mg  de 8.5kg 25 mg/j Les cps. peuvent étre écrasés et dissous

9a16.5kg 50 mg/j dans I'eau
17 & 33kg 100 mg/j
33.6a46Kg 150 mg/j

Méfloquine Cp. quadriséc, 250mg 153 20 kg Yacp/semaine  Les cps peuvent 8tre écrasés et dissous
20230 kg Y2 cp/semaine  dans I'eau. Contre-indiqué si poids <15 kg

30a45kg % cp/semaine

La chimioprophylaxie doit commencer deux semaines avant le départ en voyage et
se poursuivre durant 4 semaines aprés le retour sauf pour la Malarone que I'on
maintiendra 7 jours et la méfloquine que I'on commence 2 prendre 10 jours avant le
départ [Moniteur des pharmacies, 2003].

Toutes les molécules citées plus haut ont un certain coit, et ne sont pas
accessibles pour la grande majorité des populations des pays touchés par le
paludisme. Le traitement par les plantes est donc privilégié, surtout dans les zones

rurales,

2- Généralités sur la médecine traditionnelle

2.1- Définition de la médecine traditionnelle

Selon un groupe d’experts de 'OMS, la médecine traditionnelle est: « I'ensemble de
toutes les connaissances et pratiques, explicables ou non pour diagnostiquer,
prévenir ou éliminer un déséquilibre physique, mental ou social, en s’appuyant
exclusivement sur l'expérience vécue et 'observation transmise de génération en

génération. »

La médecine traditionnelle Africaine pourrait étre définie comme « l'ensemble des
pratiques, mesures, ingrédients, interventions de tout genre, matérielles ou autres

qui ont permis a I"Africain depuis toujours de soulager ses souffrances » [OMS, 1978].
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Avant les grandes révolutions scientifiques et la découverte des molécules -
pharmaceutiques modernes, les plantes, les animaux et les minéraux étaient les
principales sources médicamenteuses. Aujourd’hui, leur utilisation est surtout
constatée dans les régions pauvres du monde. Appelée également médecine
« complémentaire » ou « parallele », dans les pays industrialisés ot son usage ne
cesse de croitre, (environ 50% de la population y a eu recours au moins une fois) la
médecine traditionnelle est beaucoup plus courante en Afrique, en Asie et en
Amérique‘Laﬁne. Dans ces régions de nombreux pays y ont recours pour répondre a
certains de leurs besoins au niveau des soins de santé primaires. En Chine, les
préparations traditionnelles 4 base de plantes représentent entre 30 et 50% de la
consommation totale de médicaments. Ce taux est de 80% pour les pays d'Afrique”

[www.who.int/ mediacentre/ factsheets/2003/£s134/ fr/].
2.2- Meédecine traditionnelle au Niger

Au Niger, la quasi-totalité de ]la population utilise les plantes pour se soigner (80%). |
Comme dans la plupart des pays en voie de développement, la médecine
traditionnelle pose le probleme de qualité (efficacité, dosage). Le Laboratoire de
recherche de la Faculté des Sciences de 1'Université de Niamey et 'ONPPC (Office
National des Produits Pharmaceutiques, actuel Lanspex), sont les deux principales
structures qui s'occupent de la recherche sur les plantes médicinales du Niger. Des
enquétes sur ces plantes médicinales et les expériences des guérisseurs, effectuées au
Niger, ont permis d’identifier et de décrire 762 plantes dans les différentes zones
climatiques du pays. Ces plantes ont été classées au total en quatre cent cinquante
domaines différents d’action thérapeutique [Astor, 1992]. Les renseignements
concernant les indications, posologies, effets secondaires, ont été fournis par les
guérisseurs et ne sont pas suffisants pour décider lesquelles de ces plantes peuvent
8tre inscrites dans une pharmacopée. Pour ce faire, le laboratoire de la Faculté¢ des
Sciences et le Lanspex, malgré les problémes (surtout financiers) qu’ils rencontrent,
oeuvrent pour la détermination des activités chimiques et biologiques des plantes
meédicinales du Niger. A ce jour, le screening chimique de prés de 50 plantes a été

réalisé et constitue un bon départ pour I'élaboration d'une pharmacopée nationale

21




"

L3

These de Pharmacie

[GTZ, 1992]. Des études portant sur la détermination des structures des composés
organiques et huiles essentielles des plantes, ainsi que l'étude des propriétés

pharmacologiques ont été réalisées et d"autres sont en projet.

La stratégie mondiale en matiére de pharmacopée et médecine traditionnelle,
adoptée par I'OMS en 2002, devrait permettre aux pays en voie de développement,
dont le Niger, d’améliorer la qualit¢ des produits et méthodes traditionnels

[www.who.int/ mediacentre/ factsheets/2003/£s134/ fr/].

Actuellement, les études sur les plantes antipaludiques connaissent particulierement
un regain d’intérét du fait de la résistance croissante du parasite aux molécules déja

existantes,
2.3- Plantes et paludisme

Il existe, de part le monde, de nombreuses plantes utilisées traditionnellement contre
le paludisme. Des études portant sur certaines de ces plantes ont permis de tester in
vivo ou /et in vitro leur activité réelle et aussi d’isoler des molécules plus ou moins
actives, Dans une récente publication, Fanie Van Heerden et Sianne Schwikkard
[Schwikkard et Van Heerden, 2002], ont répertorié les études faites sur des plantes
antiplasmodiales : leurs familles, les structures des composés isolés, les résultats des
essais pharmacologiques. Parmi les substances naturelles isolées et ayant montré une
certaine activité antiplasmodiale on note de nombreux alcaloides, mais on peut citer
aussi, les quassinoides, les sesquiterpenes et bien d’autres. D’aprés cette étude, de
1990 3 Décembre 2002, 186 articles ont été publiés et 170 structures de composés
antipaludiques naturels issus des plantes ont ét¢ déterminées [Schwikkard et Van
Heerden, 2002]. Les figures 3 3 8 donnent les structures de quelques composés

antipaludiques issus des plantes.
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Figure 3 : Artemisinine.
( Artemisia annua)

Figure 5 : Quinine
(Quinguina})

Figure 7 : Bruceine B
{Brucea javanica)

18

1]

These de Pharmacie

R' COOH
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Figure 4 : 3-0-E-p acide coumaroylalphitolique
(Cochlospermum tinctorium)
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0
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Figure 6 ; Lignan nyasol
(Asparagus aftricanus)

Figure 8 : cryptolepine
(Cryptolepis sanguinolenta)
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Cependant, la plupart de ces molécules restent au stade expérimental et souvent
leurs activités seules ne suffisent pas a soigner completement la maladie, d’ou la
nécessité de les associer avec d’autres molécules. Ceci permettrait non seulement de
potentialiser leur effet, mais aussi de lutter contre la chimiorésistance. En effet,
I'expérience a montré qu’en associant deux médicaments ou plus on pouvait différer
I'apparition de la résistance aux deux médicaments [RBM, 2003]. L artémisinine est
un bon exemple car son association avec d’autres molécules s’est montré tras efficace

contre le paludisme résistant [Wiesner, 2003].

Le produit qui est 'objet de notre étude est constitué de trois plantes : Celosia trigyna
Linn., Limeum pterocarpum (Gay) Heimerl, Momordica balsamina Linn. . 11 est utilisé en
infusion avec un peu de citron pendant quatre jours pour traiter les acces palustres.
L'annexe 2 donne la liste de quelques plantes utilisées traditionnellement au Niger

contre le paludisme.
2.3- Présentation des plantes étudiées
2.3.1- Celosia trigyna

2.3.1.1- Systématique
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2.3.1.2- Noms vernaculaires [Adjanohoun, 1985 ].
¢ Nom Hausa : tsarkya'r n gulu, nannahua

e Nom Zarma : nafho-nafho .

2.3.1.3- Botanique

C’est une plante herbacée, annuelle, allant jusqu’a 40 cm de haut, quelque fois
décombante. Les feuilles sont ovales ou ovales-lancéolées, de dimension variable.
Elle présente des inflorescences terminales, en racémes spiciformes. Les fleurs

blanchétres ont jusqu’a 3mm de long.

C’est une plante répandue dans toute 1'Afrique tropicale. On la rencontre aussi en

Arabie et 8 Madagascar [Adjanchoun, 1985 ].
2.3.1.4- Usages

Au Niger, la partie aérienne fraiche ou en poudre est utilisée localement contre les
piqtres de scorpion. En décoctionelle sert de boisson ou est utilisée en lavage
antipyrétique. La décoction de la partie aérienne est également utilisée pour le
traitement des hémorroides, en association avec la bouillie de mil. [Adjanohoun,

1985].

Les feuilles de C. trygina sont comestibles malgré leur gotit amer, elles sont utilisées

dans la préparation de sauces et soupes [Burkill, 1985].

Au Sénégal, les feuilles sont utilisées comme antihelminthiques, surtout chez les

enfants [Burkill, 1985].

En Sierra Leone, la feuille est mangée fraiche en cas de douleurs cardiaques [Burkill,

1985].

Au Nord du Nigeria, les feuilles sont utilisées en application sur les éruptions

cutanées purulentes et sur les maladies de la peau en général [Burkill, 1985].
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Au Ghana, les feuilles écrasées servent de traitement des désordres digestifs,
hépatiques et rénaux, mais sont aussi utilisées en cataplasme en cas de douleurs
thoraciques. Au Congo, elles sont ainsi utilisées en application sur les scarifications

pour atténuer les douleurs [Burkill, 1985].
Cette plante est dite diurétique et hémostatique [Burkill, 1985].

En Ethiopie, les feuilles et les fleurs sont utilisées pour traiter 'anémie et les

diarrhées [Burkill, 1985].

En Céte d’Ivoire comme au Congo, les feuilles sont utilisées pour traiter les troubles

gvariens.

La seve des feuilles, préparée en collyre est utilisée dans le traitement des troubles
ophtalmologiques [Burkill, 1985].

Au Soudan, les feuilles séchées sont utilisées dans le traitement des diarrhées.

Il est rapporté que la consommation accidentelle (en excés ou au mauvais stade de

maturité), entraine vertiges et délires [Burkill, 1985].
2.3.1.5- Etudes chimiques
¢ Une molécule : la kosotoxine a été isolée de C. trygina [Burkill, 1985].

e Les graines contiennent de l'huile, et une certaine quantit¢ de nitrate de

potassium [Burkill, 1985].

e La plante est riche en saponines et contient des flavones en faible quantité

[Burkill, 1985].
23.1.2- Etudes pharmacologiques

e la kosotoxin, molécule isolée de C. trygina, a des propriétés antihelminthiques
[Burkill, 1985].

26



These de Pharmacie

“Cafasla teigyma

un pied de Celosia trygina

figure 9 : schéma d’
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2.3.2- Limeum pterocarpum

2.3.2.1- Systématique

2.3.2.2- Noms vernaculaires
¢ NomHaoussa:  garkoua koussou
* Nom Zarma: ganda korey,

2.3.2.3- Botanique

C’est une plante annuelle de 30 cm a tige rameuse tout particulierement dans sa

partie inférieure. La racine est pivotante.
Les feuilles sont nombreuses, alternes, tendres, lancéolées-linéaires, A pétioles courts.
Les fleurs sont en faisceaux et de couleur blanc-vert.

Le fruit est déhiscent et s'ouvre en deux parties.

28




[}

»

Thése de Pharmacie

Figure 10 : herbiers de L. pterocarpum
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2.3.24- Usages

Les feuilles sont séchées, broyées et utilisées avec du lait pour traiter le paludisme

[Diallo, 1999].

Une autre préparation antimalarial consiste & laisser macérer la plante entiere,
jusqu'a ce que l'eau change de couleur. La solution est bue pendant trois jours

[Diallo, 1999].

Les feuilles séchées sont utilisées en décoction pour traiter les maux de ventre

[Diallo, 1999].

La décoction, préparée a partir d'une poignée de feuilles, dans 500 mL d’eau est prise
avec 75 mL de graisse de poisson, pour stimuler la prise de poids [Diallo, 1999].

2.3.2.5- Etudes chimiques

o Des études phytochimiques réalisées par Mahamane Baoua et al. ont montré la

présence de certains groupes de composés [ Baoua, 1976].
Le tableau 4 donne les résultats de leurs travaux.

Tableau 4 : Résultats du screening chimique de Limeum pterocarpum.

Alcaloides Flavonosides Saponosides Tanins Quinones  Steroides-
Terpénes
M D 0 1,0 Pp vert 0 LB: bleu
0 + H2504:noir
Légende : M : réactif de Mayer +: faiblement positif
D : réactif de Dragendorf 0 : négatif
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e Khalid Ikhiri ef al. ont isolé, en 1995 , le composé majoritaire du Limeum
pterocarpum. La structure du produit a été déterminée par les méthodes
spectroscopiques usuelles. Il s’agit d'un sesquiterpéne de type drimane: «le

limeloide », de formule Cy15H2404 [Ikhiri, 1995].

2326- Etudes pharmacologiques

Une étude menée par Diallo et al. [Diallo, 2001], portant sur les propriétés
antifongique, antioxydante, molluscicides, larvicides de 20 plantes médicinales dont

L. pterocarpum, a montré que :

o L'extrait DCM des parties aériennes de Limeum pterocarpum, posséde une

activité antifongique, spécialement sur le germe Candida albicans ;

» Les extraits méthanolique et DCM des parties aériennes de L. pterocarpum, a

raison de 500 mg/L possédent un effet larvicide sur le genre Anopheles.
2.3.3- Momordica balsamina

2.3.3.1-

Systématique
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2.3.3.2- Noms vernaculaires [Adjanohoun, 1985].
» Nom Haoussa : garahuni ;
e Nom Zarma : badéma.

23.3.3- Botanique

C’est une plante annuelle, volubile, gréle, glabre ou presque, atteignant 4 a 5 m de

long.

Les feuilles sont simples avec 3 & 5 lobes séparés jusqu’a la moitié du limbe, & bords

un peu dentés, de 32 4 cm de large, glabres ou presque, longuement pétiolées.

Les fleurs sont jaune-pales, de 2 a 3 cm de diametre, le pédoncule, gréle a 5-7 cm de

long et porte vers le sommet une bractée foliacée denticulée,

Le fruit est ovoide, de 4 4 5 cm de long, orangé a maturité, avec de nombreuses

épines molles non piquantes.

Plante pantropicale, on la rencontre dans toutes les parties seches de 1'Afrique

intertropicale[ Adjanchoun,1985 |.
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Figure 11 : feuille, fleur et tige de Momordica balsamina
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2334- Usages

Au Niger, la partie aérienne est utilisée contre la jaunisse ; le jus des feuilles est utilisé

en instillation auriculaire en cas d’otite [Adjanohoun, 1985].

La plante entiére est utilisée comme stomachique, émétique et purgatif [Burkill,
1985].

Au Sénégal, la plante entiére est utilisée comme vermifuge par les PEULH, l'infusé
est utilisé en bain contre la fiévre ; ce traitement peut-étre complété par une décoction
ajoutée a du natron. Le macéré, est utilisé comme galactagogue en massage sur la
poitrine. Cette préparation sert aussi a traiter les douleurs intercostales. Les PEUHL
I'utilise également pour augmenter la production laitiére des vaches. Ces pbpulations
prétent a M. balsamina des propriétés tranquillisantes, trés bénéfiques dans les cas de
maladies mentales [Burkill, 1985].

En Afrique du Sud, les ZULU utilisent I'infusé ou le décocté de Ia plante pour calmer
les maux de ventre. Dans cette région, les feuilles et parfois les fruits, sont utilisés
dans la préparation des sauces et soupes. La tribu des PEDI, considere cependant le

fruit comme un poison mortel, mais consomme les jeunes feuilles [Burkill, 1985].

Le jus extrait des feuilles est utilisé par les YORUBA dans le traitement des vers
intestinaux [Burkill, 1985].

Les graines des fruits, trempées dans I'eau puis introduites dans le col de I'utérus,
servent d’abortifs chez les MBULA du Nord-Nigeria. Fruits et feuilles moussent au
contact de 'eau et sont utilisés comme savon a usage corporel uniquement. Les

feuilles peuvent également étre utilisées pour nettoyer les métaux [Burkill, 1985].

Les fruits mélangés a de I'huile douce permettent de préparer un ointement neutre
qu’on applique en cas de suppuration, d'inflammation, de plaies, de brilures, etc.

[Burkill, 1985].

M. balsamina est également utilisé comme poison par des tribus du Bénin. Il est

rapporté que le fruit a causé un empoisonnement chez des porcs, cependant il est dit
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en Australie que les graines sont comestibles aprés trempage dans I'eau et cuisson

[Burkill, 1985].

Les tiges servent souvent d'ingrédients pour des prescriptions aphrodisiaques et
comme les graines des fruits, sont utilisées pour provoquer des avortements [Burkill,

1985].

Elle est broutée par les anes, les moutons et chévres. Les chevaux ne la consornment

pas [Burkill, 1985].
2.3.3.5- Etudes chimiques

» Mahamane Baoua ef al. ont effectué un screening chimique sur la
plante portant sur la recherche des alcaloides, des flavonoides, des
saponosides, des quinones, des stéroides et des terpénes. Le tableau 5 donne le

résultat des différents tests [Baoua, 1976].

Tableau 5 : résultats du screening chimique de Momordica balsamina

Alcaloides Flavonosides Saponosides Tanins Quinones Stéroides et terpénes
M D 0 0,9 Pp Vert 0 LB : bleu

4+ H280; :bleu-noir

N.B : Ces résultats sont obtenus a partir de la plante entiere.

¢ Deux esters des acides phényl propanoique et rosmarinique ont été isolés des
parties aériennes de Momordica balsamina. Ces composés ont été isolés de

Vextrait méthanolique [Nunziatina de Tommasi, 1991].

Des diterpenes ont également été isolés a partir de la plante entiere. Leurs
structures ont ét¢ déterminées par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire).

—- o
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2.3.3.6- Etudes pharmacologiques
Cette plante a fait 'objet de plusieurs études pharmacologiques.

o Les diterpanes issus des parties aériennes de la plante ont ét¢ testés pour le

traitement du Sida [Nunziatina de Tommasi, 1995].

o Les extraits aqueux des feuilles de Momordica balsamina , testés par BA
Iwalokun et al. au Nigéria a montré une faible activité contre les shigelles

[Iwalokun, 2001].

Akinyemi et al. ont quant a eux démontré que l'activité contre les

Salmonelles (Typhi ef Paratyphi) est assez intéressante [Akinyemi, 1998].

Les esters des acides phenyls propanoiques isolés de la plante entiere par
NUNZIATINA et al. ont montré des propriétés antibactérienne,

analgésique et antihypertenseur [Nunziatina de Tommasi, 1993].

La plante renferme un principe amer : Ja momordicine [Burkill, 1983].

3-  Présentation du cadre d’étude

Les analyses spectrométriques et les tests in vitro, entrant dans le cadre de notre
étude ont été réalisées avec la collaboration de l'institut de chimie des substances
naturelles du CNRS a gyf/Yvette (France).

Au Niger, le laboratoire de chimie des substances naturelles et l'animalerie du

CERMES, ont abrité nos recherches.

3.1- Apercu sur le Niger

Le Niger est un pays sahélien de I’Afrique de I'Ouest, situé en zone tropicale séche
avec une superficie de 1.267.000 Km2. La population est estimée a 10.790.352
habitants avec une densité brute de 8,5 habitants/ Km?2 [RGP, 2001].

Le. pays est limité au Nord par 1'Algérie et la Lybie, @ ['ouest par le Mali et le
Burkina-Faso, a I’Est par le Tchad et au Sud par le Nigéria et le Bénin.
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Figure 12 : carte du Niger

Dans son ensemble le pays est caractérisé par une température moyenne trés élevée
(37°C). On distingue une saison des pluies trés courte de Juin a Septembre et une
saison séche d'Octobre 2 Mai avec alternance de froid (novembre- février) et de
chaleur (mars-mai).
On rencontre au Niger plusieurs groupes ethniques, les Haoussa et les Zarma sont
majoritaires.
Les taux de mortalité et de morbidité sont tres élevés, ce qui s’explique aisément par
la situation d’extréme pauvreté dans laquelle vivent les populations [Attama, 1999].
Au plan technique, le systtme de sant¢ est constitué de trois niveaux de prestations
[PNLS, 2000] :
¢ Leniveau périphérique qui correspond aux hopitaux de district ;
e Lesecond niveau dit intermédiaire qui correspond aux centres hospitaliers
régionaux qui sont au nombre de cinq ;
o Le troisi®¢me niveau central qui correspond aux hopitaux nationaux. C'est a ce
niveau que 'on trouve les centres spécialisés.
La situation épidémiologique actuelle du Niger se caractérise par une
prédominance des maladies infectieuses et parasitaires, notamment
le paludisme (37,38%), les insuffisances rénales aigués (13,69%), les diarrhées et
déshydratations (7,69%), la méningite (7,36%), la rougeole (5,68%) [PNLS, 2000].
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3.2- Présentation du Jaboratoire de chimie des substances naturelles
L'ordonnance N° 8403 du 12 janvier 1984, portant création de 1'Université de
Niamey, transforme les écoles existantes en facultés. La faculté des Sciences,

comporte 5 départements (mathématiques, physique, chimie, biologie et géologie).

Le département de chimie

11 dispose de quatre laboratoires :

» Le laboratoire de travaux pratiques de premiere année ;

» Lelaboratoire réservé aux travaux pratiques de deuxi®me année ;

» Lelaboratoire d’analyses des eaux usées ;

» Le laboratoire de recherche sur les plantes ot se sont déroulés nos travaux,
L’effectif est de 13 enseignants permanents, un vacataire et deux appelés du service
civique national. On note également 2 missionnaires, 2 secrétaires, 6 techniciens de
laboratoires et 1 manceuvre.

L’équipe de recherche sur les plantes est constituée par 5 enseignants-chercheurs et 1

technicien.

2.4.3- Présentation du CERMES
Le Centre de Recherche sur les Méningites et les Schistosomiases (CERMES) était un

institut de recherche dépendant de I'Organisation de Coordination et de Coopération
pour la lutte contre les- Grandes Endémies (O.C.C.G.E), organisme inter-étatique
regroupant huit pays de ' Afrique de I'Ouest.

Résultant du transfert de deux laboratoires du centre Muraz de Bobo Dioulasso au
Burkina Faso, le CERMES a été créé en 1977 et a ouvert ses portes & Niamey en 1980.
La vocation du CERMES est la recherche opérationnelle dans les domaines de
l'évaluation des endémies (méningites et schistosomiases notamment) et de la lutte
préventive. La mise au point des outils méthodologiques s’accompagne de leur mise
a disposition des Etats en collaboration avec les équipes nationales ainsi que le
transfert de connaissances ou de technologies auprés de techniciens et de chercheurs
nationaux.

Le centre est reconnu comme 'un des rares centres d’essais cliniques en Afrique.
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Apres la dissolution de I'O.C.C.G.E, le CERMES a été intégré aux structures

sanitaires nationales et est devenu Centre de Recherche Médicale et Sanitaire gardant

Ia méme dénomination.
C’est au sein de l'animalerie du CERMES que nous avons effectué nos tests
pharmacologiques.
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1. Méthodologie
1.1- Récolte et séchage des plantes

Matériel utilisé
Mortier et pilon en bois ;
nattes pour le séchage ;
flacons en verre ;
tamis.

Technique )

Nos différents échantillons sont constitués par les plantes entigres.
Celosia trigyna a été récolté sur la rive droite du fleuve Niger, a Niamey, au mois de
Mai 2003.
Limeum pterocarpum a été récolté au mois d'Aoat 2002 aux alentours de la ville de
Niamey au Niger.
L’échantillon de Momordica balsamina, a ét¢ obtenu a 5 km a I'ouest de Niamey. Il a
été récolté au mois de Juin 2003.
Le séchage des plantes s’est fait 4 'ombre, en prenant soin de bien étaler les couches
afin de permettre une bonne aération.
Les échantillons ont ensuite été broyés avec un mortier préalablement lavé et séché.
Puis les poudres obtenues ont été tamisées.
Le stockage des échantillons a été fait dans des flacons en verre colorés afin de les

protéger d’éventuels rongeurs, de ’humidité, de Iair et de la lumidre.

1.2- Etude chimique des plantes
Pour I'étude chimique des plantes nous avons suivi le schéma suivant :
¢ Les échantillons ont été extraits par divers solvants organiques ;
o Les extraits obtenus ont ét¢ fractionnés par des méthodes
chromatographiques ;
¢ Les fractions ont ensuite été purifiées par recristallisation ;
» Enfin les molécules isolées ont été analysées par des méthodes

spectroscopiques.
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1.2.1- Préparation des extraits

L’extraction d’une plante est une opération qui consiste a faire passer les molécules
contenues dans cette plante dans un solvant. C'est une étape importante ; réalisée de
fagon inadéquate, elle peut conduire soit a l'altération des molécules, soit a
I"inhibition ou la modification de leur activité.

Chaque extrait obtenu est évaporé et pesé, puis on calcule le rendement qui est
donné par la relation : R=(masse d’extrait obtenu/la prise d’essais) X 100.

Pour les trois plantes, nous avons préparé des infusions, et des extraits
méthanoliques (réalisés au soxlhet). Limeum pterocarpum et Momordica balsamina ont
été préfractionnés ( extraction liquide-liquide); le premier pour les études chimiques,

le second pour I'étude pharmacologique.

1.2.1.1- Extraction de Celosia Trygina
Extraits destinés aux tests in Vitro

Matériel et solvants
Matériel végétal ;
soxlhet ; ballon et chauffe-ballon, colonne réfrigérante ;
méthanol ; eau distillée.
Technique
L'infusé de Celosia trygina & été préparé a partir de la poudre (7g), a laquelle a été
ajouté de I'eau chaude (200mL). L'extrait a ensuite été lyophilisé.
L’extrait méthanolique a été préparé au soxlhet a partir de la poudre (7g). Nous

avons utilisé pour cela du méthanol (260 mL). Le reflux a duré 3 heures.

1.2.1.2- Extraction de Limeum pterocarpum

Extraction pour l'étude chimique

Matériel et solvants
Matériel végétal ;
colonne cylindrique en verre , ampoule a décanter ;

eau distillée, méthanol, acétate de méthyle, dichlorométhane.
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Technique
Un échantillon de poudre de la plante entiére de Limeum pierocarpum (300g) est
introduit dans une colonne cylindrique; de l'eau distillée est ajoutée de fagon
continue. L'opération se déroule & température ambiante. L'extrait est recueilli dans
une fiole 4 la sortie de la colonne. On obtient alors un extrait brut de la poudre que
nous appelons (E).

L’extrait (E) a été ensuite successivement extrait par le dichloromethane (E), I'acétate

de méthyle (Ez). Le résidu est évaporé a sec a I'étuve a 45°C, puis est repris au

méthanol ; Nous avons obtenu I'extrait (Es). II est resté un résidu soluble uniquement

dans I'eau.
300g de poudre
H,0
(E)
DCM
Sol, agqueuse E,
Acétate de méthyle
Sol. aquense E,
Evaporation 4 sec puis MeOH
Résidu E;

Figure N°13: Schéma de la préparation des extraits de Limeum

pterocarpum destinés a I'étude chimique.
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Extraction pour les tests in vitro

Matériels et solvants
Matériel végétal ;
soxlhet; ballon, chauffe-ballon, colonne réfrigérante ;

eau distillée, méthanol.

Technique

e L'infusé aqueux a été préparé en ajoutant de la poudre (5g) a de l'eau chaude
(150 mL). Puis nous avons lyophilisé

e L'extrait méthanolique a €été réalisé au soxlhet a partir de la poudre (4 g), avec
du méthanol (280mL).

Extraction pour les tests in vivo

Matériel et solvants
Matériel végétal ;
soxlhet , ballon et chauffe ballon
réfrigérant ;
évaporateur rotatif (buchi 461).
Méthanol (MeOH).

Technique :
Pour les essais in vivo nous avons extrait Ia poudre (200g) au soxlhet par le méthanol..
L'extrait obtenu apres évaporation du solvant est administré aux souris a différentes
doses.
1.2.1.3- Extraction de Momordica balsamina

Extractions pour les tests in vitro et in vivo

o Pour préparer I'infusé nous avons ajouté la poudre de la plante (8g) a de l'eau

chaude (150mL) et nous avons Iyophilisé.
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» L’extrait méthanolique est obtenu au soxlhet & partir de la poudre (7,8g). Le
volume de méthanol utilisé a été de 170mL.

Préfractionnement des exiraits aqueux et méthanolique de Momordica

balsamina.
Matériel et solvants
matériel végétal,
soxlhet de 500 ml ; ballon de 4L et chauffe ballon,
colonne réfrigérante ;

méthanol, hexane, DCM, Acétate d’éthyle, eau distillée.

Technique :

Pour l'extrait méthanolique, un échantillon de poudre de M. balsamina (300g) a été
introduit dans un soxlhet et a été extrait au méthanol. On obtient I'extrait Ex.
L’extrait obtenu a ensuite été dégraissé a 1’hexane, ce qui nous a donné I'extrait Exi,
puis le résidu a été repris au dichlorométhane, ce qui correspond a Exz. Le résidu
obtenu est extrait a 'acétate d’'éthyle ce qui donne I'extrait Exs. Ce qui reste de Ex est
repris au méthanol. C'est le résidu 1

Le méme schéma de fractionnement a été utilisé pour 'infusé mais a partir de b0g de
poudre de plante. On a respectivement les extraits Exs (pour I'infusé), Exs, Exs, Ex7 et

Jlerésidu 2.
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Figure N°14 : Schéma du préfractionnement des extraits de Momordica

o

. balsaming
300g de poudre
MeOH
Ex
Hexane
Mare Ex;
L]
DCM
| Marc Ex,
]
AcOEt
Marc Ex; ’
MeOH
Résidu 1

50g de poudre

H20

Ex,

Hexane

s

Marc Exs

Marc

l DCM

EX5

Marc

‘ AcOEt

EX-;

Iyophilisation

Résidu 2
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1.2.2- Méthodes chromatographiques ' \
La chromatographie est une méthode physique qui permet la séparation des

constituants d'un mélange. La premiére chromatographie a été réalisée par TSWETT
en 1906 [www.123bio.net]. '

Les composants du mélange sont entrainés le long d’une phase stationnaire (solide
ou liquide fixé) par une phase mobile (liquide ou gaz).

Ainsi, on distingue plusieurs types de chromatographies en fonction des phases
choisies et du composé a séparer.

Nous rapportons ici les méthodes utilisées.

1.2.2.1- La chromatographie sur colonne

La phase stationnaire est un solide et la phase mobile est un liquide.
Matériel et solvants

Matériel végétal ;

colonne cylindrique ;

gel de silice ;

solvant pour élution : hexane, DCM, méthanol,

Technique

Elle consiste a introduire dans une colonne cylindrique, préalablement fixée a une
potence par des pinces, un mélange éther de pétrole-alumme ou éther de pétrole-gel
de silice. On laisse couler le solvant pour que le gel se tasse. En regle générale, pour
1g de produit a analyser, il faut au moins 30 g de gel de silice ou 60 g d’alumine. Le
choix des dimensions de la colonne est donc fonction de la quantité de gel a utiliser.
L'échantillon a analyser est dilué dans un minimum de solvant, puis est introduit
dans la colonne avec précaution. On élue ensuite avec des solvants de polarité
croissante.

Les composés sont entrainés en fonction de leur polarité et on les récupere avec le
solvant A Ia sortie de la colonne. Les fractions obtenues sont évaporées a sec et
pesées. La somme des masses des différentes fractions doit étre inférieure ou égale &

la masse de produit brut introduit.
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Seuls les extraits Ez et Bz du Limeum pterocarpum ont été fractionnés.

L}l

e DPour (E), 4g de produit ont été introduits dans une colonne cylindrique

remplie aux trois quarts par un mélange hexane-gel de silice. L'éluant de

départ est I'hexane, puis le dichlorométhane, ensuite on a utilisé le mélange de

polarité croissante dichlorométhane- méthanol.

Tableau 6 : Liste des différents éluants utilisés pour la chromatographie de E;

Eluant Composition
Eluant1 Hexane

Eluant 2 DCM

Eluant 3 DCM/MeOH 99/1
Eluant 4 DCM/MeOH 98/2
Eluant 5 DCM/MeOH 97/3

e Pour Ej, 3g de produit ont été introduits dans une colonne cylindrique en

verre contenant du gel de silice. Nous avons utilisé le DCM comme éluant de

départ, puis on a ajouté des concentrations croissantes de méthanol.

Tableau 7: Liste des éluants utilisés pour la chromatographie sur colonne de E3

Eluant Composition
Eluant 1 DCM
Eluant 2 DCM/MeOH 99/1
Eluant 3 DCM/MeOH 95/5
“ Eluant 4 DCM/MeOH 92/8
‘ Eluant5 DCM/MeOH 90/10
E Eluant 6 DCM/MeOH 85/15
Eluant 7 DCM/MeOH 50/50
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1.2.2.2- La chromatographie sur couche mince (CCM)

Le principe est le méme que celui de la chromatographie sur colonne. Mais on
travaille sur une couche mince d’alumine ou de silice fixée sur une plaque métallique
ou polyéthylénique. La CCM permet de voir les différents constituants du mélange.
Ces composés apparaissent sous forme de spots aprés révélation par un réactif

approprié ou grace a la lampe U.V.

Matériel et solvants utilisés
matériel végétal ;
plaque de gel de silice 60F254, crayon, régle;
pipettes Pasteur ;
cuves de migration ;
hexane, dichlorométhane, acétate d’'éthyle, méthanol ;
lampe U.V.,, acide sulfomolybdique

Technique
Nous avons déposé une goutte du ou des produits sur la plaque a 'aide d'une
pipette Pasteur, en prenant soin de marquer d’un trait la ligne de dép6t. Nous avons
laissé sécher, puis, nous avons plongé la plaque dans une cuve contenant !'é¢luant
sans que le niveau de I'éluant ne dépasse celui des produits déposés.
Le solvant de migration a entrain¢ les constituants en des points différents, selon leur
polarité. Pour chaque spot obtenu apres révélation de la plaque, nous avons calculé
le facteur de rétention (Rf) qui est le rapport de la distance parcourue par le produit
sur la distance parcourue par le solvant.
Un composé est supposé pur lorsque sa CCM donne une seule tdche dans au moins
deux systémes de solvants différents.
Nous avons fait des CCM de tous nos extraits, ainsi que des fractions obtenues apres
Chromatographie sur colonne (CC). Les solvants de migration que nous avons

utilisés sont des mélanges de solvants a des proportions différentes.

48




n}

These de Pharmacie

Tableau 8: liste des solvants de migration et des révélateurs en fonction des

extraits.

Extrait Solvant Revelateur

E1l Acetate d’ethyle Lampe U.V.

E2 MeOH/DCM 10/90 Lampe U.V.

E3 MeOH/DCM 50/50 Lampe UV

Ex MeOH/DCM 15/85 Lampe U.V + acide phosphomolybdique.
Ex1 MeOH/DCM 15/85 Lampe U.V + acide phosphomolybdique

Ex2 MeOH/DCM 15/85 Lampe U.V + acide phosphomolybdique

Ex3 MeOH/DCM 15/85 Lampe U.V + acide phosphomolybdique

1.2.3- La Recristallisation

C’est une méthode de purification des substances basée sur le fait que les composés

organiques sont beaucoup plus solubles dans un solvant a chaud qu’a froid.

Matériel et solvants

chauffe-ballon,

hexane, dichlorométhane, méthanol
Technique

Nous avons dissout le produit dans un minimum de solvant dans lequel il est soluble

puis, nous I'avons chauffé jusqu’a ébullition. Le solvant dans lequel il est insoluble, a

ensuite été ajouté jusqu’a 'obtention d'un trouble. Nous avons laissé refroidir et les

cristaux se sont formés peu a peu. Ils ont été récupérés par filtration.

Deux de nos produits ont été recristallisés : I'un issu de I'extrait E1 que nous avons

appelé P1 et I'autre provenant du fractionnement de 'extrait E; (P2)

P; a été recristallisé dans I’hexane et Pz dans le dichlorométhane.
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1.2.4- Analyses spectroscopiques

Ce sont des méthodes basées sur I'interaction entre la matiére et les rayonnements
électromagnétiques. Elles permettent de déterminer les structures des composés
organiques.

Les échantillons Py et Pz ont éié analysés I;ar RMN (Résonnance Magnétique
Nucléaire).

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Elle est basée sur le comportement du noyau d’hydrogene ou du carbone 13 dans un
champ magnétique, qui varie en fonction de I'environnement de ce dernier. Elle
permet de déterminer la structure de la molécule en indiquant le nombre d’atomes
d’hydrogénes et carbones impliqués, ainsi que les interactions entre ces différents

atomes.

Matériel utilisé :
matériel végétal,
appareil RMN (Brucker AM 300)
Technique
L’échantillon a ét¢ dissout dans du D20 puis introduit dans I'appareil RMN. Les
résultats sont apparus sous forme de signaux (pics) qui ont été interprétés.

1.3- Etude pharmacologique
1.3.1- Tests in vitro sur Plasmodium falciparum
IIs ont été réalisés avec la collaboration du Laboratoire de chimie des substances

naturelles CNRS a Gyf /Yvette en France.

Technique
Les tests in vitro ont été réalisés selon la méthode de Desjardins ef al. [Desjardins,

1979].
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Des séries de dilutions du produit & tester ont été préparées grace a des cuves pour
microtitration : les parasites mis en culture selon la méthode de Trager et Jensen
[Trager et Jensen, 1976], ont été réensemencés dans les cuves de microtitration
pendant 48 heures. L’assimilation par les parasites d'un acide précurseur nucléique,
radioactif sert de révélateur de la croissance du parasite. La mesure de la parasitémie
s'effectue aprés traitement par un scintifluor, grace & un compteur de radioactivité &
scintillation qui donne e taux de désintégrations par minute de chaque puits.
Les extraits suivants ont été testés :

s Infusé de Celosia trygina ;

o Infusé de Limeum pterocarpum ;

o Infusé de Momordica balsamina ;

e Extrait méthanolique de Celosia trygina ;

o Extrait méthanolique de Limeum pterocarpum ;

s Extrait méthanolique de Momordica balsamina ;

e Les extraits : Exi, Exa, Exs, Exs, Exs, Exy de Momordica balsamina.

1.3.2- Toxicité aigué
Nous avons évalué la toxicité aigué de la fraction DCM de Momordica balsamina et
I'extrait méthanolique de Limeum pterocarpum  avant d’évaluer leur activité
antiplasmodiale. Nous avons utilisé la méthode de Litchfield et Wilcoxon et ses
diverses modifications [Litchfield et Wilcoxon, 1949].

Technique
Des souris males de 32g de masse moyenne, mises & jeun 24 heures avant le début
de I'expérimentation, sont réparties en lots de 5 souris chacun. Les extraits a tester
ont ét¢ dissout dans de l'eau distillée et administrés aux souris par voie orale. Les
lots témoins n’ont requ que de I'eau distillée. Nous avons observé le comportement
des souris pendant 24 heures. La toxicité aigué est évaluée par la DL50 qui est la
dose qui entraine 50% de mortalité chez les animaux en expérience.
Pour la fraction DCM de Momordica balsamina les doses de 10, 20, 50mg/kg ont été
testées; pour un probleme de solubilité nous n'avons pas pu tester des doses

supérieures.
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Pour L'extrait méthanolique de Limeum pterocarpum les doses de 10, 20, 50, 100,150,
200, 250, 300mg/ kg ont été testées.

1.3.3-Tests in vivo sur Plasmodium berghei
La souche de Plasmodium berghei sur laquelle nous avons travaillé a été obtenue au
centre Muraz de Bobo Dioulasso. Elle a été conservée in vivo sur des souris NMRI de
sexe mdle, de trois mois d’dge environ et de masse allant de 30 a 39g.
L’étude de I'effet antipaludique s’est faite selon le test de 4 jours de Peters [Peters,
1965].

Matériel utilisé

Extraits des plantes ;

souris NMRI, infestées par P.berghei ;
pince, ciseaux ; planche ;

seringues a insuline (1CC), aiguilles ;
anticoagulant (EDTA 2%), éther ;

lames, microscope, colorant (Giemsa rapide) .

Technique

Les souris ont été reparties par lot de 5 et mises a jeune 24 heures avant le début de
I'expérience.

A Jo, nous leur avons administré en intra péritonéal (IP), 107 érythrocytes parasités
provenant d"une souris malade, puis nous les avons traitées pendant 4 jours :

A Jo,nous avons administré I'extrait a tester, par gavage, 3 heures aprés infestation.
AT1, ]2, J3 nous administrons la dose de produit, toujours a la méme heure.

A T4, nous avons fait un frottis et calculé la parasitémie dont 1’évolution est comparée
a celle du lot témoin qui n’a requ aucun traitement.

Les extraits 2 tester ont été solubilisés dans de I'eau pour préparation injectable (EPP)

et administrés a raison de 0,5 ml de solution par jour et par souris.
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Test in vivo de 'exirait methanolique de Limeum pterocarpum

Nous avons fait 6 lots de 5 souris male de 36g de masse moyenne. Elles ont requ les
doses respectives de 10mg/Kg, 20mg/Kg, 50 mg/Kg, 100mg/Kg et 150mg/Kg; le
cinquieéme lot étant le lot témoin.

Test de la_fraction DCM de lextrait méthanolique de Momordica

balsamina :

Nous avons fait 4 lots de 5 souris méles de 36g de masse moyenne. IIs ont recu les
doses de 10mg/kg ; 20mg/Kg et 50mg/kg de produits ; le dernier Iot étant le lot
témoin.

Technique d’infestation

Une souris infestée a été endormie a I'éther. Nous I'avons couchée sur le dos et fixé
ses quatre pattes 2 une planche a l'aide d'aiguilles; de telle sorte qu’elle ait le ventre
en l'air. Puis nous avons découpé la peau au niveau du thorax , avec une pince, nous
avons sotilevé le sternum. Nous avons ensuite découpé les cotes avec une paire de
ciseaux, pour accéder au cceur. Nous y avons alors injecté environ 0.2mL
d’anticoagulant, puis & I'aide d'une seringue, nous avons aspiré le sang de I'animal
que nous avons mis dans un fube EDTA. Nous avons ensuite fait un frottis mince
pour calculer la parasitémie.

Quand cette derniere est supérieure a 107 érythrocytes parasités, le sang est dilu¢
avec le sang de souris saines, jusqu’a obtenir la densité voulue.

Ce sang, contenant le Plasmodium, est inoculé a des souris saines, par injection intra-
péritonéale, a raison de 0,2 mL par souris.

Technique d’administration des exiraits

La souris est tenue par la peau du cou et on la retourne. On immobilise ses pattes
arriéres entre la paume de la main et I'auriculaire, puis on lui administre I'extrait par

gavage, grace a une seringue adaptée a une aiguille a extrémité arrondie.
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Goutte épaisse et frottis

Nous avons coupé le bout de la queue de la souris et pressé jusqu'a obtenir une
goutte de sang qui est déposée sur une lame. Nous avons ensuite réalisé le frottis
comme décrit précédemment.

Calcul de la densité parasitaire

Nous avons calculé le pourcentage de globules rouges parasités (%GRP) qui est
donné par la relation :

%GRP= nombre de globules rouges comptés/ A X nombre de globules rouges par
champs microscopiques

A=nombre de champs microscopiques lus.

Le nombre de globules rouges par champs microscopique est de 527.

Nous avons ensuite calculé le pourcentage de réduction de la parasitémie donné par
la relation :

Rp= (Dp-Dpt) X 100/Dpt

Dp=densité parasitaire du lot test

Dpt= densité parasitaire du lot témoin
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2- Résultats

2.1- Rendements des extractions
2.1.1-Celosia trygina

Tableau 9 : Rendement des extractions de Celosia trygina

Extraits Masse de la prise = Masse de Rendement
d’essai (g) I'extrait(g)

Infusé 7 0,813 11,61

Extrait méthanolique. 7 0,82 11,71

v Comme on le constate dans le tableau 9, le rendement est sensiblement
le méme pour I'infusion que pour I'extraction au méthanol.

2.1.2- Limeum pterocarpum

e Les tableaux 9 et 10 donnent les masses et rendements des extractions de L.
pterocarpum.

Tableau 10: rendements de l'extraction liquide-liquide de Limeum
pterocarpum ( 300g).

Extrait Masse Rendement (%)
Ex 12,80g 4,26
E2 4,00g 1,33
E; 6,00g 2,00
Es 6,67g 2,22

v L’ extraction de E; (extraction au DCM) a présenté le meilleur
rendement (4,26%)

o Pour les extraits destinés aux tests in vitro les rendements sont consignés dans
le tableau 11
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Tableau 11 :‘rendement de I’infusion et de I’extraction au méthano! de Limeum
pterocarpum.

Extrait Masse de la prise Masse de Rendement
d’essai (g) I’extrait (g) (%)

Infusé 5 0,5 0,1

Extrait méthanolique 4 0,48 0,1

v Le rendement est le méme pour I’infusion et pour 1’extraction méthanolique.
2.1.3- Momordica balsantina

Les tableaux 11 et 12 donnent les rendements des différentes extractions de
Momordica balsamina.

Tableau 12 ; rendements de l'infusion et de I'extraction au méthanol de Momordica
balsamina

Extrait Masse de la prise Masse de Rendement (%)
d’essai (g) I'extrait (g)

Infusé 8 1,6 20

Extrait méthanolique 7,8 1,22 16,26

v Le rendement de l'infusion est plus élevé que celui de I'extraction au
méthanol

Tableau 13: rendement du préfractionnement des extraits de Momordica balsamina

Masse de la prise

Extrait Masse de I'extrait (g) Rendement (%)
d’essai(g)
Ex1 300 1,30 0,43
Exz 300 6,33 2,11
Ex3 300 1,47 0,49
Exs 50 0,11 0,20
Exs 50 0,11 0,23
Exy 50 0,03 0,06

v' Le rendement le plus important a été obtenu a I'extraction de Ex:
(2,11%)
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2.2- Résultats des chromatographies
2.2.1 Chromatographies sur couche mince des extraits
2.2.1.1- Celosia trygina

CCM de I'extrait méthanolique dans DCM-MeOH 85/15. La CCM ont été réveélés a
I'u.v. puis a l'acide sulfomolybdique.

—»  Front du
g solvant (F.s)
O
—  Ligne de depét
du produit
(L.d)

— Présence de trainées

Figure 15 : Chromatogramme de 'extrait methanolique de C. #rygina dans du DCM-
MeOH (85/15)
Nous avons obtenu 7 spots distincts et de nombreuses trainées.

2.2.1.2- Limeum pterocarpum
¢ L’extrait (E1) donne dans I'acétate de méthyle une monotache plus quelques

tratnées (chlorophylle, et autres composes polaires). Le Rf de Ia tache est de
0,51. La révélation s’est faite a la lampe u.v.

- F.s

11T O I

» Ld

Figure 16 : Chromatogramme de l'extrait DCM de L. pierocarpum dans de l'acétate de
méthyle.
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o L’extrait E2 donne 5 spots dans le systtme MeOH- DCM 10/90. La révélation
s'est faite a la lampe u.v.

» Fs
® S Visible seulement 4 254nm
S
—_ ® visible
O
O
0O Ligne de dép6t
> du produit

Figure 17: Chromatogramme de l'extrait & Yacétate de d’éthyle dans du DCM-
MeOH (10/90)

Les Rf des spots, du moins polaire au plus polaire sont :

Rfo= ligne de dépot.

Rfi= 0,2 Rfs =051
Rf= 0,28 Rfs =0,60
Rfz=0,35

e La CCM de l'extrait E; dans un systeme d’éluant composé de 50% DCM et
50% methanol a donné¢ le résultat suivant:

p Fs
g Coloration violette au
©) réactif de Dragendorf
_ ©  Fluorescent & 366nm
i — Présence de traindes

» 1d

Figure 18 : Chromatogramme de l'extrait E3 de L. pterocarpum dans du DCM-MeOH
(50-50)
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Nous avons obtenu 7 spots dont les Rf du plus polaire au moins polaire sont :

Rfe=ligne de dep6t

Rf;=0,1 Rfs=0,63
Rf5=0,29 Rfs=0,71
Rf4=0,59 Rf7=0,82

s La CCM de l'extrait méthanolique de Limeum pterocarpum dans DCM-MeOH
85/15 est illustrée ci-dessous. La révélation a été faite avec la lampe U.V. puis
I'acide sulfomolybdique.

>
F.s
_ @ Visible
O
O
8 > L4

Figure 19 : Chromatogramme de l'extrait méthanolique de L. pferocarpum dans du
DCM-MeOH (85/15).

Nous avons obtenu 9 spots distincts et quelques trainées. Les Rf de ces produits par
ordre de polarité décroissante sont :

Rfp= ligne de dep6t

Rf1=0,11 Rfs=0,59
Rf2=0,19 Rfe=0,61
Rf;=0,35 Rf7=0,73
Rfs=0,53 Rfs=0,8
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2.2.1.3- Momordica balsamina

¢ La CCM de l'extrait méthanolique dans le systeme DCM -MeOH 90/10 est
représentée par le schéma suivant :

P Fs

8: ———» Ld

Figure 20 : Chromatogramme de l'extrait méthanolique de M. balsamina dans du
DCM-MeCOH 90/10
Les Rf des différents spots sont :

Rfo=ligne de depot

Rf=0,1 Rfs=0,76
Rf2=0,21 Rfs=0,92
Rf3=0,43
R£=0,61

e Les CCM des extrait Exi, Exs, Exs de M. balsaminadans MeOH-DCM 15/85,
apres révélation a I'acide sulfomolybdique, donnent le résultat suivant :
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8§ g
8 g 8
O O QO
8 8 8
o 8 3 e

Figure 21 : Chromatogramme des extraits Exi, Exz, Exs de M. balsamina dans du
DCM-MeCH ( 85/15)

Le tableau suivant donne les Rf par ordre de polarité décroissant pour chaque
extrait :

Tableau 21 : Rf des spots obtenus avec les extraits Exy, Exz, Exs

Extrait Rf

Ex1 0,24- 0,29-0,31- 0,39- 0,60- 0,63- 0,72-0,80- 0,95

Exz 0,09- 0,18- 0,24- 0,29- 0,31- 0,39- 0,60-0,63- 0,72- 0,80- 0,95
Exa 0,18-0,24- 0,29- 0,31 -0,39- 0,60- 0,63- 0,72-0,80- 0,95

2.2.2- Résultats des CC des extraits de L. pterocarpum
2.2.2.1- Chromatographie sur colonne de V'extrait ( Ez) de Limeum pterocarpum

Le tableau suivant donne les fractions obtenues aprés chromatographie sur colonne
de gel de silice de I'extrait Ez, leur masse et le solvant d’élution.
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Tableau 15: récapitulatif de la CC de 4g d’extrait Ez (extrait acetate d’ethyle de L.
pterocarpum)

Fractions Masse (mg) Solvant

F1 200 hexane

F2 400 DCM

F3 1000 MeOH-DCM 1/99
F4 900 MeOH-DCM 3/97
F5 200 MeOH-DCM 3/97
F6 500 MeOH-DCM 5/95
F7 200 MeOH-DCM 13/90

La masse totale des fractions est de 3,4g.

¢ La CCM des différentes fractions de E; dans MeOH-DCM 90/10 est illustrée
ci-dessous

8@@

» | Fs

1102 O
® 1 OO
O

Fy F, F; F, | Fs F,

Figure 22 : Chromatogramme des fractions obtenues aprés CC de l'extrait Ez de L.
plerocarpum

2.2.2.2- fractionnement de l'extrait Es de L. pterocarpum

Le tableau ci apres donne les fractions obtenues, le solvant de migration et le nom
correspondant.
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Tableau 16 : tableau récapitulatif dela CC de 3g de l'extrait E3

Fraction Masse (mg) Solvant de migration
Fi 10 DCM

Fu 60 1% MeOH/DCM
Fm 50 5% MeOH/DCM
Frv 30 8% MeOH/DCM
Fv 100 10%MeOH/DCM
Fvi 1200 50%MeOH/DCM
Fvn 170 50%MeCH/DCM
Fvm 170 50%MeOH/DCM

La masse totale des fractions est de 1790 mg , il est resté assez de produit contenant
des composés trés polaires dans la colonne .

La CCM des fractions de I'extrait EX3 dans MeOH-DCM 50/50, apres révélation & la
lampe U.V, a donné le résultat suivant :

p Fs

Coloration violette aprés révélatic

g @ au Dragendorf (non visible 4 Ia
g 8 lampe U.V.)

111 CO
[ 0G0
0

® > Ld

F

Fu Fn F Fv Fu Fy FVm

Figure 23: Chromatogramme des fractions obtenues aprés CC de V'extrait Es de L.

pterocarpum

2.3~ Purification

L'extrait Ey et la fraction Fs de l'extrait Ez de L.pterocarpum ont été purifiés dans
’hexane, nous avons obtenu des cristaux blancs correspondant au produit P1.

La fraction Fyi de l'extrait Es de L. pierocarpum a été recristallisée dans le
dichlorométhane, on a obtenu une poudre de couleur blanche correspondant au

produit Pa.
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CCM du produit P1
» Fs > Fs
®
®
> Ld p» Ld
CCM de P; dans AcOEt CCM de P1 dans DCM-AcOEt 50/50
Rf=0,51 Rf=0,29

Figure 24: Chromatogrammes de Py

CCM du produit P2

-

. » Fs
] ®
S

» Ld » Ld

CCM de P2 dans MeOH- DCM 20-70 CCM de P, dans MeOH-DCM 50-50
Rf=0,59 Rf=0,73

Figure 25 : Chromatogrammes de P2,
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2.4- Analyses spectroscopiques
spectres RMN
" Spectres de P;

Les données RMN H et 13C du produit P2, enregistrées dans D20, a 300 et 75 MHz
sur appareil Brucker AM 300 sont comparables a celles déja publiées et pourraient

correspondre au D-3-O-méthyl -inositol , encore appelé D-pinitol. Sa formule brut est
C7H140s.

OH
HO OH

HyCO OH
OH

D-pinitol
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2.5- Ftudes pharmacologiques
2.5.1- Tests in vitro

Tableau 17 : IC50 des différents extraits testés in vitro.

Extraits IC50 (pg/mL)
1-Infusés

Infusé Celosia trygina >50
Infusé Limeum pterocarpum 49
Infusé Momordica balsamina 37
2-Extraits méthanoliques IC50 (pg/mlL)
Extrait méthanolique de Celosia trygina >50
Extrait méthanolique de Limeum pterocarpum >50
Extrait méthanolique de Momordica balsamina 24

3- Extraits de M. balsamina IC50 ( pg/mL)
Ex1 29

Exz 6

Ex3 25,7
Résidul 65

Exs 14

Exs 8

Exz 21
Résidu 2 >50

v On constate que pour les extraits aqueux et méthanoliques, Momordica présente la
meilleure activité antiplasmodiale. Les fractions Chlorométhylénique des
extraits de M. balsamina semblent contenir les principes actifs avec des IC50
respectives de 6pg/mL et 8 pg/mL pour 'extrait méthanolique et I'infusé.

2.5.2- Tests de toxicité
Aux doses testées, aucun de nos extraits n’a entrainé de mortalité chez les

souris. Cependant avec L. pterocarpum, nous avons constaté un hérissement
des poils aux doses supérieures a 150 mg/kg.
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2.5.3- Tests in vivo

Tests de Momordica balsamina
Tableau 18 : pourcentage de globules rouges parasités (GRP) en fonction de la dose
de Ex: (extrait de I'extrait méthanolique de M. balsamina) administrée.

Dose administrée % GRP
Lot1:10mg/Kg 18,50
Lot 2: 20mg/Kg 18,47
Lot 3: 50mg/Kg 18,28
Témoins 21,03

v (Ex2) n'est pas actif aux doses étudiées. La parasitémie est du méme ordre chez
les témoins que chez les traitées.

Tests pour Limeum pterocarpum
Le tableau 20 donne le pourcentage de globules rouges parasités (GRP) des différents
lots.

Tableau 19: pourcentage des globules rouges parasités en fonction de la dose
administrée.

Dose administrée % de GRP
Lot 1: 10mg/Kg 16,58
Lot 2: 20mg/Kg 15,35
Lot 3: 50mg/Kg 14,02
Lot 4:100mg/ Kg 7,50
Lot 5: 150mg/Kg 5,02
Lot témom 20,53
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Tableau 20: Pourcentage de réduction de la parasitémie en fonction des doses
administrées.

Dose administrée Réduction de la parasitémie (%)
Lot1: 10mg/Kg 19,26
Lot 2: 20mg/Kg 25,20
Lot 3: 50mg/Kg 31,52
Lot 4:100mg/ Kg 63,44
Lot 5: 150mg /kg 75,51

v' A partir de la dose de 50mg, la réduction est multipliée et proportionnelle a la
concentration.
Aux doses testées la plus grande réduction est obtenue a 150mg ( 75, 51%)
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COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes du Niger. En
effet, le laboratoire de recherche de la faculté des Sciences de l'université Abdou
Moumouni Dioffo de Niamey, s’est proposé d’explorer les vertus médicochimiques
de la flore du Niger [Ikhiri, 1984]. C'est ainsi que plusieurs enquétes
ethnobotaniques, initiées dans ce laboratoire, ont permis d’identifier les plantes les
plus utilisées traditionnellement contre certaines maladies dont le paludisme. C’est a
ce large éventail de drogues végétales qu’appartient le mélange qui a fait I'objet de
notre étude. Le choix de ce mélange se justifie par I'engouement qu’il suscite au sein
de la société Nigérienne. Les tradipraticiens interrogés ont bien voulu révéler les
noms vernaculaires des plantes et celles ci ont été identifiées par le Docteur Saadou

au laboratoire de Biologie de la Faculté des Sciences de Niamey.

Notre étude s’est inspirée des résultats obtenus par Yacoudina A. sur I'étude
de l'activité antipaludique du mélange constitué de Celosia trygina, Limeum
pterocarpum, Momordica balsamina [Yacoudina, 2002]. Ces résultats ont mis en
évidence une activité antipaludique du mélange des trois poudres de plante. Nous
nous sommes proposés de déterminer l'activité antiplasmodiale de chacune des
plantes du mélange, afin de pouvoir situer I'activité antiparasitaire.

Sur le plan méthodologique, notre travail a consisté a la récolte et au séchage
des plantes, suivi de I'étude chimique et des tests pharmacologiques.

Récolte

Pour la récolte, nous avons tenu compte de la saisonnalité des plantes, qui ont
été cueillies au moment de leur apparition massive. Les flacons en verre colorés que
nous avons utilisés pour le stockage permettent une longue conservation de ces
drogues.

Extraction

Nous avons dans un premier temps réalisé les extraits aqueux et

méthanoliques de chacune des plantes, destinés aux essais in vitro.
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En comparant les rendements des différentes extractions, on constate qu'ils
sont les mémes, qu'il s’agisse de I'infusion ou de 'extraction au méthanol, sauf dans
le cas de Momordica balsamina pour laquelle I'extraction aqueuse donne un rendement
plus important.

Au niveau des extractions liquide-liquide qui nous ont permis d’obtenir les
extraits de Ei, Ez2 de Limeum plerocarpum et Exg, Exs,Exs de Momordica balsamina, les
émulsions qui se sont formées entre 'eau et le DCM principalement se brisaient
difficilement. Un long temps de décantation dans le cas de L. pierocarpum et la
centrifugation pour M. balsamina , nous ont permis de remédier a ce probleme.

Pour obtenir 1'extrait E3 de L. pterocarpum nous avons du évaporer le résidu
aqueux a l'étuve, ne possédant pas de pompe a vide ou de lyophilisateur pour
éliminer I'eau. Nous avons fixé a la température de 45°C afin d’éviter la détérioration
des composés thermolabiles.

Chromatographies

Pour les chromatographies sur colonne (CC), le choix des solvants d’élution
s’est fait grace & des CCM préalables de nos extraits. Nous avons pris comme solvant
de départ, celui qui entrainait le composé le plus polaire a une Rf de 0.25.

Apres dégraissage a I'hexane, La fraction III de I'extrait E; a été chromatographice
sur couche mince et comparée & E1 (qui a subit le méme traitement). Ceci nous a
montré que les deux fractions étaient identiques. Nous les avons donc regroupées.

Purification

En ce qui concerne la purification de nos produits, nous avons utilisé la
technique de Recristallisation. Pour le produit Pi, la formation des cristaux s’est
observée au bout de quelques jours, alors qu’elle s’est faite instantanément pour le
produit Pa.

Analyses spectroscopiques

Au départ, nous avons pensé que le produit P1 que nous avons isolé était le
« liméloide », composé majoritaire du L. pterocarpum déja décrit [Ikhiri, 1995].
Cependant, les spectres de résonance magnétique nous ont permis de déterminer que
P; est en fait un mélange de 2 produits dont I'un est le limeloide. La différence de

résultat obtenu pourrait s'expliquer par la méthode d’extraction, en effet Khalid a
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extrait directement la poudre de plante par le DCM alors que nous sommes passé
d’abord par une extraction aqueuse.

L'analyse de données RMN de P2 nous propose comme structure : C7H140s.
Des recherches bibliographiques ont montré qu'il s’agissait du D-3-O-methyl-chiro-
inositol, molécule hypoglycémiante également appelée D- pinitol [Dorman, 1970].
Les spectres de masse, le point de fusion ainsi que le pouvoir rotatoire, ont été
évalués pour confirmer cette hypothese. Les valeurs obtenues sont respectivement :
PM (poids moléculaire):194, Fp=189°C et sont conformes aux valeurs de la littérature.
Des études ultérieures devraient permettre de confirmer ces résultats.

Etude Pharmacologique

Pour ce qui est des tests pharmacologiques, I'évaluation in vitro nous a servi
d’orientation pour les essais in vivo. Les tests in vifro ont montré que M. balsamina
présentait la meilleure activité antiplasmodiale. Les extraits chlorométhyléniques de
l'infusé et de I'extrait méthanolique (E:z et Es) semblent renfermer les principes actifs.
Les valeurs des IC50 sont respectivement 6ug/mL et 8ug/mlL. Ces valeurs sont
proches de celles obtenues avec les extraits de certaines plantes tels que Naucléa
Iatifolin dont 1’extrait chloroformique de la poudre d’écorce a une IC50 de 6,6pg/mL
et le méme extrait de la poudre des feuilles, une IC50 de 6,6pg/mL [Traoré, 2000].

Bien sfir ces valeurs sont loin des celles obtenues pour la chloroquine qui sont
de l'ordre du nanogramme (ng). Mais il est difficile de faire une comparaison car

notre produit est un totum alors que la chloroquine est une molécule pure.

Nous avons choisi de tester I'extrait Exz (extrait MeOH/ DCM de M. balsamina)
in vivo, afin de vérifier I'activité constatée in vitro. L’extrait méthanolique de L.
pterocarpum, bien que ne présentant pas une activité in vitro intéressante, a également
été testé in vivo. Ce choix se justifie par le fait que L. pterocarpum est une plante
utilisée seule dans le traitement des acces palustres dans certaines régions du Niger.
Nous avons donc jugé intéressant de justifier ou pas cette utilisation par des tests in
vivo. Mais avant d’administrer les extraits aux souris nous avons évalué leur toxicité.

Les tests de toxicité ont montré que jusqu'a la dose de 300mg/kg L.

pterocarpum n’'était pas toxique aprés administration par voie orale, mais le
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hérissement des poils constaté au dela de 150mg/kg suppose une réaction allergique.
L’extrait Ez étant trés peu soluble dans I'eau nous n’avons pu déterminer la toxicité.
Mais aux doses testées, M. balsamina n’est pas toxique aprés 'administration orale.
Jusqu'a la dose de 50mg/kg nous n'avons pas constaté de réduction
significative de la parasitémie pour M. balsamina. Par contre, une appréciable activité
antiplasmodiale est observée avec L. pterocarpum A partir de la dose de 100mg /kg :
63% de réduction de la parasitémie due a P. berghei a 100mg/kg et 75,51% a la dose
de 150 mg/Kg/j pendant 4 jours. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus
avec I'extrait hydroéthanolique de Cochlospermum tinctorium : a la dose de 150mg/ kg,
ILBOUDO a obtenu une réduction de parasitémie de 83% [Ilboudo, 1999]. Ces doses,
nécessaires a la manifestation de I'activité, sont cependant élevée, quand on sait que
la chloroquine réduit la parasitémie de 100% a la dose de 4mg/kg/j [Gresler, 1995].
La poursuite des expériences devrait permettre de tirer des conclusions plus
précises quant a I'activité de nos trois plantes et aux différents effets de synergie qui

pourrait exister entre elles.
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CONCLUSION & RECOMMANDATIONS

Le travail que nous avons effectu¢ nous permet de justifier I'utilisation traditionnelle

du mélange des poudres de C. trygina, L. pterocarpum, M. balsamina. En effet, nous

avons mis en évidence des activités antiplasmodiales de deux de ces plantes: M.

balsamina et L. pterocarpum.

En effet :

v la fraction chlorométhylénique de 'extrait aqueux de. M. balsamina a donné in
vitro une IC50 de 8ug/mL ;

v' la fraction chlorométhylénique de I'infus¢ de M. balsamina & donné in vifro une
IC50 de 6ug/mL ;

v' L'extrait méthanolique de Limeum pterocarpum, a la dose de 150m/kg pendant 4
jours, entraine une réduction de 75,51% de la parasitémie chez des souris NMRI
infestées par P. berghei.

Par ailleurs, les tests de toxicité ont permis de déterminer :

v Qu'aux doses inférieures 4 50 mg /kg la fraction chlorométhylénique de
I'extrait méthanolique de M. balsamina n’est pas toxique aprés administration
par voie orale.

v Qu’aux doses inférieures ou égales a 300 mg/kg, I'extrait méthanolique de L.
pterocarpum n’ entraine pas de mortalité chez les souris, aprés administration

orale.

De la fraction méthanolique de Limeum pterocarpum. nous avons isolé¢ par des
techniques usuelles, le D- pinitol, molécule hypoglycémiante.

Nous n‘avons pas pu déterminer la molécule active sur Plasmodium et les
résultats que nous avons obtenus ont suscité certaines interrogations; aussi nous
souhaitons que ce travail soit poursuivi, afin de pouvoir mettre a la disposition de

nos populations, un médicament traditionnel amélioré, peu cher et fiable. Mais pour
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cela un certain nombre de conditions doivent &tre réunies. Aussi, nous formulons ces

quelques recommandations :

1. Aux autorités de la république du Niger

[

v Au Ministére de la Santé publique :
-S'impliquer d’avantage dans la recherche sur les plantes médicinales,
- aider le laboratoire de recherche 4 acquérir le matériel nécessaire pour
le travail,
-développer des stratégies nationales en matiere de médecine
traditionnelle.
v Au Ministere de 'enseignement supérieur et de la recherche
scientifique :
-Favoriser les stages de formation et les bourses de spécialisation pour
les chercheurs,
-allouer des fonds plus important a la recherche.
2. A tous les scientifiques du Niger :
v Développer des partenariats entre les différentes institutions, afin

de potentialiser le travail.

3. A 'équipe de recherche du laboratoire :
v Evaluer l'activité in vivo de Celosin trygina que nous n'avons pu
déterminer.
v Envisager 1'étude de Limeum pterocarpum dans le cadre du traitement
du diabete.
v Collaborer avec les tradipraticiens et les tenir au courant des

avancées des études en organisant des séances d’informations.

L]
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Annexe 2

Quelques plantes utilisées dans le traitement traditionnel du
paludisme au Niger.

Noms Noms Famille Drogue et forme
scientifiques vernaculaires d’utilisation
Acacia italica Haoussa : hilisko Mimosacées Feuille ou tige feuillée
en maceration
Azadirachta indica Haoussa : dogon yaro |Meliacées Feuilles en décoction
Cassia occidentalis Haoussa : sanga-sanga | Cesalpiniacées |Feuille en décoction +
sucre+ natron
|| Crossopteryx febrifuga |Zarma : hinkini morgo |Rubiacées Feuille en macération
Detarium microcarpum | Haoussa : taoura Cesalpiniacées |Ecorces en infusion
Vittalaria donalia Haoussa : douma Convolvulacées | Feuilles en inhalation
Pterocarpus eracineus |Haoussa: modobia  |Papillionacées |Feuilles en décoction
Tamarindus indicata  |Haoussa : tsamiya Cesalpiniacées |Pulpe du fruiften

boisson chaude ou

froide
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Nom : FOUMAKOYE GADO

Prénom : Amsatou

Titre de la thése: Etude phytochimique et de l'activité antipaludique d'une
recette utilisée dans le traitement traditionnel du paludisme au Niger :

Pays d'origine : Niger

Lieu de dépot: Bibliotheque de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et
d’Odontostomatologie, Bamako - Mali.

Secteurs d’intéréts : Médecine traditionnelle, paludisme.

Résumé:

Notre étude a porté sur la détermination de 'activité antiplasmodiale de trois
plantes du Niger entrant dans la composition d'un mélange antipaludique utilisé en
médecine traditionnelle : Celosia trygina, Limeum pterocarpum, Momordica balsamina.
Apres récolte et séchage, nous avons réalisé des tests in vitro des infusés et les extraits
méthanoliques des différentes plantes sur P. falciparum Chloroquino-résistant. M.
balsamina a présenté l'activité la plus intéressante, avec des IC 50 respectives de
37ug/mL et 24pug/ml. Les deux extraits ont donc été extraits successivement par des
solvants de polarité croissante. Les fractions DCM ont donné les meilleurs résultats
avec des IC 50 respectives de 8ug/mL et 6ug/mL. L'extrait méthanolique de L.
pterocarpum testé sur des souris NMRI infestées par P. berghei a entrainé une
réduction de parasitémie de 75,51% ala dose de 150mg/kg pendant 4 jours.
Jusqu'aux doses de 300mg/kg pour L.pterocarpum et 50mg /kg pour M. balsamina. La
faible solubilité de nos extraits nous a empéché de déterminer les DL50.

De l'extrait méthanolique de L. pferocarpum nous avons isolé, par des techniques
usuelles le D-pinitol, molécule hy poglycémiante de formule C7H50s,

Mots clés : Médecine traditionnelle, Celosia trygina, Limeum pterocarpum,Momordica
balsamina, paludisme.
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