
RESUME 

L'extension de la résistance du pnliidislne à la chloroquine et à la plupart des antipaliidiques classiques nécessite le 
développement de nouvelles molécules antipaludiques. Les plantes médicinales ont été long feinps utilisées dans le 
traitement des jhres  et du paludisme. Nous avons utilisé le seini-microtest isotopique pour étudier in vitro, l'activité 
de 4 extraits purij?és de maya  grandifolia CkhO, Khl, Kh2, Kh3) sur 10 isolats de Plasmodium falciparum et un 
clone chloroqirino-résistant W2. Conjoiitiement, ont été éttidiées la sensibilité des isolats à la chloroquine et la 
coinbitiaisoti des extraits avec la chloroquine. Les résul tats ont éfé eqriinés en concentrations inhibitrices 50% (CI50). 
Panni les 10 isolats, 4 étaient chloroqiiitio-r~sistatits (C150 > IOOnM). Les moyennes (2 SO) des C150 pour les kolafs 
sont les suivantes : KhO : 9,9 rt 7,2pg/ml; Khl : 3,8 2 1,6pg/ml; Kh2 : l0,O It 6,8pg/?nl; Kh3 : 16,3 2 8,Ipghl .  Pour 
le clone W2, les tests ont étégectués en triplicate et les valeurs obtenues sont les suivantes : K h O  : 19,4_+ 4,0pg/ml; Khl 
: 6,8 2 5,0pg/inI; Kh2 : 10,4 5 2,8pg/mZ; Kh3 : 28,lk 8,5pg/inl. Ces résultats démontrent une activité modérée in vitro 
de K. grandifolia sur P. falciparum. Les tests de corribinaison utilisant le clone W2 n'ont pas montré de synergie entre 
les extraits et la chloroquine. Toutefois des investigations comnplbnentaires sont nécessaires pour prouver son eflcacité 
thérapeutique. 

Mots cl& : PaIudisme, Plasmodium falciparum, chiiriiorésistnnce, Khaya grandifolia, Méliaceae, test in vitro. 

INTRODUCTION 

L'extension de la résistance de P. falciparum à Ia 
chloroquine et la survenue des multi-résistances né- 
cessi tent le développement de nouvelles molécules 
obtenues soit par synthèse, soit à partir des plantes 
naturelles. Dans les pays tropicaux et subtropicaux 
du globe, où  le paludisme est endémique, les plantes 
sont utilisées en médecine traditionnelle pour soi- 
gner le paludisme (Phillipson etO'Nei1, 1986; Noster 
et Kraus, 1990). Les extraitsde plantes ainsi que leurs 
produits ont été soumis à des tests in vivo et in vitro 
avec des résultats intéressants pour la plupart 
(Fmdeur et al., 1984 ; O'Neil et al., 1985 ; Noster et 
Kraus, 1990 ; Weenen et al., 1990 ; Ratsimamanga- 
Uvergefal., 1990; Bray etal., 1990;AgbajeetOnabanjo, 
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1991 ;Koumaglo etal., 1991 ;Ekong et al., 1991 ;Presber 
ef  al., 1992 ; Gessler et al., 1993). Plusieurs espèces de 
Méliacées ont é té utilisées enmédecine traditionnelle 
comme antipaludiques ou comme fébrifuges 
(Azadirachta indica, IC grandifolia, Giuzrea multiflora, 
Cedrela '" doratg Entendrophragtnu bussa. (Obih et al., 

*et al., 1990). Elles produisent des terpénoïdes, en 
particulier des limonoïdes avec des structures com- 
parables à celles des quassinoïdes dont les activités 
antipaludiques et cytotoxiques on tété démontréesin 
vitro (Bray et al., 1990). Le genre Khaya est composé 
de plusieurs grands arbres tropicaux consti tués 
essentiellement d'acajous. Trois espèces ont été 
identifiées au Cameroun à savoir K. anthofhm,  K. 
ivoreizsis, K. grandqoliß, cette demière ayant fait l'objet 
de la présente étude. Sur la base de son utilisation en 
médecine traditionnelle (antiplasmodiale e t  
antifilarienne),plusieurs extraits deK. grandifolirr ont 
été isolés et leurs structures chimiques sonten Cours 
d'analyse. Nous avons testé la sensibilité in vitro d'un 
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clone chloroquino-résistant et des isolats de P. 
falcipnriiin à des extraits purifiés de K. grandifolin 
conjointement à celle de la chloroquine ainsi que la 
combinaison de ces extraits avec la chloroquine irz 
vitro. 

MATERIEL ET METHODES 

Les parasites 
LesisolatsdeP. fnlcipnrtirnont étéobtenus à partirdes 
prélèvements veineux au pli du coude de patients 
consultant au dispensaire de Nlongkak, pour accès 
palustre avec une parasi témie monospécifique supé- 
rieure à 0'2%. Le clone W2 de P. fnlcipartim (parent 
IndochinaI/CDC) a été obtenu par microma- 
nipulation. Ce clone est résistant à la chloroquine, à 
la pyrimethamine et au cycloguanil, mais sensible à 
laquinine, àlaméfloquineetàl'halofantrine (Oduola 
ef al., 1987). Le clone W2 a été maintenu en culture 
continue selon la technique décrite par Trager et 
Jensen (1976). La cultureest faiteenmilieu deculture 
RPMI-1640enrichi de 10% de sérumhumain ABà un 
hématocritecompris entre3-5Yo.Ce milieu deculture 
est changé quotidiennement et un frottis réalisé 
chaque jour et coloré au Giansn 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. p " o 1 i a  ont été pulvéri- 
sées après 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 ont été obtenus dont 4 seulement ont été étudiés 
à savoir KhO, Khl, Kh2, et Kh3. En parallèle, nous 
avons utilisé du sulfate de chloroquine (Spécia, Paris, 
France). 
La solutionmère dechloroquinea été préparéeaprès 
dilution dans de l'eau distillée stérile tandis que les 
extraits purifiés de K. grtltzd~olin ont été dilués dans 
du  méthanol pur. Avant utilisation, 8 concentrations 
choisies pour chaque médicament ont étédistribuées 
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 : 155-16OOnM pour la chloroquine et 1- 
128yg/ml pour Ies extraits purifiés. 
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Le test in vifro de chimiosensibilit4 
Le test a été effectué selon la technique classique du 
semi-microtest de Le Bras et Deloron (1984) avec les 
modifications suivantes. Après prélèvement ou aprPs 
culture (pour le clone), les hématies parasitées sont 
lavées trois fois avec du RPMI-1640contenant 25mM 
de HEPES et 25mM de NaHC03. Les parasitémies 
sup4rieures à 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 à un hématocrite de 1,5% dans 700@ de 
RPMI-1640 contenant 25mM de HEPES, 25mM de 
NaHC03 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 à 37°C dans une atmosphère de 5% 
de C02,17-18 de 0 2  et 95% d'humidité pendant 42 
heures. Après 18 heures d'incubation, 25pl (1pCi) 
d'une solution &hypoxanthine tritiée (Amersham, 
Buckinghamshire, Royaume-Uni), ont été rajoutés 
dans chaque puits afin de mesurer l'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 filtreà 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 comptage au spectrophotomètre 
à scintilla tion liquide (Wallac 1409, Pharmacia, 
Uppsala, Suède) pendant 60 secondes. 
Les résultats sont exprimés en concentration 
inhibitrice 50% (CI50) correspondantà la concentra- 
tion de médicament inhibant 50% de la croissance 
des parasites. La CI50 a été calculée à partir d'une 
droite de régression log-logit de la courbe dose- 
réponse. Leseuil de sensibilité de la chloroquine a été 
fixé à 1OOnM. 
les combinaisons médicamenteuses : le tesi de 
synergie 
Le testaétéeffectué enduplicateselonles techniques 
décritesparBasCoetLeBras (1990),BascoefaZ.(1991), 
Ekong et al. (1991). Avant la réalisation du  test, la 
sensibilité du clone W2 a été évaluée àla chloroquine 
ainsi qu'aux extraits purifiés afin de déterminer leur 
CI50 respective. Trois concentrations sub-inhibitrices 
des extraits inférieures h la CI50 de l'extrait corres- 
pondant ont été choisies pour être testées en combi- 
naison avec la chloroquine. Les concentrations sub- 
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inhibitrices sont les suivantes : 2-4-8pg/ml pourKh0, 
$312 et Kh3 et 1-2-4pg/ml pour Khl. Les tests in vitro 
ont été effectués en associant la chloroquine aux 3 
doses croissantes d’extraits de K. gand@Iin. Les CI50 
ainsi obtenues ont été utilisées pour construire des 
isobologrammes dont l’axe des abscisses correspond 
au rapportdelaCI50dumélange chloroquine-extrait/ 
CI50 de la chloroquine seule et l’axe des ordonnées 
au rapport des concentration de l’extrait ajoutéeà la 
chloroquine/CI50 de l‘extrait correspondant 
(Chawira et al./ 1987 ; Chawira et Warhurst, 1987 ; 
Martinefal., 1987;BascoetLeBras, 1990;BascoefaZ., 
1991;EkongetnZ., 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 pour le 
clone W2. Les résultats sont donnés dans le tableau I. 

... 

Sensibilité in vitro de 4 extraits de Kkayngnndifolin sur 
le clone W2 (n=3).Les résultatssont exprimés ennM pour 
la chloroquine (CQ) et en mg/ml pour les extraits. 

CQ K h O  Khl Kh2 Kh3 
~ 

Moyenne 240,38 16,42 6,79 10,44 28/09 
des CI50 

SD 18,19 4,02 5,Ol 1,83 8’5 

La sensibilité de 10 isolats de Plnsinoiliiitn falciynnim a 
été testéevis-à-vis des extraits purifiés deK.gawlifoIia. 
Les résultats sont donnés dans le tableau II. 
I1 n’existe pas de différence significative entre les 
valeurs des CI50 des isolats chloroquino-résistants et 
chloroquino-sensibles pour les différents extraits (ta- 
bleau III). 
Les résultats des isobologrammes ont montré soit un 
effet faiblement additif soit uneffet antagoniste entre 
la chloroquine et les différents extraits (figure I). 
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CI50 de 4 extraits de Khnyngnndiifolin sur 10 isolats de 
Plnsrnodiurn fnlcipnriitn. Les résultats sont exprimés en 
nM pour la CQ et en pg/ml pour les extraits 

I 

CQ K h O  Khl Kh2 Kh3 
~~~ 

Isolat 1 40,91 7,32 5,52 7,88 9,63 

Isolat2 24,62 8,13 4,13 6,Ol 8,8 
Isolat3 23,45 10’1 3,36 6,12 8,89 

Isolat4 99,8 5,66 4,11 5,3 18,54 

Isolat5 22,21 2,34 0,86 6,96 22,02 

Isolat6 390,96 24,03 6,02 24,47 33/12 

Isolat7 30,64 21,27 5,48 20,7 24,35 

Isolat 8 119,96 4,86 2,74 8/11 16/04 

Isolat9 119,73 9,45 3/18 8/46 10,18 i i! 
Isolat 10 196,29 6,14 3,03 5,91 11,84 

Comparaison des CI50 des extraits purifiés de Kknya 
grnndyolia de 10 isolats de Plnsn~odizrm falcipamm en 
fonction de la sensibilité à la chloroquine. Les résultats 
sont exprimés en moyenne k SD. 

Molécules Isolats chloroqui- Isolats chloroqui- 
nosensibles (n=6) norésistants(n=4) 

Chloroquine(a) 40,3 k 30 206’7 f 128 :I Y 
KhO(b) 9,14 k 6’5 11,l f 8,8 

Khl(b) 3,91 k 1,7 3,74 f 1,5 
11,7 k 8,6 

Kh3@) 15,4 k 7,l 17,8 f 10,5 

8,82 k 5,9 

(a) : résziltnts expriviés en nM 
(b) : résiiltnts e q r i n g s  en pg/ml i 

Isobologramme de l’interaction entre la chloroquine et 
l’extrait KhO avec le clone W2 . 

Fraction de b C150 de la d o q u i n e  



I 

DISCUSSION 

Les valeurs moyennes de CI50 obtenues avec les 
extraits purifiées de K .  graizdifolia sont toutes infé- 
rieures à 20pg/ml et à 30pg/ml pour les isolats et 
pour le clone W2, respectivement. Ces résultats sont 
semblables à ceux obtenus avec les extraits d‘écorce 
d’Entendrophragmnß blissei et meilleurs que ceux ob- 
tenus avec les extraits de Azadirachfa indica (Weenen 
et al., 1990), de Guerea multifora, de Cedrela odorata et 
de Melia azadarach (Bray et al., 1990). 
Comparés à d’autres espèces d’arbres ou de plantes, 
nos résultats sont équivalents à ceux trouvés avecles 
extraits de Coriterea lafiflora et Exostema caribaeurn 
(Noster et Kraus, 1990), les extraits bruts deArtemisiß 
mimin  (O’Neill ~t nl., 1985) et meilleurs que ceux ob- 
tenus avec Cochlosyer~nun angolense (Presber et al., 
1990). Cependant, l’activite de nos extraits reste 10 à 
1110 foiz infth-kure à celle de I‘artémisinine età  celle 
de la quinine qui sont devenues des médicaments de 
référence issus de 1 a p ha r ma copée traditionnelle (Bray 
1.1 , I /  , 1YW) ) .  

Contrairementà cequi a étédecri t par certainsauteurs 
(Ye Pf ß l . ,  1989 : Ekong et al., 1991 ; Ye et al., 1993 ; 
l ~ ~ i ~ ~ i i i ~ , ~ r i ~ ~ ~ l ~ ~ , ~ - U \ J e r ~  et al., 1994 ; Ratsimamanga- 
Uverg et al., 1994), nous n‘avons pas retrouvé de 
wnergie entre la chloroquine et les extraits étudiés. 
Les rksultats de cette etude ne peuvent pas directe- 
ment être corrélés aux effets du  traitement tradition- 
nel car les méthodes Je préparation, les effets des 
c:ciiiibinai.sons cies ex traits ainsi que les conditions de 
conservation ne sont pas les mêmes. I1 està signaler 
qiie le test in vitro ne reproduit pas avec précision la 
situation iiz uivo, car certains extraits et composés 
chimiquement purs pourraient devenir actifs seule- 
ment après des processus métaboliques spécifiques 
in vivo. 
Nos r6sultats montrent une activité antipaludique 
modérée des extraits purifiés de K. grandifolia in vitro 
et l’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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