RESUME

L'extension de la résistance du paludisme & la chloroquine et a la plupart des antipaludiques classiques nécessite le
développement de nouvelles molécules antipaludiques. Les plantes médicinales ont été longtemps utilisées dans le
traitement des fievres et du paludisme. Nous avons utilisé le semi-microtest isotopique pour étudier in vitro, l'activité
de 4 extraits purifiés de Khaya grandifolia (Kh0, Kh1, Kh2, Kh3) sur 10 isolats de Plasmodium falciparum e un
clone chloroguino-résistant W2. Conjointement, ont été étudiées la sensibilité des isolats & la chloroquine et la
combinaison des extraits avec la chloroquine. Les résultats ont été exprimés en concentrations inhibitrices 50% (CI50).
Parmi les 10 isolats, 4 étaient chloroquino-résistants (C150 > 100nM). Les moyennes (+ SD) des CI50 pour les isolats
sont les suivantes : Kh0 : 9,9 £7,1ug/ml ; Kh1 : 3,8+ 1,6ug/ml ; Kh2 : 10,0 + 6,8ug/ml ; Kh3 : 16,3 + 8,1ng/ml. Pour
leclone W2, les tests ont été effectués en triplicate et les valeurs obtenues sont les suivantes : Kh0: 19,4+ 4,0ng/mi ; Khl
: 6,8+5,0ug/ml; Kh2:10,4+1,8ug/ml; Kh3:28,1+8,5ng/ml. Ces résultats démontrent une activité modérée in vitro
deK. grandifolia sur P. falciparum. Les tests de combinaison utilisant le clone W2 n’ont pas inontré de synergie entre
les extraits et la chloroquine. Toutefois des investigations complémentaires sont nécessaires pour prowver son efficacité
thérapeutique.
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etal., 1992 ; Gessler et al., 1993). Plusieurs espéces de

L'extension de la résistance de P. falciparum a la Meéliacées ont été utilisées en médecine traditionnelle

chloroquine et la survenue des multi-résistances né- . . P
q comme antipaludiques ou comme fébrifuges

(Azadzrachta zndzca, K. grandifolia, Guarea multiflora,
Cedrela domta, Entendrophragma bussei) (Obih et al.,

1985 ; Makinde et al., 1988 ; Weenen et al.,, 1990 ; Bray
’%t al., 1990). Elles produisent des terpénoides, en

/ particulier des limonoides avec des structures com-
parables & celles des quassinoides dont les activités
antipaludiques etcytotoxiques ontété démontrées in
vitro (Bray et al., 1990). Le genre Khaya est composé
de plusieurs grands arbres tropicaux constitués
essentiellement d’acajous. Trois espéces ont été

cessitent le développement de nouvelles molécules
obtenues soit par synthase, soit a partir des plantes
naturelles. Dans les pays tropicaux et subtropicaux |,
du globe, oit le paludisme est endémique, les plantes
sont utilisées en médecine traditionnelle pour soi-{
gner le paludisme (Phillipson etO’Neil, 1986 ; Noster
etKraus, 1990). Les extraits de plantes ainsi que leurs
produits ont été soumis a des tests in vivo et in vitro
avec des résultats intéressants pour la plupart
(Fandeur et al., 1984 ; O'Neil et al., 1985 ; Noster et

Kraus, 1990 ; Weenen et al., 1990 ; Ratsimamanga-
Uvergetal., 1990; Bray etal., 1990; Agbaje et Onabanjo,
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identifiées au Cameroun & savoir K. anthotheca, K.
ivorensis, K. grandifolia, cette derniéreayant fait1’objet
dela présente étude. Sur la base de son utilisation en
médecine traditionnelle (antiplasmodiale et
antifilarienne), plusieurs extraits de K. grandifolia ont
été isolés et leurs structures chimiques sont en cours
d’analyse. Nous avons testé la sensibilité in vitrod’ un
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clone chloroquino-résistant et des isolats de P.
falciparum & des extraits purifiés de K. grandifolia
conjointement a celle de la chloroquine ainsi que la
combinaison de ces extraits avec la chloroquine in
vitro.

MATERIEL ET METHODES

Les parasites

Lesisolats de P. falciparum ont été obtenus a partir des
prélévements veineux au pli du coude de patients
consultant au dispensaire de Nlongkak, pour acces
palustreavec une parasitémie monospécifique supé-
rieure & 0,2%. Le clone W2 de P. falciparum (parent
Indochinal /CDC) a été obtenu par microma-
nipulation. Ce clone est résistant a la chloroquine, 2
la pyriméthamine et au cycloguanil, mais sensible a
laquinine, ala méfloquine etal’halofantrine (Oduola
et al., 1987). Le clone W2 a été maintenu en culture
continue selon la technique décrite par Trager et
Jensen (1976). La culture est faite en milieu de culture
RPMI-1640enrichide 10% de sérumhumain ABa un
hématocrite compris entre 3-5%. Ce milieu de culture
est changé quotidiennement et un frottis réalisé
chaque jour et coloré au Giemsa a permis de déter-
miner le pourcentage de croissance du clone. Pour
maintenir une bonne croissance et abaisser les
parasitémies entre 0,5-1%, la culture est diluée avec
des hématies saines du groupe A.

Les molécules

Les écorces de tronc de K. grandifolia ont été pulvéri-
sées apres séchage. Les extractions ainsi que l'isole-
ment des composés individuels ont été réalisés avec
des solvants de polarité croissante et par des tech-
niques chromatographiques. Plusieurs extraits pu-
rifiés ontété obtenus dont4 seulementontété étudiés
a savoir Kh0, Kh1, Kh2, et Kh3. En parallele, nous
avons utilisé du sulfatede chloroquine (Spécia, Paris,
France).

La solution mére de chloroquine a été préparée aprés
dilution dans de I'eau distillée stérile tandis que les
extraits purifiés de K. grandifolia ont été dilués dans
du méthanol pur. Avant utilisation, 8 concentrations
choisies pour chaque médicament ontété distribuées
en série dans les 24 puits des plaques de culture en
duplicate ou en triplicate, 3 puits servant de témoins
(sans médicament). Les gammes utilisées ont été les
suivantes : 12,5-1600nM pour la chloroquine et 1-
128ug/ml pour les extraits purifiés.
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Le test in vifro de chimiosensibilité

Le test a été effectué selon la technique classique du
semi-microtest de Le Bras et Deloron (1984) avec les
modifications suivantes. Aprés préléevementouapres
culture (pour le clone), les hématies parasitées sont
lavées trois fois avec du RPMI-1640 contenant 25mM
de HEPES et 25mM de NaHCO3. Les parasitémies
supérieures & 1% ont été diluées avec des hématies
saines du groupe A, afin d’obtenir une parasitémie
initiale entre 0,1-0,5%. Une suspension d’hématies
parasitées a un hématocrite de 1,5% dans 700ul de
RPMI-1640 contenant 25mM de HEPES, 25mM de
NaHCO3 et 10% de sérum humain AB est distribuée
dans chaque puits des plaques de culture contenant
des doses croissantes d’antipaludiques. Les parasi-
tes sont incubés a 37°C dans une atmosphere de 5%
de CO2, 17-18 de O2 et 95% d’humidité pendant 42
heures. Aprés 18 heures d’incubation, 25ul (1uCi)
d’une solution d’hypoxanthine tritiée (Amersham,
Buckinghamshire, Royaume-Uni), ont été rajoutés
dans chaque puits afin de mesurer 'index de crois-
sance parasitaire. A la fin de la période d'incubation,
les plaques sont congelées puis décongelées et le
contenu des puits est recueilli sur des disques de
papier filtre a fibres en verre. Ces disques sont séchés
et placés dans des flacons de scintillation contenant
2 ml de liquide scintillant (OCS, Amersham,
Royaume-Uni) pour comptageau spectrophotomeétre
a scintillation liquide (Wallac 1409, Pharmacia,
Uppsala, Suéde) pendant 60 secondes.

Les résultats sont exprimés en concentration
inhibitrice 50% (CI50) correspondant a la concentra-
tion de médicament inhibant 50% de la croissance
des parasites. La CI50 a été calculée a partir d'une
droite de régression log-logit de la courbe dose-
réponse, Leseuil desensibilité dela chloroquine a été
fixé a 100nM.

Les combindisons médicamenteuses : le test de
synergie

Letesta étéeffectué en duplicate selonles techniques
décrites par Basco et Le Bras (1990), Bascoet al. (1991),
Ekong et al. (1991). Avant la réalisation du test, la
sensibilité du clone W2 a été évaluée a la chloroquine
ainsi qu’aux extraits purifiés afin de déterminer leur
ClI50respective. Trois concentrations sub-inhibitrices
des extraits inférieures a la CI50 de V'extrait corres-
pondant ont été choisies pour étre testées en combi-
naison avec la chloroquine. Les concentrations sub-
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inhibitrices sontles suivantes : 2-4-8j1g /ml pour Kho0,
Kh2 et Kh3 et 1-2-4pg /ml pour Kh1. Les tests in vitro
ont été effectués en associant la chloroquine aux 3
doses croissantes d’extraits de K. gandifolia. Les CI50
ainsi obtenues ont été utilisées pour construire des
isobologrammes dont1’axe des abscisses correspond
aurapportdelaCl50dumélange chloroquine-extrait/
CI50 de la chloroquine seule et I'axe des ordonnées
au rapport des concentration de l'extrait ajoutée a la
chloroquine/CI50 de l’extrait correspondant
(Chawira et al., 1987 ; Chawira et Warhurst, 1987 ;
Martinet al., 1987 ; Basco et Le Bras, 1990 ; Basco ef al.,
1991;Ekongetal., 1991). Unediagonalejointles points
exprimés par les valeurs des CI50 des drogues indi-
viduelles. Les points situés au-dessus de la droite
indiquent un antagonisme, ceux en dessous une
synergie. Les points proches de la ligne indiquent
une interaction additive.

RESULTATS

Les tests in vitro ont été effectués en triplicate pourle
clone W2. Les résultats sont donnés dans le tableau I.

Sensibilité in vitro de 4 extraits de Khaya gandifolia sur

leclone W2 (n=3).Les résultatssont exprimés ennM pour
la chloroquine (CQ) et en mg/ml pour les extraits.

CQ Kho Khl Kh2 Kh3

Moyenne 240,38 16,42 6,79
des CI50

1044 28,09

SD 1819 402 501 1,83 8,5

La sensibilité de 10 isolats de Plasmodium falciparim a
été testée vis-a-vis des extraits purifiés deK. gandifolia.
Les résultats sont donnés dans le tableau II.

Il n’existe pas de différence significative entre les
valeurs des CI50 des isolats chloroquino-résistants et
chloroquino-sensibles pour les différents extraits (ta-
bleau I11).

Les résultats des isobologrammes ont montré soit un
effetfaiblementadditif soit un effetantagoniste entre
Ta chloroquine et les différents extraits (figure 1).

Bull liais doc OCEAC 1997 ; 30(2)

CI50 de 4 extraits de Khaya gandiifolia sur 10 isolats de
Plasmodium falciparum. Les résultats sont exprimés en
nM pour la CQ et en yig/ml pour les extraits

CQ Kho Khi Kh2 Kh3

Isolatl 4091 7,32 552 788 9,63
Isolat2 2462 813 413 601 88
Isolat3 2345 10,1 336 612 889
solat4 998 566 411 53 1854
Isolat5 2221 234 086 696 2202
Isolat6 39096 24,03 602 2447 33,12
Isolat7 30,64 21,27 548 20,7 2435
Tsolat8 119,96 486 274 811 16,04
Isolat9 11973 9,45 318 846 10,18
Isolat10 19629 6714 303 591 11,84

Comparaison des

s extraits puri

ay
grandifolia de 10 isolats de Plasmodium falciparum en
fonction de la sensibilité a 1a chloroquine. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SD.

Molécules  Isolats chloroqui- Isolats chloroqui-
nosensibles (n=6) norésistants(n=4)
Chloroquine(a) 40,3+30 206,7 £ 128
KhoO(b) 9,14+6,5 11,1 +8,8
Khi(b) 391+1,7 374%1,5
Kh2(b) 8,82%5,9 11,7+8,6
Kh3(b) 15471 17,8+10,5

(a) : résultats exprimés en nM

(b) : résultats exprimés en ug/ml

Isobologramme de Vinteraction entre la chloroquine et
Vextrait KhO avec le clone W2
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DISCUSSION

Les valeurs moyennes de CI50 obtenues avec les
extraits purifiées de K. grandifolia sont toutes infé-
rieures a 20pg/ml et & 30pug/ml pour les isolats et
pour le clone W2, respectivement. Ces résultats sont
semblables a ceux obtenus avec les extraits d"écorce
d’Entendrophragma bussei et meilleurs que ceux ob-
tenus avec les extraits de Azadirachia indica (Weenen
et al., 1990), de Guerea multiflora, de Cedrela odorata et
de Melia azadarach (Bray et al., 1990).

Comparés a d’autres espéces d’arbres ou de plantes,
nos résultats sont équivalents a ceux trouvés avecles
extraits de Couterea latiflora et Exostema caribaeum
(Noster et Kraus, 1990), les extraits bruts de Artemisia
annun (O'Neill et al., 1985) et meilleurs que ceux ob-
tenus avec Cochlospermmun angolense (Presber et al.,
1990). Cependant, l'activité de nos extraits reste 10 a
100 fois inférieure a celle de I'artémisinine et a celle
de la quinine qui sont devenues des médicaments de
référenceissus dela pharmacopéetraditionnelle (Bray
of al L 199,

Contrairementa cequi a étédécritpar certainsauteurs
(Ye et al., 1989 ; Ekong et al.,, 1991 ; Ye et al., 1993 ;
Ratsimamanga-Uverg et al., 1994 ; Ratsimamanga-
Uverg et al., 1994), nous n’avons pas retrouvé de
svnergie entre la chloroquine et les extraits étudiés.
Les résultats de cette étude ne peuvent pas directe-
ment &tre corrélés aux effets du traitement tradition-
nel car les méthodes de préparation, les effets des
combinaisons des extraits ainsi que les conditions de
conservation ne sont pas les mémes. Il est a signaler
que le test in vitro ne reproduit pas avec précision la
situation in vivo, car certains extraits et composés
chimiquement purs pourraient devenir actifs seule-
ment aprés des processus métaboliques spécifiques
in vivo.

Nos résultats montrent une activité antipaludique
modérée des extraits purifiés de K. grandifolia invitro
et 'absence de synergie avec la chloroquine. Toute-
fois des études complémentaires in vivo seraient né-
cessaires pour justifier leur usage thérapeutique.
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