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ABSTRACT: Chloroquine has been widely used in the treatment of uncomplicated Plasmodium falciparum malaria.
Unfortunately, because of chemoresistance emergence and its spread worldwide since the 1960’s, substitute medicines were
compulsory to fight against malaria efficiently.

Therefore, current priority of the fight against malaria is to search for substances capable to improve back chloroquine
efficacy.

The present work highlights life threatening action of Olax subscorpioidea ethyl acetate fraction, a plant used traditionally
against malaria, on Plasmodium falciparum. 1t has been successfully used both on chloroquine sensitive strains and
chloroquinoresistant strains with respective 1Csy values of 32.47+0.31ug/mL and 28.16+0.5ug/mL, justifying its usage in
traditional medicine.

In addition, when 12 ug/mL of Olax subscorpioidea fraction C is associated with chloroquine, resistant strain FCB1 average
ICsq diminishes from 105.05+2.87nM to 43.5+1.5nM, thus allowing chloroquine to recover efficiency against Plasmodium
falciparum.
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RESUME: La chloroquine était autrefois un produit trés efficace dans le traitement du paludisme a Plasmodium falciparum.
Malheureusement, depuis I'apparition des souches résistantes dans les années 60, la chloroquinorésistance s’est étendue
dans le monde entier posant un probléme, d’autant plus que peu d’autres antipaludiques sont disponibles a I'heure actuelle
pour combattre efficacement le paludisme.

Par conséquent, la recherche de substances potentialisant I'action de la chloroquine nous apparait comme une voie de
recherche dans la lutte contre le paludisme.

Le présent travail nous a permis de mettre en évidence I'action antiplasmodiale de la fraction d'acétate d'éthyle d’Olax
subscorpioidea (olsu), une plante utilisée traditionnellement contre le paludisme, aussi bien sur la souche
chloroquinosensible (F32) que les souches résistantes (FCB1 et K1) avec des Clsy moyennes respectives de 32,47 + 0,31 ug/ml
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et 28,16 + 0,5 pg/ml. De plus la Clso moyenne de la chloroquine sur souche résistante FCB1 de I'ordre de 105,05 + 2,87 nM,
est passé a 43,5+ 1,5 nM, lorsqu’on associe une concentration de 12 pg/ml de cette fraction de olsu a la chloroquine.
La fraction acétalique d’Olax subscorpioidea a donc une action potentialisatrice sur la chloroquine.

MoOTs-CLEFS: Acétate d’éthyle, Chloroquine, Olax subscorpioidea, Plasmodium falciparum, souches chloroquinorésistantes.

1 INTRODUCTION

La chimiothérapie du paludisme a commencé avec |'utilisation de I'écorce du quinquina par les indiens du Pérou vers les
années 1500. Ne connaissant pas I'agent pathogene, ils avaient observé que certaines fievres étaient guéries par les écorces
de cette plante. C'est en 1820 que Pelletier et Caventou isolent I'alcaloide actif, la quinine, de I’écorce du quinquina.

La thérapeutique du paludisme a évolué tres peu jusqu’a la fin des années 1930 olU des recherches conduites
simultanément en France, en Grande-Bretagne, en URSS, aux Etats-Unis et en Allemagne, ont permis la synthése des amino-
4-quinoléines [1], [2]. Cette famille de médicaments dont le plus utilisé est la chloroquine a révolutionné le traitement du
paludisme.

La chloroquine était autrefois trés efficace dans le traitement des acces palustres a Plasmodium falciparum. C'était un
antipaludique idéal en raison de sa sécurité, de son efficacité par voie orale, son action rapide, sa longue demi-vie et surtout
son faible co(t.

Malheureusement, depuis I'apparition des souches résistantes dans les années 60, la chloroquinorésistance ne cesse de
s’étendre dans tous les pays africains sub-sahariens dont la Céte d’lvoire [3], [4], [5], [6].

Compte tenu de la place de choix qu’occupait la chloroquine dans la thérapie du paludisme en Afrique sub-saharienne, la
recherche d’autres molécules capables de lui donner un regain d’intérét est devenue une autre voie de recherche [7].

Ainsi ¢ s’est développée la recherche des potentialisateurs de la chloroquine. Ces produits appartenant a diverses
familles chimiques : bloqueurs calciques, antidépresseurs ou antihistaminiques tricycliques, anthraquinones, sont capables
de reverser le mécanisme de la résistance probablement en s’opposant a I'efflux de la chloroquine hors du Plasmodium [8],
(9], [10].

Notre programme de recherche en chimiothérapie antipaludique comporte deux volets a partir de la flore spécifique de
Cote d’lvoire :

1- la recherche de nouvelles molécules antipaludiques a longue durée d’action.
2- la recherche de nouveaux potentialisateurs de la chloroquine.

Aprés la mise en évidence de I’activité antiplasmodiale in vitro de I'extrait méthanolique de Olax subscorpioidea (olsu)
[11], nous nous sommes intéressés aux autres groupes de composés issus de cette plante. En effet, le décocté de cette plante
est utilisé par certaines populations du centre de la Cote d’lvoire soit seule comme fébrifuge, soit comme traitement
antipaludique.

Pour vérifier sa deuxieme utilisation, nous rapportons dans ce présent travail, I'activité antiplasmodiale in vitro de la
chloroquine associée a I'ensemble des composés contenus dans la fraction d'acétate d'éthyle de cette plante.
2 MATERIEL ET METHODES
2.1  MATERIELS

Le matériel végétal utilisé est constitué de I'extrait éthanolique et des fractions de O. subscorpioidea, une plante

traditionnellement utilisées dans le traitement du paludisme.

Quant au matériel biologique, il est constitué de sang humain parasité par des souches de Plasmodium falciparum de
laboratoire : FCB1 et K1 (souches résistantes a la chloroquine) et F32 (souche sensible a la chloroquine).

Le milieu de culture utilisé pour les tests in vitro est le RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) complémenté
de 25 mM d’HEPES, d’une solution de bicarbonate de sodium a 5% et de sérum humain a 10%.
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2.2 METHODES
2.2.1  PREPARATION DE L'EXTRAIT ET DES FRACTIONS DE OLSU

Cinquante grammes (50g) de poudre de feuilles séchées de olsu sont macérés pendant 24 h dans 300 ml d'éthanol. Aprés
filtration, évaporation et séchage on obtient I'extrait éthanolique (fraction A). Une partie de I'extrait éthanolique va subir le
fractionnement suivant :

dix grammes de |'extrait est dissout dans 100 mL d'eau distillée auquel on ajoute 100 ml de cyclohexane et on laisse
décanter 30 min. Apres décantation la phase de cyclohexane est séchée pour donner un extrait noté fraction B. La phase
aqueuse est reprise dans 100 mL d'acétate d'éthyle suivie d'une nouvelle décantation de 30 min. La phase acétalique est
séchée et on obtient la fraction C. La phase aqueuse est de nouveau reprise par 100 mL de n-butanol. Aprés décantation on
obtient deux phases, phase n-butanol et phase aqueuse, qui sont séchées pour donner I'extrait n-butanol (fraction D) et
I'extrait aqueux (fraction E).

A partir de l'extrait et des fractions obtenues nous avons préparé par dilution dichotomique des gammes de
concentrations variant de 125 a 0,97 pg/mL.

La chloroquine est aussi diluée par dichotomie pour donner une gamme de concentration variant de 1600 a 6,25 nM.
2.2.2  TESTSIN VITRO

Pour la culture in vitro de P. falciparum, nous avons utilisé la variante isotopique du micro-test (plaque de 96 puits) de
Rieckmann adopté par I'O.M.S [12]. Elle permet de mesurer et de quantifier la capacité des doses croissantes d’une drogue a
inhiber la croissance de P. falciparum au stade trophozoite.

Dans cette technique, les souches diluées dans le milieu de culture sont incubées a 37°C dans un environnement appauvri
en oxygene et enrichi en dioxyde de carbone avec une humidité d’environ 95%.

Apreés 24 heures d'incubation, les plaques sont sorties et I'on ajoute de I'hypoxanthine tritiée concentrée a 0,5 uCi/puits.
Les plaques sont a nouveau remises dans l'incubateur pour 24 heures supplémentaires.

La radioactivité est mesurée a l'aide d'un compteur Wallac MicroBeta. Tous les résultats sont exprimés a la fin du

comptage et les listings permettent |'exploitation des résultats

223 RECHERCHE DES EFFETS DE L’ASSOCIATION DE LA FRACTION D'ACETATE D'ETHYLE DE OLSU SUR L’ACTIVITE ANTIPLASMODIALE DE LA
CHLOROQUINE

Une série de concentrations la fraction d'acétate d'éthyle sont choisies autour de la Cls; moyenne des souches
chloroquinorésistantes.

Chacune de ces concentrations est associée a une gamme de doses de la chloroquine allant de 12,5 a 1600 nM.

Les Clsg résultant de I'association des deux molécules sont recherchées sur des plaques de culture comme précédemment.

Les Clsy résultant de I’association chloroquine-fraction C de olsu sont exprimées en pourcentage des Clsy de chaque
molécule mesurées isolement.

Ces fractions de Clsy sont reportées sur les axes d’un graphe appelé isobologramme permettant d’exprimer I'activité
résultant de I'action simultanée de la chloroquine et des alcaloides totaux de olsu.

Par convention, on exprime en abscisse les fractions de la chloroquine et en ordonnées celles du produit associé (fraction
d'acétate d'éthyle). Sur chaque axe la valeur 1 représente la Clsy de chaque produit isolé.

Pour chaque concentration de I'association, les deux pourcentages obtenus définissent des coordonnées d’un point sur le
graphe. La courbe joignant les différents points est comparée a la diagonale joignant les points unité sur les deux axes.

Dans le cas ou la courbe suit la diagonale, I'action des deux produits associés est indépendante, chacun agit comme s'il
était seul en cause.

Si la courbe est convexe et se situe au-dessus de la diagonale, cela indique la présence d’un antagonisme. Il y a donc
suppression mutuelle des activités
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Si la courbe est par contre concave et se rapproche des axes, il y a potentialisation ou synergie d’action entre les deux
composés.

Ensuite I'index de la potentialisation du pouvoir schizonticide de la chloroquine (ou AEl pour "Activity Enhancement
Index"”) est calculé en divisant la Clgy de la chloroquine seul par la Clg, de I'association de la chloroquine et de I'agent
potentialisateur pour une analyse rapide de I'effet synergique du composé [13]. On considére arbitrairement qu’un agent
potentialisateur est efficace a une concentration qui augmente le pouvoir schizonticide de la chloroquine par AEIl > 2.

3 RESULTATS
3.1  ACTIVITE ANTIPLASMODIALE INTRINSEQUE DES FRACTIONS DE OLSU
Les Clsq des trois souches aux différentes fractions de olsu sont résumées dans le Tableau 1

Tableau 1 : Sensibilité des souches aux fractions de olsu

Fractions de olsu Clso (ug/ml)
n=3
F32 FCB1 K1

A 46,47 + 0,25 47,72 + 0,64 >50

B >50 >50 >50

C 32,47 +0,31 28,19+0,22 28,14 +1,01

D >50 >50 >50

E >50 >50 >50
A : extrait éthanolique B : extrait cyclohexane C: extrait acétate d’éthyle

D : extrait n-butanol E : extrait aqueux résiduel

3.2 EFFETS DE LA FRACTION DE OLSU SUR L’ACTIVITE ANTIPLASMODIALE DE LA CHLOROQUINE

Les concentrations 6, 12, et 30 pug/mL, prises au tour de la Cls; moyenne de la fraction acétalique sur les souches
chloroquinorésistantes (28,16 pug/mL) et associées aux différentes gamme de concentrations de la chloroquine (12,5-1600
nM) sur les souches FCB1 dont la Clsy moyenne est 105,05 nM, nous a permis de constater que les concentrations de valeur
12 et 30 ug/mL font baiser la Clsy de la chloroquine a 43,5 et 21,87 nM respectivement (Tableau 2).

Tableau 2 : Activité in vitro de la chloroquine associée a la fraction acétalique sur la souche chloroquinorésistantes FCB1

Activité antiplasmodiale de la chloroquine (nM)
C , n=3
omposés FCBL
Clsg Clgg AEI
Chloroquine (CQ) 105,5+2,8 380+1,47 ———-
CQ +6 pg/mL 101,5+1,3 350+0,5 1,09
CQ+12 ug/mL 43,5+1,5 175+0,4 2,17
€Q +30 pg/mL 21,87+0,8 85,3+0,1 4,46

n = nombre de tests réalisés
Le tracé de l'isobologramme (figure 2), nous donne une courbe concave se rapprochant des axes.
L'indice de potentialisation (AEI) de la chloroquine comprise entre 1,09 et 4,46 avec une AEl moyenne de 2,57 atteste de
la bonne potentialisation de la chloroquine par la fraction acétalique d’olsu a la concentration minimale de 12 pg/mL.

4 DISCUSSION

L'efficacité sélective de la chloroquine est liée a sa concentration élevée atteinte dans les érythrocytes parasités par
rapport aux érythrocytes non parasités. La chloroquinorésistance est donc étroitement liée a la diminution de I'accumulation
de la chloroquine a l'intérieur des érythrocytes parasités par P. falciparum résistant [14].
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Ce phénomene d’efflux de médicament serait lié a des mutations ponctuelles au niveau des génes pfcrt (P. falciparum
chloroquine resistance transporter) situé sur le chromosome 7 dont le produit d’expression est une protéine
transmembranaire localisée dans la membrane digestive de la vacuole du parasite [15], [16].

Il apparait que dans nos conditions expérimentales, la fraction d'acétate d'éthyle de olsu a une action sur les isolats
chloroquinosensibles et résistants. En effet il n'y a pas de différence significative entre les Clso moyenne entre le deux types
de souche. Ces résultats expliqueraient 'utilisation de cette plante par des populations ivoiriennes dans le traitement des
acces palustres.

Mais ce qui parait particulierement intéressant concernant cette fraction, c’est son action potentialisatrice des effets de
la chloroquine sur P. falciparum résistant comme on peut le constater sur le tableau 1. En effet, la Clsy de la chloroquine de
105,05 nM en raison de la chloroquinorésistance de FCB1 s’abaisse rapidement par association d’une concentration de 12 et
30 ug/ml de la fraction acétalique pour atteindre les valeurs des souches sensibles 43,5 et 21,87 nM (< 100 nM). En d’autres
termes, en présence de cette fraction, il y a donc une restauration de I'efficacité de la chloroquine.

La fraction d'acétate d'éthyle de olsu pourrait agir trés probablement sur le site d’action de la chloroquine et favoriser son
accumulation a l'intérieur de la vacuole en limitant I'efflux. L'ensemble des composés contenus dans cette fraction de olsu
permettrait d’élever la quantité de la chloroquine a une concentration létale pour le Plasmodium. Une fois accumulée, cette
amino-4-quinoléine retrouve son activité antiplasmodiale.

Il faut noter que la notion de potentialisation des antipaludiques, plus spécifiquement de la chloroquine, a été congue par
Martin et al. [7] qui ont montré que les bloqueurs calciques associés a la chloroquine reversent in vitro la
chloroquinorésistance chez P. falciparum.

Ces résultats nous ont amenés a calculer I’AEl, afin de pouvoir quantifier et comparer I'effet bloqueur de I'efflux par la
fraction d'acétate d'éthyle de olsu.

Ainsi, la concentration 12 ug/mL de la fraction d'acétate d'éthyle de olsu est la plus petite concentration qui, sur tous les
souches résistantes, permet de bloquer I'efflux de la chloroquine avec un AEl égal a 2,17.

5 CONCLUSION

Du fait de leur activité spécifique sur les souches chloroquinorésistantes et de leur action potentialisatrice de la
chloroquine, nous pensons que l'utilisation de la fraction d'acétate d'éthyle de olsu associée a la chloroquine pourrait
redonner a celle-ci la place de choix qu’elle occupait autrefois dans la thérapeutique des pays d’endémie palustre.
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