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RESUME

Larecherche del'activité d'un extrait & 10 % de
racines sechesde T. Iboga a été faite sur les macr o-
phages de différents sujets. On note une baisse impor-
tante de |'activité phagocytair e chez tous les suj ets,
baisse d'autant plusimportante que |'extrait est
concentré. Cetterelation dose-réponse a été étudiée
avec une souche de Torulopsis glabrata. L es modifica-
tions portent tant au niveau des particules ingér ées
gu'a celui du pouvoir fongicide du phagocyte.
Mots-clés : macrophages, sida, phagocytose, taber-
nanthe, iboga.

INTRODUCTION

Tabernanthe Iboga est une apocynacée psychotrope utilisée
en médecine traditionnelle et dans des cérémonies initia-
tiques par certains groupes ethniques du Gabon (4, 5, 13).
Cette plante est classée comme stupéfiant aux USA, mais
ne figure jusqu'alors sur aucun tableau dans la législation
gabonaise. Nous avons été amenés a étudier les effets de
T. Iboga sur les mécanismes immunitaires a la suite du
déces de deux de nos malades atteints de SIDA qui en
désespoir de cause se sont fait soigner chez des tradipra-
ticiens : ils leur ont fait absorber de la poudre d'lboga, sans
succes, car ils sont décédés quel ques temps aprés. Notre
travail avait dont pour principal e problématique de savoir
quels pouvaient étre les effets de I'lboga sur les défenses
immunitaires. Nous reportonsici les premiers résultats.

MATERIELSET METHODES

Cette étude a été réalisée sur des malades de la consultation
MST de la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé
deLibreville:

* Département de Microbiologie - Faculté de Médecine et des Sciences de
laSanté. B.P. : 4009 - Libreville.

** |nstitut de Pharmacopée et de M édecine Traditionnelles. B.P. 842 -
Libreville.

Maladesn°1 a5 = contréle syphilis: TPHA négatif
Maadesn°6a10 = TPHA positif

Maladesn® 11 et 12 = rubéole positive

Malade n°13 = Sida

Maade n°14 = Séropositif HIV

Malade n°15 =ARC

Malades n°18, 19, 20 = Témoins
Maladesn°16, 17, 21 = Hbs. Ag positif

Séparation deslymphocytes

Elle se fait a partir de 10 a 15 ml de sang recueilli sur
héparine. Aprés centrifugation on enléve |le plasma et on
dilue le culot de centrifugation dans la solution de Hanks
(HBSS) préalablement ramené a 22°C et contenant 20 ul
d'héparine par millilitre.

La dilution se fait a raison d'un volume de sang pour 2 a
3 volumes de HBSS hépariné. Le sang dilué est déposé ala
surface du Ficoll-Paque (Pharmacia) dans un tube a
centrifuger conique araison de 15 ml de sang dilué pour
4 ml de Ficoll. La centrifugation se fait a 2200
tours/minute pendant 30 minutes en centrifugeuse réfri-
gérée a20°.

On recueille la couche de cellules mononuclées. Celle-ci
est diluée dans trois volume dHBSS a5 % de sérum foetal
de veau inactivé (FCS). Le culot est lavé trois fois avec du
HBSS a5 % FCSinactivé.

Aprés le dernier lavage, le culot est remis en suspension
dans 1 ml de liquide de culture (M.C.) qui est du RPMI
1640 contenant de la L. Glutamine a 0,1 mg/ml, du sérum
de veau foetal (10 %), du sérum humain AB (Rh+) (10 %),
de la gentamycine a la concentration finale de 50 micro
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grammes/ml et de la pénicilline G 4 100 Ul/ml. La
suspension de lymphocytes est ajusté a 2.106 cellules/ml
aprés numération alacellule de Malassez (18, 19).

Culturescelulaires et obtention de macrophages

Les monocytes sont séparés a partir de la suspension lym-
phocytaire précédente par culture sur lamelle en boite de
Pétri sous Co2 a 95 % d'air - aprés 120 a 180 minutes
d'incubation les cellules adhérantes au verre ou au plas-
tique sont essentiellement des macrophages.

Pour les différentes expériences nous avons mis les lym-
phocytes aincuber pendant 3 heures araison de 0,25 ml de
suspension lymphocytaire par lamelle. Le liquide de
culture contenant les cellules non-adhérantes sont |avées
délicatement atrois reprises dans du HBSS a5 % de sérum
de veau foetal.

Phagocytose

Pour |es expériences de phagocytose, nous avons utilisé
une souche de Torulopsis glabrata que nous a donnée le
Professeur M.Y. KOMBILA (Faculté de Médecine et des
Sciences de la Santé). Nous utilisons une souche de 24
heures cultivée sur le milieu de Saboureaud chloram-
phénicol.

Les levures sont mises en suspension dans du liquide de
Hanks. Aprés centrifugation a 2400 tours/minute ; on
procéde a 3 lavages le culot est remis en suspension dans
du liquide de culture (M.C.) de fagon a avoir un rapport
macrophage/levure d'environ 1 : 3. On recouvre alors les
lamelles contenant |es macrophages avec 0,25 ml de
liquide de culture contenant environ 5.106 levuresml. Les
incubations se font a différents temps suivant le protocole
choisi.

Extrait de T. Iboga

C'est un extrait acqueux de racines seches d'lboga a 10 %
(P/V). Les réactions de Meyer et de Draggendorff mettant
en évidence les al caloides sont positives. Cet extrait ETI/W
est utilisé a différentes concentrations mélangé a du liquide
de culture (1/2, 1/5, 1/10, 1./100). Nous avons ainsi évalué
['action des alcaloides totaux de T. Iboga a différentes
concentrations et a différents temps de contact. Aprés ce
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temps, les lamelles sont lavées dans du HBS montées sur
lame, fixées au méthanol et colorés au May Grinwald
Giemsa. La lecture se fait sur au moins 200 macrophages,
ceci pour la phagocytose.

Détermination del'activité fongicide

Elle est faite en rajoutant sur les lamelles lavées une
solution de bleu de méthyléne de 0,025 % dans du liquide
de Hanks - Aprés 30 minutes de contact les lamelles sont
lavées, montées sur lames et recouvertes d'une seconde
lamelle. Lalecture se fait au microscope en comptant au
moins 200 phagocytes. Les levures mortes prennent le bleu
alors que les levures vivantes restent incolores (7, 17).

Les expériences de phagocytose sont faites en double et
nous avons pris la moyenne des résultats. Nous avons par
ailleurs utilisé les paramétres suivants :

Nombre de levures phagocytées
(mortes et vivantes)

Index phagocytaire
100 macrophages

Nombre de macrophages
contenant 2 ou + de 2 levures
Activité phagocytaire

100 macrophages

Nombre de levures mortes

Activitéfongicide
Capacité phagocytaire

RESULTATSET COMMENTAIRES

Il ressort de cette premiére étude que I'extrait acqueux de
T. Iboga aurait une action négative sur la phagocytose du
moins in vitro. Le pouvoir phagocytaire des macrophages
est considérablement diminué en présence des alcal oides
de T. Iboga qu'il s'agisse de I'index phagocytaire, de
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['activité phagocytaire ou de I'activité fongicide vis-a-vis de
T. Glabatra (Tableau I, II, fig. 1, 2, 3, 4). Nous avons pu
établir une relation dose-activité, I'extrait a 10 % dilué au
1/2 faisant passer I'index phagocytaire d'un de nos témoins
de 267 a 7 avec une baisse corrélative de |'activité phago-
cytaire et fongicide, alors que ces paramétres remontent
pour le méme sujet respectivement a 159,36 et 22,3 avec
I'extrait au 1/100 Tableau Il Fig. 1, 3. Quant au temps de
contact pour une dilution donnée - dilution au 1/5 - il
entraine aussi une variation significative de |'activité
phagocytaire (Tableau 1, fig. 2 et 4).

Il est asignaler que I'activité phagocytaire des macro-
phages du malade atteint de SIDA est effectivement tres
abaissée et dans le cas précis de cette étude, notre malade
avait un index phagocytaire de 19, une activité phago-
cytaire de valeur 4 et une activité fongicide estimée a 2,3.

Mais malheureusement la quantité de matériel - lympho-
cytes - ne nous a pas permis de tester |'activité de T. Iboga
sur les macrophages de ce malade. Il a été démontré par
certains auteurs travaillant sur la lépre |épromateuse expé-
rimentale de la souris que la prise en charge de |'antigéne
par les polynucléaires ou les macrophages était un phéno-
mene non spécifique, indépendant de la capacité immuni-
taire del'animal (12).

Cependant les valeurs observées chez ce malade atteint de
SIDA peuvent nous faire avancer I'hypothése de modifi-
cations notables au niveau des protéines d'adhésion du
macrophage ou d'autres facteurs.

Tout comme il Savére nécessaire d'éablir les mécanismes
d'action des alcaloides de T. Iboga sur le systéme phago-
cytaire, car il existe également une baisse de I'activité
phagocytaire des polynucléaires (non publié).

Les alcaloides de T. Iboga agiraient-ils sur les antigénes
spécifiques des leucocytes, LFA-1, CR3 et p. 195-95,
mol écules impliquées dans diverses fonctions d'adhésion,
ces trois antigénes étant présents sur les monocytes et les
macrophages (1, 2, 3, 6, 8, 9, 10, 14, 15).

Nous avons défini |'activité bactéricide ou fongicide
comme étant le rapport entre le nombre de levures mortes
et la capacité phagocytaire. Nous reconnai ssons que le pro-
tocole utilisé dans ce travail, sil est d'exécution facile, n'a
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cependant pas la précision du marquage par des radio-
isotopes beaucoup plus compétitifs (19). 1l y alieu cepen-
dant de retenir la validité de cette méthode (7).

La question se pose aors de savoir s I'activité bactéricide
serait effectivement liée & une modification des mécanis-
mes intimes du phagocyte - métabolisme respiratoire, pro-
duction d'ion superoxyde et autres (9, 11, 16). Dans tous
les cas, cette baisse d'activité a été observée tant chez nos
témoins que chez nos malades quelle que soit la valeur des
paramétres du départ (Tableau I).

CONCLUSION

Les résultats préliminaires que nous reportons ici sur
I'action in vitro de I'extrait acqueux de T. Iboga sur lafonc-
tion phagocytaire des macrophages devraient nous amener
a beaucoup plus de prudence et de circonspection dans son
utilisation chez les malades immunodéprimés en médecine
traditionnelle, car la thérapeutique par I'lboga reléve beau-
coup plus du domaine de I'irrationnel (13).

Dans le cas du Syndrome d'Immunodéficience Acquise,
nous savons que les affections opportunistes constituent un
facteur aggravant : I'absorption de T. Iboga chez ces mala
des pourrait alors précipiter I'évolution fatale de lamaladie.

T. Iboga est une plante utilisée dans les cérémonies initia-
tiques au Gabon (13). Il est possible que le contexte dans
lequel se fait sa"manipulation” par le tradipraticien et le
cocktail dans lequel il se trouverait associé pourrait inhiber
les effets constatés in vitro sur la phagocytose.

Toutefois, des recherches doivent étre poursuivies pour
mieux cerner I'action des alcaloides de T. Iboga sur les
mécanismes immunitaires et notamment sur la libération
des médiateurs chimiques. Il restera aussi a voir si ces
mémes effets sont observés chez I'animal et s'ils sont ou
non transitoires.
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TABLEAU 1
Action de T-lboga sur le pouvoir phagocytaire de macrophages

Extrait de T. Iboga Sujets examinés

ETI/W dilué

1/5 dans RPMI 1640 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

@ | O | ©

Incubation 30 minutes

Index phagocytaire % 151,1 | 953 | 832 |121,2| 791 | 754 | 431 | 352 | 103,7 | 741 | 684 74,1 - - - 114 159 | 120,1 76

Activité phagocytaire % 421 | 254 | 236 | 331 | 173 | 182 | 145 | 91 322 | 155 | 173 21 - - - 30,1 252 | 324 18,2

Activité fongicide % 252 | 135 | 138 | 233 | 10,84 | 835 | 581 | 224 9,6 15,7 - - 22,6 191 | 189 131

Incubation 60 minutes

Index phagocytaire % 115 76,2 | 70,1 91 60,1 | 452 33 23 86,2 | 59,6 51 63,1 - - - 89 97,2 | 956 62,1 173

Activité phagocytaire % 35 20,1 | 145 25 133 | 147 81 71,2 283 | 124 | 131 154 - - - 252 23 22,1 14,2 421
Activité fongicide % 214 | 127 | 812 | 175 | 75 95 49 4,2 18,2 78 97 10,5 - - - 16,7 158 | 134 98 28,8
Incubation 120 minutes

Index phagocytaire % 751 | 51,3 48 651 | 436 | 342 | 221 15 546 | 415 | 382 47,1 - - 70,1 853 | 652 41,3

Activité phagocytaire % 18 131 | 11,2 | 16,6 10 7 4 33 14,1 92 10,1 14,4 - - 18 192 | 151 12,1

Activité fongicide % 108 | 754 64 99 57 41 2,7 22 89 57 6,9 10,1 - - 10,7 11,9 | 975 84

Témoin sans ETI/W

Index phagocytaire % 207,2 | 147,2 | 132,2| 190 125 | 1032 | 683 | 525 | 1681 | 123 | 1134 139 19 90,2 | 47,1 | 190,2 | 1952 | 267 1182 | 277 189
Activité phagocytaire % 721 | 403 | 316 | 651 | 351 30 18,2 | 13,2 532 38 312 35 4 29 133 | 614 58,6 | 66,6 34,1 68 52
Activité fongicide % 416 | 283 | 19,7 | 405 | 235 | 204 | 109 | 65 31,7 | 247 | 181 21,2 23 175 | 91 | 378 358 | 319 238 | 398 36

(a) - Malade SIDA (b) - Séronégatif HIV (c) - Malade ARC
TABLEAU II - Influencedeladilution sur le pouvoir TABLEAU Il

phagocytair e des macr ophages

Influence de temps d'exposition sur la phagocytose

A =Témoin sans ETI/W

B =ETI/W : DILUTION 1/2

C=ETI/W : DILUTION /10

D =ETI/W : DILUTION 1/20

E=ETI/W : DILUTION 1/100

F=ETI/W : AU /2 MELANGE A TORULOPSIS GLABRATA
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Index Activité Activité Index Activité Activité
phagocytaire phagocytaire phagocytaire phagocytaire phagocytaire bactéricide
() (A.P) (A.B) " (A.P) (A.B)

A 267 66 319 | 76 18 12,5

B 7 4 31 I 62 14 10,3

C 44 14 111 1 a2 12 83

b 69 2 132 v 118 4 236

E 159 36 22,3

F 45 16

Temps d'exposition al'action de I'ETI/W
| =30 minutes

I = 60 minutes

111 = 120 minutes

IV = Témoin sans ETI/W
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FIGURE 1 FIGURE 2

Relation dose-activité- M 18 Influence du temps de contact - M 19
FIGURE 3 FIGURE 4

Relation dose-activité- M 18 Influence du temps de contact - M 19
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