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" Prenez intérét, je vous en conjure, a ces demeures sacrées que 1'on désigne du nom
expressif de laboratoires. Demandez qu'on les multiplie et qu'on les ouvre. Ce sont les temples
de l'avenir, de la richesse et du bien-€tre. C'est 1a que 1'humanité grandit, se fortifie, et devient
meilleure."”

Louis Pasteur.
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INTRODUCTION

Dans le cadre des recherches menées par 'ORSTOM sur le monde tropical, il nous a été
confié un programme de recherche sur les substances naturelles présumées antiparasitaires
(contre le paludisme et la leishmaniose) extraites de plantes utilisées en médecine traditionnelle
dans une région amazonienne, le plateau des Guyanes. Ce programme s'est déroulé pour sa
plus grande part (1984-1987) en Guyane frangaise, oll ont été réalisées la parasitologie dans le
laboratoire d'ITmmunologie Parasitaire de 1'Institut Pasteur de Cayenne dirigé par Jean-Pierre
Dedet et I'ethnobotanique et la chimie dans le laboratoire d’ Ethnopharmacologie et de Chimie
des Substances Naturelles du centre ORSTOM de Cayenne. La seconde partie du travail s'est
déroulée 2 la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry dans le laboratoire de Chimie des
Substances Thérapeutiques Naturelles du Professeur Jacques Poisson et dans le laboratoire de
Parasitologie du Professeur Philippe Gayral. Dans le cadre de ce programme, notre travail
personnel a été d'assurer en Guyane les recherches ethnobotaniques et chimiques, et sous la
direction de Jean-Pierre Dedet, la mise au point en parasitologie des essais in vivo
antileishmaniens. A la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry, au laboratoire de Chimie,
nous avons déterminé la structure des composés isolés éous la direction conjointe de Nicole:
Kunesch, directeur de recherche au CNRS et du Professeur Jacques Poisson. Enfin, au
laboratoire de Parasitologie, nous avons pu mettre au point les essais d'activité
antileishmanienne in vitro et in vivo (I'aide de Michel Rabinovitch, chef de laboratoire de
'Unité d'Immunologie Parasitaire de I'Institut Pasteur de Paris nous a été précieuse) et avons
appris a conduire les essais antipaludiques in vivo avec l'aide de Jean-Charles Gantier, Maitre

de Conférences au laboratoire de Parasitologie.

Ce travail veut étre une contribution 2 la rationalisation de la connaissance traditionnelle
sur les plantes médicinales en vue de l'intégration de ce savoir populaire dans les systémes de _
santé des pays en voie de développement. Notre recherche est guidée dans son principe par la

résolution de I'OMS : "La santé pour tous en 1'an 2000"1.2,



Nous présenterons dans la premiére partie de ce travail, les deux grandes endémies
parasitaires qui sont 'objet de notre étude. Des notions succinctes d'épidémiologie permettront
de comprendre comment peut étre abordée la recherche d'antiparasitaires d'origine naturelle.
Une revue des principales classes d'antiparasitaires actifs sur ces maladies sera précisée.
L'apparition d'outils nouveaux d'évaluation des activités antiparasitaires avec le développement
de la biologie moléculaire, la recherche d'activité de substances naturelles extraites de plantes,
l'origine populaire de l'information sur les plantes médicinales présumées antiparasitaires
(définition de la démarche ethnopharmacologique), exigent la mise au point d'une stratégie
technique particuliere. Nous avons ainsi essayé de contribuer a cette évaluation de l'activité
pharmacologique de substances naturelles antiparasitaires par une approche méthodologique qui
sera explicitée dans la deuxi¢me partie. A travérs l'étude ethnobotanique que nous avons
poursuivie aupres de certaines populations de Guyane et du Surinam pendant quatre ans, sera
développée en particulier la problématique du recueil des données sur les plantes médicinales.
Enfin dans un troisiéme chapitre, seront présentés les résultats des études effectuées sur les
plantes présumées antiparasitaires s€lectionnées a partir des pharmacopées traditionnelles des

populations du plateau des Guyanes.



1. LES MALADIES



1.1. PALUDISME

Le paludisme ( palus = marais en latin), érythrocytopathie due & un hématozoaire du genre
Plasmodium appartenant a la famille des sporozoaires et transmis par un moustique du genre
Anopheles touche un tiers de 'Humanité vivant dans la zone intertropicale (nombre de cas
déclarés a 'OMS : 100 millions par an ; mortalité probablement sous-estimée a 2 millions de
morts par an dont la moitié d'enfants).

Le paludisme est responsable de symptomatologies variées dont le principal signe est la fievre
intermittente. Elle est li€e aux cycles de schizogonie intraérythocytaire suivis de 1'éclatement des
hématies et la libération en masse du pigment malarique ou hémozoine. Ce produit de
dégradation parasitaire de I'némoglobine est a l'origine d'un choc thermique accompagné de
violents maux de tétes, avec une sudation intense a la fin de I'épisode fébrile. Une
splénomégalie et une anémie importante accompagnent les fievres intermittentes apres plusieurs
cycles de lyse du parasite. Le tableau clinique est superposable pour les quatres especes de
Plasmodium responsables des paludismes humains (P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P.
vivax). Seul P. falciparum donne des acces pernicieux ou neuropaludismes qui sont
responsables de la mort des individus soit immunodéprimés soit non protégés par une immunité

acquise (nourrissons, voyageurs occidentaux, etc.. )3,

1.1.1.  Cycle des Plasmodium

Le cycle des Plasmodium représenté sur le schéma N°1 comprend trois étapes, dont deux
se déroulent exclusivement chez 'homme alors que la troisi¢me commence dans l'organisme
' humain mais ne peut se poursuivre que chez 1'—anophéle femelle, vecteur exclusif du paludisme
de 'homme3.
a/ cycle chez 'homme
Le cycle chez 'homme comporte deux étapes qui sont toutes les deux des multiplications
asexuées ou schizogonies. La premiére se déroule dans les hépatocytes (schizogonie exo-
érythrocytaire) et la seconde dans les hématies (schizogonie érythocytaire).

* Cycle exo-érythocytaire
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Schéma N°1 : Cycle du paludisme humain d'aprés "Santé et Médecine"
Ed. La Découverte / LN.S.ER.M. / ORSTOM. et viedecne,



L'infestation est réalisée par la pigire d'un anophéle femelle qui 4 I'occasion d'un repas de sang
effectué chez 'homme, injecte avec sa salive les formes infestantes : les sporozoites. Ceux-ci
gagnent rapidement les cellules hépatiques.Une série de divisions nucléaires assure la formation
des schizontes exoérythrocytaires. Lorsque le schizonte est mir, chaque noyau est devenu un
mérozoite. L'hépatocyte éclate et libére les mérozoites dans le courant sanguin. Il y aurait deux
populations de sporozoites, les uns évoluant jusqu'au stade mérozoite intraérythrocytaire et les
autres restant quiescents dans les hépatocytes : on les nomme hypnozoites (cryptozoites). Les
hypnozoites n'ont été décrits que pour P. vivax et pour P. ovale et expliqueraient les rechutes
dues i ces parasites plusieurs mois voir plusieurs années apres l'infestation et les premiéres
crises. Ce cycle de 10 a 18 jours correspond 2 la phase d'incubation de la maladie.

* Cycle érythrocytaire

Les mérozoites provenant du foie pénétrent a I'intérieur des érythrocytes et ils se transforment
en stade annulaire ou trophozoites qui métabolisent le contenu de 'hématie; 'hémoglobine est
remplacée progressivement par les pigments malariques ou hémozoine. Le trophozoite devient '
un schizonte multinucléé. L'hématie parasitée éclate, les mérozoites sont libérés et le pigment se
déverse dans le sang.C'est alors que se déclenche 1'acces palustre. Apres plusieurs cycles
schizogoniques érythrocytaires, les gamétocytes apparaissent, formes sexuées miles et femelles
qui attendent la piqfire de 'anophele pour poursuivre le cycle

b/ Cycle sexué chez l'anophele

En prenant son repas sanguin chez une personne impaludée, I'anophéle femelle ingére toutes les
formes présentes dans le sang du malade, Seuls les gamétocytes survivront pour se transformer
dans le tube digestif en gametes et assurer la fécondation qui donne un oocinéte. Celui-ci assure
une multiplication interne en sporozoites qui par éclatement de 'oeuf seront libérés et gagneront

les glandes salivaires du moustique.

1.1.2. Le paludisme dans le monde

Devant I'importance de cette endémie parasitaire, 1'Organisation Mondiale de la Santé
(O.M.S.) créée en 1946, a lancé en 1957 un programme trés ambitieux d'éradication de cette

maladie. Ce programme reposait sur une stratégie a deux niveaux :



D Zapes ou le paludisme a disparu, a été éradiqué ou n'a jamais sévi

- Zones & risques limités
[: Zones ol il y a transmission du paludisme

**: Régions ol une résistance du P. Falciparum 2 la chloroquinine a été enregistrée
= e Géographie du paludisme avant 1940 (& lintérieur de la boucle en pointili¢)

Figure N°1 : Carte épidémiologique du paludisme d'apres "Santé et Médecine”,
Ed. La Découverte / LN.S.E.R.M. / ORSTOM.



* élimination des insectes vecteurs ( les anopheles) apres la découverte en 1939 du 4,4'-
dichloro-diphényl-trichloroéthane plus connu sous le nom de D.D.T., insecticide organo-chloré
de contact, considéré  1'époque comme répondant aux critéres de l'insecticide idéal 4,

* chimioprophylaxie collective et de masse a base de chloroquine, amino-4-quinoléine trés
efficace, peu toxique et peu coliteuse.

Des progrés considérables furent accomplis én quelques années. Mais les résistances des
moustiques aux insecticides et les résistances des parasites aux principaux antipaludiques ont
rendu caduc ce programme. La situation s'est dégradée pour les pays de la ceinture trdpicale
depuis les années soixante-dix, date de I'apparition des premiers foyers sérieux de résistance
aux antimalariques. La carte épidémiologique du paludisme présentée ici (figure N°1) illustre la
présence de la maladie dans le monde sans indication sur 'importance de sa prévalenceS.

Une stratégie plus réaliste de contrile du paludisme prévaut actuellement 2 'OMS. L'OMS a
travers des programmes spéciaux, le TDR (Tropical Diseases Research), soutient des
recherches en chimiothérapie avec accent mis sur la pharmacovigilance pour évaluer le
phénomene de résistance aux principaux antipaludiques sur le terrain. Elle préconise
I'évaluation de nouveaux insecticides et larvicides spécifiques et peu toxiques pour
I'environnement comme la protéine de Bacillus thuringiensis et 1a mise au point de vaccins.
Toutefois, 1'élément d'ordre socio-économique reste peu pris en compte : 1'affaiblissement
depuis la décolonisation des systémes de santé des pays du tiers monde, seuls véritablement
touchés par les maladies parasitaires, rend difficile voire impossible toute stratégie a I'échelle
mondiale. La part de la santé par habitant dans le PNB de la plupart des pays de la ceinture
tropicale n'arréte pas de baisser. Cette part est de 1 2 10 $ par an par habitant dans la plupart
des pays d'Afrique® A comparer avec, par exemple, le prix d'un traitement curatif 2 la
méfloquine qui est de 10 $. La surpopulation et la fuite des cerveaux vers les pays occidentaux
renforcent cet aspect d'abandon et de délabrement du systéme de santé des pays tropicaux’.
L'intégration des savoirs traditionnels dans une pharmacognosie locale, contribution a
I'édification de pharmacopées nationales, pourrait palier en partie cette carence et permettre de
créer une industrie locale du médicament répondant aux besoins immédiats en santé des

populations les plus démunies du globe.



1.1.3. Particularités du paludisme en Guyane

L'agent principal du paludisme en Guyane est P. falciparum avec des foyers a P. vivax
sur le fleuve Oyapock 2 la frontiére du Brésil8. Le paludisme en Guyane est connu dans son
aspect symptomatique depuis le début du XVIII &éme siecle. Le chevalier de Milhau en 1702
d'apres le Dr Sausse? écrit : "... Il n'en est pas de méme des fidvres continues ou
intermittentes, elles y sont trés ficheuses et 1'on n'y apporte pas remeéde promptement... ".
Toujours d'aprés Sausse, on remarqua 2 1'époque la recrudescence de ces fi¢vres intermittentes
au début de 1a saison séche; mais personne ne fit le rapprochement avec la pullulation des
anopheles en cette méme saison. Le paludisme fut avec la fievre jaune responsable d'une
importante mortalité dans les populations des colons et plus tard des transportés du bagne. Ceci
pourrait expliquer en partie 1'échec des tentatives de colonisation de la Guyane. Les syndromes
de ces deux maladies ont été certainement confondus par les populations jusqu'a leur
différenciation scientifique et donc traitées de la méme fagon. Toutefois, le caractére épidémique
de la fiévre jaune di a I'immunité durable acquise apreés une primo-infection, sa transmission
par un moustique trés anthropophile Aedes aegypti vivant dans des collections d'eaux
stagnantes entretenues toute l'année par 'homme (récipients par exemple), la différencie
nettement du paludisme. La larve du vecteur principal de celui-ci en Guyane, Anopheles
darlingii est plus fragile avec un habitat plus sélectif et une période de pullulation 2 la fin de la
saison des pluies correspondant a I'apparition de coﬂec;iohs d'eaux naturelles calmes comme
les réceptacles végétaux des Broméliacées épiphytes de la canopée 0 ou des jacinthes d'eau (
Eischornia crassipes)!! flottant sur les bras interrompus des fleuves. D'autre part l'immunité
acquise est plus faible, moins durable. C'est pourquoi les populations amérindiennes tribales se
caractérisaient toutes par une hépatosplénomégalie caractéristique des atteintes paludéennes®
avant l'introduction de chimiothérapies systématiques. Aprés une accalmie d'une trentaine
d'années, une importante recrudescence du paludisme a été observée depuis 1970 en Guyane!l2
avec une multiplication progressive des cas enregistrés et une véritable explosion ces derniéres
années. Les paludologues expliquent cette situation de différentes maniéres et deux raisons
principales ont été avancées dont les importances respectives sont mal évaluées :

- la résistance des parasites a la chloroquine, résistance de type R2 de 22% des sujets pour



lesquels un test de chimiosensibilité a pu étre effectuél],

- les migrations de populations fortement impaludées en provenance de régions voisines de la
Guyane comme la région du Para au Brésill2 o 1a prévalence du paludisme est importante ainsi
que de régions ot la surveillance épidémiologique et la lutte se sont considérablement dégradées

du fait des conditions économiques des pays concernés, le Surinam!3 et le Guyanal4.

1.1.4. La lutte antipaludique
1.1.4.1. imiothérapi

1.1.4.1.1. Les modeles d'évaluation de l'activité antipaludique

Les antipaludiques sont soumis & quatre phases de sélection suivant les recommandations
de 'OMSI15 ;
* Une sélection primaire qui a pour but de trier entre des centaines de composés, ceux qui
possedent un effet sur les parasites du paludisme. Cette sélection doit mettre en ceuvre des tests
de courte durée permettant de trier rapidement beaucoup de molécules. Des tests in vitro et in
vivo ont été développés dans cette perspective.
* Une sélection secondaire 2 partir de l'efficacité de molécules sélectionnées en premiére phase
détermine les limites de I'efficacité du composé, sa toxicité... On examine 1'intérét de molécules
voisines dans la méme série chimique.
* La sélection tertiaire, étape importante avant les essais cliniques chez I'homme tente de
déterminer si la molécule retenue est au moins aussi intéressante que les molécules déja
existantes : moindre toxicité pour une activité semblable, spectre d'activité sur les étapes du
cycle du parasite, activité sur des souéhes résistantes.
* Enfin, les essais thérapeutiques chez 'homme qui sont semblables & ceux d'autres classes de
médicaments avec détermination de l'effet thérapeutique, mesure de la tolérance et des effets
secondaires, évaluation de la toxicité du produit sous ses différents aspects, pharmacocinétique
de la molécule, détermination de la posologie et de la forme galénique.
Notre étude qui se situe dans la premiére phase de cette recherche de composés antiparasitaires,
s'arrétera a l'utilisation de modeles permettant une sélection primaire des molécules susceptibles

de faire I'objet ensuite de travaux approfondis.
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14.1.1.1 Modgle in vitro ; 1 par

Les tests in vitro utilisent actuellement les cultures continues de Plasmodium, parasites de
I'homme. Les premiéres cultures continues furent mises au point par Trager et Jensen en
197616 pour les formes érythrocytaires de Plasmodium falciparum. Cette méthode de culture
permettant de mesurer l'activité d'un médicament schizonticide sur un cycle complet de 48
heures et méme sur plusieurs cycles successifs, a été automatisée par Desjardins!7 en utilisant
l'incorporation de précurseurs marqués du m_étabolismc des parasites. Le pourcentage
d'incorporation dans les structures des parasites est relié a 1'effet d'inhibition des molécules
présumées anti-parasitaires et le cbmptage est effectué automatiquement par des compteurs a
scintllation. Cette technique qui supprime 1'étape de fixation , de coloration et de comptage
visuel des parasites en culture accélére considérablement 1'évaluation de l'activité in vitro des

molécules.
1,14.1.1 les in Vi

La mise en évidence des activités antipaludiques des médicaments est effectuée en
provoquant chez différents animaux une maladie expérimentale plus ou moins voisine du
paludisme humain. Les modeles expérimentaux de paludisme vont reproduire les accés
palustres avec la schizogonie érythrocytaire seulement (transmission par injection de globules
rouges parasités) ou le développement complet de 1'affection avec la schizogonie tissulaire
(transmission par piqiire infestante d'anopheles parasitées ou injection de sporozoites).Les
modeles utilis€s pour les études préliminaires sont des paludismes de rongeurs (P. berghei
berghei, P. berghei yoelii) ou des paludismeé aviaires (P. gallinaceum sur le poulet, P.
cathemerium sur le canard). Actuellement, le paludisme expérimental des souris représente le

modele le plus courant car le plus commode.

1.14.1.12.1. Le paludisme expérimental des rongeurs

L'espece la plus utilisée dans les criblages d'agents antipaludiques schizonticides est P.
berghei isolée en 1948 au Katanga chez un rongeur sauvage, Thamnomys surdaster 18. Elle a

été adaptée chez les souris de lignées non consanguines avec une pathologie trés proche de



I'homme non immun. La pathologie se caractérise par la mort des souris aprés un temps dont la
durée est fonction de la quantité de parasites injectés au début du test avec colonisation quasi
totale des hématies par les protozoaires au stade final de la maladie. Le test le plus couramment
utilisé est le test suppressif de quatre jours mis au point par Peters!?. Ce test est choisi en dose
unique pour les criblages d'antimalariques 2 grande échelle. Deux-cinquante mille composés ont
été ainsi testés de 1948 a 1963 ce qui rééréscnte environ cinq millions de souris sacrifiées car a
1'époque aucun test in vitro n'était suffisamment fiable pour remplacer l'usage de ce test sur
animaux20, Peters19 a montré sa bonne sensibilité aux principales classes d'antipaludiques.
Deux sous-espéces sont utilisées P. berghei berghei et P. berghei yoelii, la premiére plus
souvent que la seconde. En effet, 1a pathologie associée chez la souris parasitée par P. b.
berghei semble plus "‘réguliére, la mort des souris se situe & 7 jours + 1 jour dans l'essai

standardisé et 1'écart fype sur la moyenne des parasitémies d'un méme lot est plus faible.

1.14.1.122. Le paludisme expérimental des singes

Davidson et coll.2! ont étudi€ la toxicité et 'activité schizonticide sanguine et tissulaire de
composés antimalariques potentiels chez le singe thésus (Macaca mulata) infesté par P.
cynolmogi. En effet, l'infection induite par P. cynolmogi, chez le singe rhésus, parait similaire
a l'infection induite par certaines formes de P. vivax chez 'homme. Cependant un progres
important fut I'utilisation d'une espece de singe, Aotus trivirgatus, par Schmidt?2, Ces singes
sont réceptifs a P. vivax et P. falciparum et les caractéﬁsti(jues de l'infection avec ces especes
plasmodiales chez Aotus sont semblables A celles observées chez 'homme. Un autre modéle
simien susceptible a P. vivax et P. falciparum a ét€ proposé par 1'équipe de 1'Institut Pasteur de
Cayenne?3, le singe écureuil ou Saimiri sciureus, qui permet de produire des quantités
importantes de Plasmodium pour des études de chimiothérapie et d'immunologie. La condition
limitante pour obtenir un modele reproductible étant la splénectomie nécessaire pour diminuer la
réponse immunitaire du singe et permettre I'invasion des hématies par les parasites. L'avantage
du modele par rapport 2 celui des Aotus, est la possibilité d'€lever aisément les singes écureuils
et de respecter ainsi la convention de Washington signée par la plupart des pays occidentaux qui

interdit l'utilisation pour la recherche de spécimens sauvages d'espéces protégées. Toutefois ces

11
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modeles simiesques extrémement coiteux ne sont pas adaptés a la phase primaire de test de

molécules antipaludiques.

1.1.4.1.2. chimiothérapie antipaludique et principales voies métaboliques

14.12.1 itemen i i 1

La chimiothérapie repose essentiellement sur des composés dont les structures ont pour
modele des substances naturelles sélectionnées par les médecines traditionnelles (quinine,
artémisinine, fébrifugine). Nous ne développerons que la présentation des grandes classes
d'antipaludéens en laissant de coté les classes mineures en sachant que plus de trois cent mille
molécules ont été étudiées pour leur propriétés antiplasmodiales par 1'Institut Walter Reed de
I'armée américaine 2 I'occasion de la deuxiéme guerre mondiale et de la guerre du Vietnam?24.
Nos informations sont essentiellement extraites de I'excellent ouvrage traitant de la

chimiothérapie du paludisme de Bryskier et Labro?.

1.14.1.2.1.1. Arylméthanols (quinine et dérivés)

Cette classe d'antipaludéens regroupe des molécules naturelles et synthétiques qui ont
pour modele la quinine. L'écorce de quinquina, drogue dont I'origine de 1'usage est
controversée, aurait ét€ utilisée dans les pharmacopées amérindiennes des régions andines 2
I'ouest du bassin amazonien. La drogue est utilisée par la médecine occidentale depuis le
XVIeme siecle pour soigner les fievres intermittentes des marais avant méme l'isolement de la
quinine par Pelletier et Caventou en 182026 et I'identification du parasite du paludisme par
Laveran a Constantine en 1880. Des diverses especes de Cinchona ont ét€ isolés trente-cinq
alcaloides. La plupart de ceux-ci possédent un noyau quinoléine et les alcaloides efficaces
contre le paludisme ont une structure aryl-méthanol avec un noyau quinoléique lié par un pont

hydroxyméthyléne a un noyau quinuclidine (1).
CH=CH,
OCH;,
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Les isomeres érythro sont plus actifs que les isomeres thréo dans les alcaloides naturels. La
présence d'un hydroxyle libre en 9 est essentiel pour l'activité antiplasmodiale. Des substituants
variés peuvent étre fixés sur les composés de synthése sur le noyau quinoléique comme des
substituants trifluorométhyle en 2 et 7 pour la méfloquine (2) ou un phényle en 2 pour le
WR30090 (3). Le principal métabolite de la cinchonine ou de la quinine est un dérivé hydroxylé
en 2. Le blocage de cette position par un substituant adéquat évitant I'oxydation de la molécule,
et donc son élimination rapide, augmente ainsi l'activité de la molécule. Le noyau quinuclidine
peut étre modifié ou remplacé par un autre hétérocycle comme une pipéridine dans la
méfloquine. L'usage de la méfloquine était recommandé par 'O.M.S. jusqu'a tout récemment
en cas de résistances aux autres antipaludiques. Malheureusement, son usage entraine chez

certains sujets des troubles psychiatriques graves?”.

HO
CHCH,N{(CH,); CH,}
Cl
N .
Z Cl
N
Cl
Cl
2 Méfloquine 3 WR 30090

Des dérivés phénanthréniques des aryls-méthanols ont €té synthétisés pendant la seconde guerre
mondiale et les recherches ont été poursuivies pendant les années soixante-dix pour aboutir 4 la
mise au point de 1'halofantrine (4). Elle a montré une efficacité certaine dans des essais
cliniques sur des soldats thais en Indochine, sur des malades atteints de paludismes aigus aux
iles Salomon, a Karachi au Pa.kistan, sur des enfants au Gabon, sur des enfants dont les
parasites étaient résistants 2 la chloroquine au Kenya28. Elle pourra suppléer 3 une défaillance
prévisible de la méfloquine quoique I'halofantrine appartienne  la méme classe structurale que

la méfloquine.
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.CF3
HO
CHCH,CH,N{(CHp);CH3)}
al a
4 Halofantrine
1.14.12.12. Amino-4-quinoléines !

Les dérivés amino-4-quinoléines comprennent essentiellement la chloroquine (5) qui est

le chef de file de cette classe thérapeutique et 'amodiaquine (6).

OH
H,
H
/Cz s
NH—CH— (CHy),;——CH, N\ NH /C2H5
C.Hs CH,—N
AN EANS 2N
3 CZHS
1 2
Cl N Cl :

S Chloroquine
6  Amodiaquine

La chloroquine synthétisée en 1934, a montré une bonne action schizonticide. Elle est active sur
les formes érythrocytaires non sexuées des quatre espécés de Plasmodium humains. Le
mécanisme d'action de la chloroquine est controversé. Une observation de I'agglomération des
pigments malariques sous l'effet de la chloroquine a orient€ les recherches vers une inhibition
par la chloroquine de la métabolisation de I'hémoglobine de 1'érythocyte parasité par le
Plasmodium. 11 a aussi €té noté que la chloroquine s'intercalait dans la structure de 'A.D.N.
parasitaire. Mais cette insertion n'a pas d'effet parasiticide et s'observe dans d'autres types de
cellules sans provoquer de troubles métaboliques2 Un mécanisme hypothétique30 ferait

intervenir une perméase membranaire parasitaire qui controlerait la sortie de la chloroquine du



15

parasite. La résistance des parasites 2 la chloroquine serait due, comme dans le cas des
résistances des cellules tumorales aux antitumoraux, 3 une augmentation de l'activité de
relargage du médicament dans le milieu extérieur. Cette perméase hypothétique serait un site
d'action trés utile pour sélectionner des drogues adjuvantes a la chloroquine lui permettant de

continuer 2 étre aussi efficace sur les parasites résistants que sur les souches sensibles.

1.14.1.2.13. Amino-8-quinoléines

La primaquine (7) est la seule des amino-8-quinoléines qui soit utilisée en thérapeutique
humaine. Elle est active sur les formes exoérythrocytaires de Plasmodium vivax et P. ovale et
évite ainsi les rechutes dues aux hypnozoites quiescents hépatiques. Son activité est faible sur

les formes érythocytaires ainsi que sur les sporozoites infectants29.,

CH,0
7 I
N
N
HN'(llH—(CHz):,—NHz
CH,
z Primaquine
1.14.12.14. Antifolates

Le role des sulfamides comme antipaludique a été mis en évidence par Diaz de Leon3! et
rapidement leur role dans I'inhibition de l'incorporation métabolique chez les bactéries et chez
les parasites a été admis25. Le développement des résistances de P. falciparum aux amino-4-
quinoléines a valu un regain d'intérét aux antifolates car ils sont actifs sur les souches
chloroquino-résistantes. Cette classe de composés regroupant d'une part les sulfamides,
sulfadoxine (8)et sulfaléne (9) et d'autre part les sulfones, comme la dapsone (10), présente
une action schizonticide plutdt lente qui en a réduit l'intérét par rapport aux amino-4-

quinol€ines ou a la quinine.



OCH, OCH, OCH,
Ng, & Sulfadoxine NH, 9 Sulfalene
10 Dapsone

Ces antifoliques agissent en bloquant l'activité de la dihydroptéroate synthétase qui permet la
synthese de l'acide dihydrofolique a partir de 1'acide paraaminobenzoique ou PAB
indispensable a la survie du parasite.

Ces antifoliques doivent étre associés a des antifoliniques pour augmenter leur activit€ et aussi
diminuer le risque de voir apparaitre des résistances. Les antifoliniques qui sont les inhibiteurs
de la dihydrofolate réductase regroupent des biguanides [proguanil (11)] et des
diaminopyrimidines [pyriméthamine (12)].

TI‘TH_CH(CH3)2 Cl
C NH,
Cl VAR
o g
C
N )%
NH NH H2N N CHzCH3
11 Proguanil = Chlorguanide 12 Pyriméthamine

La seule association antifolique-antifolinique commercialisée en France actuellement est

l'association sulfadoxine-pyriméthamine (Fansidar ®) qui ne doit &tre utilisée en prophylaxie

16
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que dans les régions ol la résistance aux amino-4-quinoléines est confirmée32 et avec
précaution du fait des effets secondaires éventuels comme le syndrome allergique.

1.4 ! v
1.14.122.1. Artémisinine (Qinghaosu ou QHS) et dérivés

L'artémisinine, principe actif antipaludique isolé en 1972 par une équipe chinoise de
1'Institut de Pharmacologie de Shangai s'est montré actif comme schizonticide sur Plasmodium
berghei infectant la souris33. 11 s'agit d'un sesquiterpéne lactonique (13) avec un pont
endoperoxyde, structure originale dans la chimie des substances naturelles. Elle a été isolée
d'une ASTERACEAE (Compositae) Artemisia annua L., herbacée rudérale spontanée utilisée par
la pharmacopée traditionnelle chinoise depuis 340 ap. J.C.. Son usage comme antipyrétique en

tisane avait été décrit dans une pharmacopée de cette époque33. Cette armoise pousse dans

beaucoup de régions du monde y compris sur le continent nord-américain. Seule, la variété

chinoise contient I'artémisinine et se montre donc antipaludique23. Le pont endoperoxyde a été

reconnu indispensable 2 I'activité antipaludique mais n'est pas suffisant pour conférer a la

. molécule l'effet schizonticide34,35. Toutefois des molécules portant le noyau trioxane avec un

noyau supplémentaire quelconque ont montré une activité intéressante in vitro sur P.
falciparum suivant une étude de 'Université de Geneve36, La fonction lactonique n'est pas
indispensable dans ce type de molécule. Mais, il reste a confirmer cette activité des trioxanes in
vivo.

La réduction du carbonyle en 12 du QHS en hydroxyle donne la dihydroartémisinine (14) qui
elle-méme est plus active et permet d'introduire des fonctions solubilisantes dans les solvants
protiques. En effet, l'artémisinine est soluble surtout dans les solvants organiques, trés peu
soluble dans I'eau, mais aussi peu soluble dans I'huile. La méthylation de 1'hydroxyle en 12
donne l'artéméther (15) qui est soluble dans les huiles et est utilisé en injeétion intramusculaire -
en solution huileuse dans les essais cliniques. Le dérivé hydrosoluble (16) est obtenu en
estérifiant la fonction hydroxyle avec l'acide succinique. Brossi et coll.37 ont préparé des

dérivés o et B avec les différentes fonctions vues précédemment.



16 artésunate (série o) 17 artééther (série B)

Le composé paraissant le plus intéressant dans cette étude est l'artééther (17) avec I'éthylate en
position B, possédant une bonne activité sur le paludisme murin A P. berghei y compris sur les
souches rendues résistantes expérimentalement 2 toutes les familles d'antipaludiques3”.

La toxicité aigu€ de I'artémisinine a été étudiée chez les rongeurs et cette molécule montre une

faible toxicité bien inférieure a celle de la chloroquine avec une activité antipaludique supérieure.

Par contre ce composé étudié sur les femelles gravides de rongeurs a été montré feetotoxique25,

18



Le mécanisme d'action semble toucher la synthése protéique des stades jeunes. La molécule
interfere aussi avec le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et donc pourrait
jouer un role dans l'inhibition des systémes €nergétiques mis en ceuvre pour assurer la
croissance des stades jeunes.

L'étude clinique, comme c'est souvent le cas des recherches chinoises sur les plantes de la
médecine traditionnelle, accompagne voire précéde les études pharmacologiques et
toxicologiques . Une grande étude prospective a été publiée en 1979 sur plus de deux mille
patients atteints de paludisme a P. vivax et P. falciparum dont cent quarante et un cas de
neuropaludisme. L'épuration parasitaire a ét€ obtenue plus rapidement avec le QHS qu'avec la
chloroquine. Mais le taux de rechute est important aussi bien avec P. vivax (20%) qu'avec P.
falciparum (5-10%). Toujours dans cette étude, l'activité sur le neuropaludisme est plus
intéressante que celle de la quinine et de la chloroquine?5.

L'utilisation des composés antipaludiques de Artemisia annua passe sans doute par la culture de
la plante et par l'extraction de son principe actif comme le recommande 1'OMS 33 quoique une

synthése totale ait été réalisée38.

1.14.1.222. Lapachol et dérivés (HO-naphtoquinones)

Les hydroxy-2-naphtoquinones comme le lapachol (18) et la lapinone (19) ont été
synthétisées il y a une quarantaine d'années pour évaluer leur activité antipaludique39.
Ces activités n'étaient pas suffisamment intéressantes par rapport aux quinoléines qui ont été
développées a la méme période mais la résistance des parasites aux antipaludiques a fait
redémarrer les recherches sur cette famille de molécules. Ces quinones semblent avoir deux
niveaux d'intervention sur le métabolisme des parasites : I'hydrolapachol inhibe la
dihydroororate déshydrogénase qui assure la formation d'orotate, précurseur de la thymidine; la
ménoctone (20), nouvelle hydroxy-naphtoquinone développée par le Walter Read Institute
bloque la chaine respiratoire mitochondriale respiratoire entre les cytochrome betcj. La
présence d'ubiquinones rend réversible le phénqméne25. Toutefois, les dérivés quinoniques
semblent mal absorbés au niveau du tractus intestinal, ce qui expliquerait leur faible activité par

voie orale chez I'homme?5.
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1.14.1223. la fébrifugine

La fébrifugine a €t€ extraite de Dichroa febrifuga SAXIFRAGACEAE, la plante étant utilisée
en médecine chinoise comme fébrifuge. Son activité antipaludique a ét€ mise en évidence dés

1946 et sa structure a été €lucidée en 195225 (21).

C'est un schizonticide puissant qui est actif sur tous les modéles expérimentaux de paludisme ;

son activité est plusieurs dizaines de fois supérieure a celle de la quinine dans l'infection du
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poulet par P. gallinaceum infectant le poulet. L'usage thérapeutique chez I'homme infect€ par P.
vivax a été évaluée. L'intolérance digestive observée lors de sa prise par voie orale n'a pas
permis de continuer les essais, d'autres essais sur la souris ont montré également une toxicité
hépatique40. De nombreux dérivés ont été synthétisés permettant d'évaluer le rapport structure-

activité mais n'ont pas €té€ développés.
1.1.4.1.3. Résistances a la chimiothérapie antipaludique

Des différences de sensibilité a la quinine ont été observées depuis le début de ce siecle. 11
s'agissait plutdt de variations géographiques de la sensibilité des souches plasmodiales que de
résistance 2 la quinine. Mais actuellement, les souches quinino-résistantes sont retrouvées en
Asie du Sud-est (Thailande, Birmanie, Indonésie, Cambodge), en Amérique latine, en Océanie
et en Afrique centrale. Dés 1982, des souches résistantes a la méfloquine (aryl-méthanol proche
de la quinine) ont été isolées en Thailande. Les antifolates, non homogenes chimiquement se
caractérisent par un méme mode d'action : inhibition de la synthese de 1'acide folique. Is
donnent lieu 2 une résistance croisée souvent partielle, du fait de leur site d'action différent dans
la chaine de synthese de l'acide folique. L'apparition de souches de P. falciparum résistantes
aux amino-4-quinolé€ines a ét€ reconnue en Amérique latine puis en Asie du Sud-est dans lesﬂ
années soixante.Cette résistance. s'est étendue 2 certaines parties du continent africain et s'est
généralisée dans la plupart des endroits touchés23, L'effort de recherche de nouvelles molécules
antipaludiques est donc d'actualité et la voie des substances naturelles, riche de succés passés

peut étre de nouveau explorée.

1.1.4.1.4. Recherche d'antipaludiques d'origine naturelle

Le plus grand criblage de plantes présumées antipaludiques remonte A une quarantaine
d'années?1. Un grand nombre d'espéces végétales utilisées en médecine traditionnelle comme
fébrifuges dans le monde entier (plus de six cents plantes, représentantes de cent-vingt-six
familles) ont été testées. Le choix des plantes a €té fait en fonction de la littérature
ethnobotanique de 1'époque qui péchaient par deux défauts : I'absence de référence de collection

d'herbier et des enquétes prenant en compte non pas un groupe culturel particulier mais le plus
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souvent un pays tout entier. Ainsi la multiplicité et la variété des pharmacopées traditionnelles
dans chaque pays étaient peu prise en considération . Les tests in vivo utilisés ont été P.
cathemerium et P. lophurae infectant les canards et P. gallinaceumn infectant les poulets.
Toutefois, Philipson s'est interrogé sur la prédictivité chez I'homme de ces tests effectués sur
des Plasmodium d'oiseaux42.Une trentaine de plantes ont montré une activité intéressante dans
ce criblage; la plupart appartiennent 2 la famille des SIMAROUBACEAE.

Un autre grand criblage a été effectué plus récemment sur des plantes issues des médecines
traditionnelles d' Amazonie. Sur 148 espeéces testées sur P. berghei, aucune n'a montré
d'activité aux doses testées3.

A coté de ces inventaires, on peut citer divers travaux plus ponctuels :

Les alcaloides quinoléiques de Prelea trifoliata , arbuste nord-américain utilisé comme fébrifuge
en Louisiane au 19¢M€ sjgcle44, sont inactifs sur P. yoelii chez la souris.

Une activité antipaludique est indiquée succinctement pour des extraits hydro-alcoolique de
deux plantes pantropicales Momordica charantia , CUCURBITACEAE et Cassia occidentalis ,
PAPILIONACEAE sur P. berghei par une équipe brésilienne3 i la dose de 1 gkgl.

Une autre équipe brésilienne46 a testé l'activité antipaludique de deux especes du méme genre
botanique, Potomorphe peltata et P. umbellata. Seul l'extrait éthanolique des feuilles de la
derni¢re espéce présente une inhibition de 50% de la parasitémie des souris infectées par P.
berghei A 1a dose de 500 mg.kg-1. Ces deux plantes sont confondues par la populatioﬁ et
utilisées indifféremment comme fébrifuges .

En Afrique,un travail d'ethnobotanique assez complet a précédé un triage antipaludique sur la
pharmacopée d'une communauté Hausa au Nord du Nigéria47. Mais, il manque les références
des collections d'herbiers indispensables pour suivre le devenir de l'identification botanique de
ces plantes. D'autre part les symptomes sélectionnés par l'auteur se rapportant au traitement
traditionnel du paludisme sont multivariants : les fiévres, mais aussi 'hépato-splénomégalie, la
jaunisse, I'anémie et I'nématurie. Tous ces symptomes ne sont pas spécifiques du paludisme
mais dans une situation de prévalence de cette affection, ils peuvent s'y rapporter. Un intérét de
cette publication est le rapprochement fait entre le métabolisme oxydo-réducteur des

Plasmodium parasitant les hématies et les potentialités oxydo-réductrices des plantes utilisées



pour traiter le paludisme. Le déficit en Glucose-6-phosphate-déshydrogénase chez certaines
populations noires, un régime appauvri en vitamine E ( vitamine anti-oxydante) protégeraient
selon Etkin, les populations des atteintes graves du paludisme par un potentiel oxydant élevé
dans les hématies, préjudiciable 2 la survie des parasites. La génération de radicaux oxydants
est ainsi supposée étre le principal mécanisme d'action d'antiparasitaires agissant sur les
parasites intracellulaires. Ce mécanisme d'action a d'ailleurs été évoqué pour expliquer l'action
de la vicine présente dans les féves comme antipaludique#3. D'ailleurs, les sujets déficients en
Glucose-6-phosphate-déshydrogénase sensibles a la vicine sont résistants au paludisme. Pour
évaluer l'intérét des plantes sélectionnées, 1'auteur mesure l'activité oxydante d'une douzaine de
plantes sur le gluthation et sur I'hémoglobine. Les plantes présentant les plus grandes
potentialités oxydantes, sont testées sur le paludisme expérimental de la souris & Plasmodium
berghei. Une bonne corrélation apparait entre les tests d'évaluation du potentiel oxydant des
extraits des plantes et leur activité€ sur P. berghei chez la souris. Trois espéces ont une activité
intéressante in vivo, il s'agit de Acacia arabica, Azadarichta indica et Guiera senegalénsis.
Toutefois, 1a partie expérimentale de cette publication est inexistante.

Quelques plantes médicinales africaines ont été essayées pour leur activité antipaludique en
utilisant le test dit de Rane qui mesure le temps de survie de souris infectées par P. berghei ,
traitées par les plantes par rapport & des souris témoins infectées dans les mémes conditions.
Dans ce triage, quelques RUTACEAE ont été testées. Aucune plante n'a montré d'activité,
certaines sont toxiques aux doses testées?9.

L'extrait alcoolique d'une RUBIACEAE africaine Morinda lucida a été testé par Obih et coll.50.51
en utilisant le test suppressif sur P. berghei infectant la souris. Cette plante est utilisée suivant
les auteurs dans une grande partie du Nigéria contre les fievres. Les différents extraits testés ont
montré une certaine activité aussi bien par voie orale qu'en injection sous-cutanée. Mais le
principe actif n'a pas ét€ isolé et les extraits montrent une toxicité a des doses 2 peine |
sup€rieures aux doses actives sur les protozoaires. Il faut noter que précédemment, il a été
montré une activité antitumorale ir vivo sur la sourisS2 (ralentissement de la formation d'une
ascite due au sarcome 180 ) de 50 rng.kg'1 d'une substance cristallisée non identifiée, extraite

de cette plante. Toutefois des doses supérieures ont montré une forte toxicité sur la souris et le
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composé isolé n'a pas d'activité suivant l'auteur sur les leucémies de la souris a cellules L1210
et P388.

Un travail de screening in vivo sur P. berghei a été effectué par une équipe du Rwanda33 sur
dix-huit plantes réputées antimalariques dans le pays, mais l'origine ethnique des informations
ethnobotaniques recueillies ne figure pas dans I'article ni les références des collections
d'herbiers. Les extraits méthanoliques ont été testés a la concentration de 1 g.kg-1 dans le cadre
du test suppressif sur la souris. Les résultats sont indiqués en pourcentage d'inhibition des
parasitémies des groupes traités par rapport 2 la parasitémie du groupe témoin.

Un autre travail africain repose sur un test in vitro utilisant des parasites de I'espece P.
falciparum recueillis directement  partir de sang de paludéens, ici des enfants34n'ayant pas
subi de traitement préalable a la chl\broquine. Les quatres plantes testées dont les trois
premicres sont des plantes fébrifugék africaines classiques : Morinda lucida, Azadarichta indica,
Cassia occidentalis et Securinega virosa, ont montré une toxicité sur P. falciparum. Ce travail
présentait un défaut, car le mode de préparation ne permettait pas de connaitre. la quantité
d'extrait mis effectivement en présence des parasites. Il a ét€ remanié récemment avec l'ajout de
nouvelles plantes et des modifications de inéthodologie permettant de mieux évaluer
l'importance des activités décrites33,

Une équipe du Nigéria36 a mesuré l'activité antipaludique d'une BIGNONIACEAE Spathodea
campanulata sur P. berghei infectant la souris en utilisant le test suppressif de quatre jours et le
test de survie dit test de Rane. Les extraits chloroformique et hexanique des écorces de tige dela
plantes sont actifs avec un taux d'inhibition de presque 80% 2 la dose de 400mg.kg-1.

En Asie, dans 1a pharmacopée chinoise antipaludique, en plus de l'artémisinine et de la
fébrifugine, ont été isolés d'un eucalyptus réputé antimalarique (Eucalyptus robusta) deux
composés terpénoiques, les robustadial A (22) et B (23) possédant une partie spirannique
originale. IIs ont été reportés comme actifs par les auteurs sur P. berghei chez la souris>7,38.

HO, HO

OHC OHC

22 Robustadial A 23 Robustadial B
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Un autre composé actif le taccanolide A (24) a été isolé d'une plante médicinale chinoise Tacca
plantaginea. 11 serait actif sur P. berghei infectant la souris, mais la publication39 rapportant ce
travail ne donne aucune précision sur les modalit€s de mise en évidence de l'activité de ce

stéroide amer.

24 Taccanolide A

A Tai Wan, certains dérivés d'un alcaloide antitumoral, 1'acronycine, isolés de trois espéces de
Rutacées®0 ont montré récemment une trés intéressante activité sur P. yoelii 2 la concentration
de 10 pg.ml-1 in vitro 61, Sur trente alcaloides testés, treize ont une inhibition supérieure 2 70
%. L'activité in vitro a été confirmée in vivo pour l'un d'entre eux, l'atalaphillinine (25) sur le
paludisme murin A P. berghei 2 la dose de 50 mg.kg-1 pendant trois jours ; une dose unique de

150 mg.kg-1 n'a pas donné de signe de toxicité sur les souris dans un test de toxicité aigué.
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De nombreuses SIMAROUBACEAE sont utilisées dans les pharmacopées traditionnelles comme
fébrifuges sans doute a cause de leur goiit extrémement amer. Des 1947, le criblage de
Spencer*! a montré une activité intéressante de la plupart de ces SIMAROUBACEAE sur le
paludisme des oiseaux. Trager et Polonsky (1981)62 ont mis en évidence la forte activité
antipaludique in vitro des quassinoides extraits de SIMAROUBACEAE. Poursuivant les travaux
de Trager et Polonsky, 'ORSTOM et I'Institut Pasteur de Cayenne ont montré que le
sergéolide (26), quassinoide extrait d'une SIMAROUBACEAE guyanaise réputée antipaludique
présentait une forte activité antipaludique in vitro sur Plasmodium falciparum et in vivo sur le

paludisme expérimental du rongeur infesté par Plasmodium berghei 63.

OH
HQ s

_COOCH,

H H

26 Sergéolide

L'étude des quassinoides antipaludiques a été reprise et étendue a I'ensemble des composés de
cette famille par l'équipe de Phillipson64.65,66,67.68,69_ Elle montre que les quassinoides les
plus actifs comme le sergéolide, la brucéantine (27), la simalikalactone D (28) sont actifs in
vitro a des doses de l'ordre du nanogramme par ml de milieu. Toutefois l'activité in vivo est
entachée d'une tres forte toxicité sur la souris pour 'ensemble des composés testés de cette
famille. L'activité de ces quassinoides semble reliée comme pour 'artémisinine a la présence

d'un pont endoperoxyde, ici sur le noyau C.

21 Brucéantine
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Cette revue indique que le nombre des programmes de recherches de composés naturels
antipaludiques a beaucoup augment€ ces derni¢res années essentiellement dans le domaine de la
vérification de l'activité de plantes utilisées en médecine traditionnelle. Des résultats intéressants

sont déja obtenus et notre recherche s'intégre dans cet effort international.

1.1.4.2,  Vaccination et lutte antivectorielle

La recherche d'un vaccin antipaludique actif sur un ou plusieurs stades du développement
du parasite, mobilise la plus grande part des forces de recherche mondiale dans ce domaine.
Mais, la variabilité antigénique du genre Plasmodium rend difficile une immunisation durable’0
et le cofit inflationiste des recherches sur le vaccin risque de rendre son prix de vente prohibitif

pour les populations pauvres du tiers-monde.

La lutte insecticide connait les mémes problémes de résistance que la lutte
médicamenteuse, car les insectes vecteurs deviennent résistants aux principaux insecticides,
organo-phosphorés ou dérivés de la pyréthrine. De plus la modification des milieux biologiques
et les pollutions dues a I'usage massif de ces insecticides nécessitent l'approfondissement

d'autres voies de recherches, comme la lutte biologique contre les vecteurs.
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1l faut en fait agir en terme de lutte intégrée qui doit intervenir sur tous les aspects du cycle
du parasite. Nous tombons d'accord avec Maziers’! pour dire que "... la perspective d'un
vaccin opérationnel, vraisemblablement cocktail de plusieurs molécules, ne doit (pas) freiner les
efforts de luttes anti-vectorielles et chimiothérapeutiques. .. I'histoire de la lutte antipaludique
montre clairement que si 'obtention d'une arme efficace*est longue et difficile, plus délicat

encore est l'art d'en préserver l'efficacité.”
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Figure N°2 : Cartes de répartition des espéces de Leishmania responsables des
pathologies humaines d'aprés Molyneux : "Trypanosoma and Leishmania", p 202-214,
Ed. Academic Press.



1.2. LEISHMANIOSES
1.2.1. Principaux syndromes ; répartitions géographiques.

Il existe deux formes du parasite :
* ]a forme promastigote, flagellée, présente chez le vecteur, le phébotome, un petit diptere
piqueur trés répandu dans les zones tropicales et subtropicales.
* La forme amastigote, non flagellée, présente dans les macrophages des mammiferes hotes du
parasite et responsable des manifestations pathogenes.
La variabilité de l'expression de la pathogénicité des leishmanijoses est liée au tropisme
particulier des amastigotes des différentes especes de Leishmania pour les macrophages des
tissus cutanéo-muqueux ou viscéraux. La description des différentes nosologies de la maladie
est reprise de Marr’2 et la répartition des différentes espéces de Leishmania est inscrite sur les

trois cartes de la figure N°2 .

1.2.1.1.  Leishmanioses cutanées et cutanées diffuses

Les leishmanioses cutanées simples de 1'ancien monde sont concentrées dans les zones
semi-désertiques de 1'Asie centrale et du Moyen-Orient, de 1'Afrique du nord et dans les zones
sub-sahéliennes de I'Afrique de 1'ouest ou les rongeurs sont les principaux réservoirs et les
parasites le complexe Leishmania tropica. Dans le nouveau monde, les leishmanioses sont dues
le plus généralement au complexe Leishmania mexicana et au complexe Leishmania
braziliensis. La mise en évidence des parasites doit se faire peu de temps apres le début de
l'infestation lorsque la 1ésion est peu ulcérée. En effet la réponse immunitaire cellulaire
augmente avec l'accroissement de 1'ulcération et la densité_des parasites diminue. Les lésions
apres plusieurs mois d'état stationnaire guérissent le plus souvent spontanément. Les personnes
immuno-déprimées voient leur mal évoluer en une leishmaniose cutanée disséminée qui se
caractérise par l'apparition de nodules leishmaniens sur tout le corps. Le complexe Leishmania

mexicana est le plus souvent impliqué dans ces formes disséminées.
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1.2.1.2.  Leishmanioges cutanéo-muqueuses

L'espundia ou leishmaniose cutanéo-muqueuse se rencontre en Amérique du sud et en
Amérique centrale. Le complexe Leishmania braziliensis est 'agent responsable de cette forme
de leishmaniose. Le foyer principal se situe au centre du bassin amazonien et sur la partie est
des Andes en moyenne altitude. Elle est plus rare en Amérique centrale mais a été décrite. La
forme la plus commune est 1'ulcération du palais et de la muqueuse nasale avec une destruction
progressive du cartilage qui soutient les muqueuse du visage. Cette localisation particuliere est
difficile A expliquer, des hypothéses ont été proposées mettant‘en cause la température inférieure
de ces zones par rapport a l'intérieur du corps humain ou les faibles défenses immunitaires a
médiation cellulaire du cartilage. La 1ésion débute aprés inoculation par le phlébotome sous la
forme d'une ulcération cutanée classique évoluant dans 30% des cas vers une leishmaniose
muqueuse en quelques mois voire quelques années apres la premiere infestation. Il n'y a pas de
guérison spontanée des lésions des muqueuses. Le diagnostic étiologique direct par mise en
évidence des parasites a partir de frottis est difficile. Le plus souvent, seule, l'isolement de la
souche par injection d'une suspension du grattage de 1ésion 4 un hamster donne une réponse.
Les techniques d'immunofluorescence indirecte et d'intra-dermo réactions sont des aides

précieuses au diagnostic.
1.2.1.3. Leishmanioses viscérales ou Kala-Azar

La leishmaniose viscérale est associée au complexe Leishmania donovani. Sa répartition
comprend le bassin méditerranéen, le sud de I'U.R.S.S., la Turquie, 1'Ethiopie et la Chine. Elle
existe dans huit pays d'’Amérique du sud, trois d'Amérique centrale et au Mexique. Ce sont des
endémies parasitaires majeures en Inde et au Kénya. La maladie dans sa forme avancée est
marquée par une hépato-splénomégalie et par une anémie. L'infiltration du Systéme Réticulo-
Histiocytaire (S.R.H.) du foie par les parasites provoque une hypertension portale et une ascite.
On met en évidence les parasites dans des ponctions de moelle osseuse. Ces parasites peuvent

étre mis en culture in vitro. La complication majeure est une septicémie mortelle due 2 une



surinfection bactérienne par baisse des défenses cellulaires de 'organisme.

1.2.2. Ecologie de la leishmaniose en Guyane

Le département frangais de la Guyane se situe en zone équatoriale humide 4 5° de latitude
Nord sur le sous-continent sud-américain. La Guyane se situe dans une région de plateaux
comprise entre les bassins de I'Amazone et de 1'Orénoque. Cette situation particuliére donne
une spécificité particuliere 2 la flore et a 1a faune par rapport aux bassins qui I'entourent. La
forét dense ombrophile semper virens forme plus de 90% de son territoire grand comme un
-cinquiéme de la France. Elle n'est peuplée que d'environ 100 000 habitants. Le climat guyanais
se caractérise par une pluviométrie abondante (environ 4 000 mm d'eau par an) et par une
humidité de 'air (prés de 100% d'’humidité relative en forét) en rapport avec deux saisons
marquées, une grande saison des pluies de novembre 2 juin et une petite saison seche de juillet a
octobre. Ce biotope est idéal pour le développement des vecteurs et des hotes des maladies
parasitaires en particulier de ceux de la leishmaniose. La leishmaniose en Guyane est due
essentiellement A Leishmania brasiliensis guyanensis 73 et exceptionnellement A Leishmania
mexicana amazonensis. Le principal vecteur sylvatique responsable est un phlébotome,
Lutzomia umbratilis, petit diptere piqueur de la canopée. Le réservoir de L. braziliensis
guyanensis est essentiellement le paresseux a deux doigts (Choloepus didactylus). L'homme
est contaminé en circulant en sous-bois surtout 2 la fin de la journée et au début de la saison des
pluies. Cette zoonose a vu sa prévalence augmentée a partir de 1977 avec le plan vert, lancé par
le gouvernement francais de 1'époque, qui a entrainé la colonisation agricole de pans importants
de forét vierge avec des défrichements pour permettre l'installation de villages forestiers. La
situation est trés nette au village de Cacao créé en 1977 et habité par des réfugiés du Laos, les
Hmongs. Ceux-ci ont subi I'attaque permanente des phlébotomes vivant dans les lambeaux de
forét subsistants en bordure du village, lui-méme enclavé dans une région foresti¢re. Depuis
l'abattage contr6lé et expérimental de ces résidus forestiers, une baisse trés importante de la
prévalence de la maladie a été enregistrée dans ce village’4. Cette étude montre nettement que

les risques de contamination augmentent de fagon significative chez I'homme si celui-ci se met
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en contact prolongé avec la forét. D'autre part, il a ét€ montré que la dégradation de la forét
primaire est un facteur favorable de la multiplication de Lutzomia umbratilis et donc de
l'augmentation du risque de contamination’5. Les grands programmes de colonisation en cours
dans les foréts d' Amérique tropicale devraient donc tenir compte du risque important

d'augmentation des cas de leishmanioses.

1.2.3. La chimiothérapie antileishmanienne

1.2.3.1.1. Modéles in vitro

Un modele in vitro idéal doit étre techniquement simple et A la fois pharmacologiquement
et immunologiquement comparable 3 une situation clinique : le modele idéal pour la
pharmacologie est celui dans lequel les parasites sont sensibles aux concentrations sériques
maximales atteignables par les composés de référence que sont les sels d'antimoine, la
pentamidine ou 'amphotéricine B dans la clinique humaine. Un modele itﬁmunologiquement
approprié est dépendant du type viscéral ou cutané de la leishmaniose. Notre étude des modeles
et des voies métaboliques explorés reprend celle de Berman’6 complétée par les découvertes

récentes sur l'exploration du métabolisme des Leishmania.
123111, Promastigotes

. Le modele le plus simple A utiliser est celui dans lequel les promastigotes se multiplient
dans un milieu sans cellules’”. Le principal avantage de ce modgle est donc sa simplicité ainsi
que la facilité avec laquelle les promastigotes peuvent étre maintenus congel€és, envoyés dans le
monde entier pour étre ensuite recultivés. Néanmoins, 1a forme promastigote n'existe que chez
le vecteur de 1?1 maladie. Leur susceptibilité aux drogues est différente de celle des amastigotes.
Les promastigotes de souches cutanées et viscérales sont relativement insensibles aux sels
d'antimoine et a la pentamidine.Dans tous les cas, les résultats obtenus doivent étre vérifiés

dans un modéle employant les amastigotes .
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1l a 'avantage de présenter une bonne sensibilité aux antileishmaniens usuels’8, Les
cellules péritonéales exsudatives de souris sont simples & obtenir en petite quantité mais les
propriétés des macrophages péritonéaux peuvent ne pas correspondre aux propriétés des

macrophages du S.R.H. et cutanés humains infectés en clinique.
123.1.13,  Amastigotes dans les macrophages tumoraux

Différents modeles ont été utilisés : des cellules sarcomateuses de chien’ et des
macrophages tumoraux de souris®C, Les macrophages tumoraux ainsi que les amastigotes se
multiplient en culture \\gous les trois jours. La limite des modeles tumoraux est que

|
l'environnement biochimique de la cellule hdte qui se multiplie peut différer de I'environnement
que les amastigotes rencontrent a !'intérieur des macrophages dans les infections humaines : on
présume en effet que ces macrophages ne sont pas en division. Pour cette raison, les drogues
pourraient ne pas agir in vitro de 1a méme fagon qu'in vivo. Ainsi les amastigotes a l'intérieur

de cellules sarcomateuses de chien sont insensibles aux sels d'antimoine et & 1a pentamidine.

Les macrophages humains contenant des amastigotes ont ét€ employés comme cellules
héte pour la multiplication des amastigotes car on présume que l'environnement a l'intérieur des
macrophages humains in vitrro mime l'environnement des amastigotes in vivo. C'est par
adhésion différentielle des monocytes qu'on les sépare du reste des éléments du sang et qu'on
obtient les macrophages. 1l est important de permettre aux monocytes d'adhérer pendant
quelques jours pour obtenir non seulement leur grande taille et adhésivité mais aussi pour
permettre aux cellules de se débarrasser de leurs métabolites oxygénés potentiellement
leishmanicides’0. Les amastigotes dans ce modele sont sensibles aux concentrations sériques
maximales atteintes par les composés usuels. La multiplication des leishmanies 2 l'intérieur des
macrophages ainsi que leur sensibilité aux agents usuels aux doses employées en clinique
représentent les deux avantages majeurs de ce modele. Mais ce modele souléve le probleme de

la manipulation de grandes quantités de sang complet ainsi que de son obtention. Un petit

H
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nombre de macrophages est obtenu qui ne se multiplient pas. La nécessité d'une maturation

enzymatique des macrophages récoltés allonge les temps d'expérimentation.

Le modele de macrophage dérivé de monocyte humain est théoriquement le plus approprié
car il ressemblerait le plus au macrophage infect€ des situations pathologiques. Toutefois, les
capacités immunologiques des seuls macrophages péritonéaux de souris peuvent €tre
facilement altérées, l'interaction entre la chimiothérapie et les réactions immunitaires est ainsi
facilement explorée.Un modele récent qui semble intéressant n'a pas été classé dans les
catégories précédantes car il fait appel a une lignée de monocytes humains tumoraux (U 937)
qui sont transformés en macrophages adhérents par l'action d'une substance le phorbol, un
agent classiquement mitogéne81. Toutefois, les esters du phorbol ont été signalés récemment
comme provoquant a faible dose des altérations des ultrastructures cellulaires des amastigotes et
promastigotes de L. mexicana amazonensis 32
Un inconvénient pour les modeles existants est que le métabolisme des molécules par I'hote est
soit inexistant (promastigotes), soit peu approfondi (amastigotes). Il est par conséquent
difficile de prévoir si la nature et la concentration des principes actifs et de leur métabolites sont

similaires a celles rencontrées par les organismes au niveau des lésions humaines.

1.2.3.1.2. Modeéles in vivo
123121, Lasours

Le modele est utilisé pour les infections viscérales et cutanées. Seules les lignées
consanguines sont sensibles a l'infection. Les dosages efficaces des antileishmaniens se
comparent bien aux dosages généralement utilisés pour traiter les hommes. Mais la pentamidine
et I'amphotéricine B ne sont pas efficaces contre la maladie viscérale dans ce modéle83
(différent de la pathogénie humaine). La maladie cutanée chez des souris consanguines est
traitée soit le jour JO de l'infection soit apres plusieurs semaines84. On suit I'effet des composés
par la différence de taille des lésions entre animaux expérimentaux et les témoins non traités.
Les sels d'antimoine n'agissent qu'imparfaitement sur les 1ésions cutanées. Ils agissent d'autant

moins qu'ils sont administrés plus tardivement apres la primo-infection. En fonction



des lignées de souris, on obtient des réponses différentes aux leishmanicides classiques. On
cherche la lignée dont les réponses 2 la leishmaniose et 2 ses traitements serait la plus proche

des réponses chez I'homme.
123122  Lehamster

11 s'agit du premier modele d'étude de l'efficacité des drogues contre la maladie viscérale.
Les doses de sels d'antimoine efficaces dans ce modele sont comparables a celles utilisées en
pathologie humaine. Par contre la pentamidine, sept fois plus efficace que les sels d'antimoine
chez I'homme, 'est cinq fois moins chez le hamster. L'amphotéricine B par contre est plus
active chez le hamster avec toutefois une injection intracardiaque peu usitée chez 'homme. I1 a
été égale'ment essayé comme modele des formes cutanées. Mais ce modele est peu sensible aux

antileishmaniens usuels85:.
1.2.3.1.23 Le chien

Le chien est 1'un des principaux réservoirs de la leishmaniose viscérale. Mais il est moins

sensible que 'homme aux antileishmaniens classiques86.

Le Saimiri 87 et I'Aotus 8889 sont sensibles 2 la maladie viscérale. Les sels d'antimoine
sont efficaces dans ces modeéles méme si la leishmaniose viscérale est ancienne. Mais ces
modeles sont coliteux et seront réservés aux études de confirmation d'activité et

pharmacocinétique.
12.3.1.2.5 Intéré ifd 2]

Les modeles in vivo sont potentiellement comparables & une situation clinique. Dans les
modeles cutanés, les composés classiﬁues sont partiellement efficaces sur la réduction en taille
des lésions. Des tentatives pour améliorer 1'activité des drogues en déterminant le nombre de
parasites aprés traitement ou en choisissant une race de souris aux parameétres immunologiques

proches de ceux des hommes n'ont pas été entreprises systématiquement. Dans les modéles
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viscéraux, le traitement des animaux peu apres l'infection provoque une guérison avec les sels
d'antimoine qui est reproductible et comparable aux doses nécessaires 2 un traitement efficace
chez 'homme. Mais le manque de données immunologiques pour ces modeles constitue un
inconvénient. Les malades atteints de leishmaniose viscérale ne guérissent pas spontanément
alors que pour les formes cutanées, les guérisons spontanées sont fréquentes.Un modele in
vivo idéal serait celui dans lequel les parasites interagissent avec le systéme immunitaire de
I'hote et avec les agents chimiothérapeutiques d'une fagon comparable a ce qui se passe en
clinique.Un modele immunologiquement adapté 2 la leishmaniose viscérale serait celui dans
lequel 'immunité cellulaire contre les antigénes leishmaniens serait inefficace; pour la
leishmaniose cutanée ce serait un modele dans lequel I'immunité cellulaire est présente. Ce
modele aurait une métabolisation et élimination des principes actifs comparable a2 'homme. On
attend plusieurs semaines avant d'administrer un agent antileishmanien. On évalue soit le
nombre de parasites dans la lésion, soit la taille de la lésion elle-méme en comparant les
animaux traités aux témoins. Selon que la drogue est administrée peu de temps apres l'infection
ou plus tard, 'expérience évaluera l'effet de la drogue sur la 1ésion soit seul, soit majoré des
éventuels mécanismes immunologiques déclenchés chez 1'animal sur une lésion plus infectée.
Chez I'homme, on ne traite que lorsque les symptdmes sont €vidents : une lésion viscérale

d'une semaine ou cutanée de trois semaines chez l'animal est comparable  la situation clinique.
1232  Les maitements classiques

Pour traiter les leishmanioses, 1a pharmacopée est réduite. 11 s'agit de médicaments
anciens introduits dans le traitement des leishmanioses dansiles années 40 : sels d'antimoine
pentavalent (29), (30), ou de pentamidine (31), tous plus ou moins toxiques (toxicit€ rénale,
cardiaque et névritique du sel pentavalent d'antimoine; choc et induction de diabéte de la
pentamidine) et parfois inefficaces (résistance de bon nombre de leishmanioses viscérales &
I'antimoniate de N-méthyl-glucamine en Inde et Afrique de 1'Est ; résistance des leishmanioses
cutanéo-muqueuses a Leishmania braziliensis braziliensis ). De nouvelles molécules se sont
ajoutées depuis comme I' amphotéricine B (32), que malheureusement sa forte toxicité réserve

aux traitements hospitaliers, ou le kétoconazole (33) qui n'est pas efficace dans toutes les
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situations cliniques.
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L'apparition de résistances et de souches plus virulentes rend urgente la recherche de nouvelles
molécules. L'intérét scientifique de I'étude du traitement de cette maladie réside dans son ‘
étiologie et sa cible parasitaire, le S.R.H. Les parasites sont dissimulés dans les macrophages et
l'action des molécules est li€e a leur capacité d'atteindre leur cible dans les cellules responsables
de la défense immunitaire 3 médiation cellulaire. Cette situation est comparable dans son
principe a celle de la chimiothérapie des syndromes d'immunodéficience acquise (S.I.D.A.) ou
les composés actifs doivent atteindre le virus dans les lymphocytes et dans les macrophages de

nombreux organes.

1233, Chimiothéraie expdri |

Un composé antileishmanien idéal devrait étre : administrable par voie orale, efficace et
non toxique. Les deux derniéres propriétés dépendent de 1'action d'une drogue sur une enzyme
spécifique du parasite et sa relative inactivité chez I'homme. Une approche dans le
développement de nouveaux médicaments est de découvrir des composés avec des mécanismes

- d'action de drogues connues mais sans leurs inconvénients. Le mécanisme d'action des sels
d'antimoine est mal connu et non exploité. La pharmacocinétique des sels d'antimoine qui est
explorée chez I'homme et le hamster montre une distribution tissulaire similaire%0. Une action
inhibitrice de l'antimoine a été montrée sur la formation de I'ATP, sur 1'oxydation glycolytique
et celle des acides gras®1. Mais ces mécanismes sont trop généraux pour envisager la
préparation rationnelle d'analogues fonctionnels de ces molécules. Par contre, 'amphotéricine
B interagit spécifiquement avec l'ergostérol au sein des membranes fongiques. Or, les stérols

leishmaniens sont semblables aux stérols fongiques. Les agents qui modifient la syntheése des

stérols pourraient donc étre des composés antileishmaniens utiles. Une autre voie
d'investigation résulte du parasitisme par les leishmanies du SRE de I'homme : les principes
actifs qui s'y concentrent pourraient étre de bons antileishmaniens.Une voie également
envisagée est liée au métabolisme enzymatique particulier de la synthése des bases puriques et

des analogues de ces bases sont essayés comme agents antileishmaniens. Enfin une derniere

voie mise sur la stimulation des défenses immunitaires & médiation cellulaire accompagnée

d'une thérapie par les agents chimiothérapeutiques classiques. L'utilisation de 1'interféron
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gamma produit par manipulation génétique est efficace dans le traitement clinique d'enfants
brésiliens atteints par des leishmanioses viscérales a L. donovani infantum en association avec
les sels d'antimoine selon un résultat rendu récemment public par Falcoff et coll.92. D'autre
part, on a imaginé d'encapsuler les antileishmaniens dans des structures comme les liposomes

ou les érythrocytes afin de faciliter leur incorporation dans les macrophages par phagocytose.

1.2.3.3.1. La voie des analogues de la purine

Les trinucléotides puriques (ATP et GTP) sont nécessaires a la formation des acides
nucléiques et 2 la production d'énergié. Or les parasites d'eux mémes synthétisent peu de
nucléotides. Les nucléotides puriques des Leishmania dérivent de la phosphorylation de
nucléosides ou de bases récupérées de produits de destruction du tissu hote. Les parasites ont
une phospho-transférase purines-nucléosides qui est soit absente soit faiblement active dans les
tissus de mammiferes. On a donc utilisé cette voie enzymatique pour faire fabriquer a la
leishmanie des analogues non fonctionnels des nucléotides qui lui sont utiles et ainsi les tuer

sans léser les cellules de mammiferes (schéma N °2).

allopurinol HGPRT
\ allopurinol

allopurinol /' mononucléotide ASSL
riboside L. \
. nucléoside
aminopyrazolopyrimidine

phosphotransférase
mononucléotide (APP)
APP dinuciéotide
APP triinucléotide
HGPRT = hypoxanthine-guanine-phosphoribosyle transférase ARN

ASSL = adényl succinate synthétase lyase

Schéma N°2 : Incorporation métabolique de 1'allopurinol et de son riboside 2 la place de I'hypoxanthine
d'aprés S.L. Croft, TIPS, 1988, Vol. 9, p.376-381
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L'allopurinol (34) est un analogue structural de I'hypoxanthine.

34 Allopurinol

Dans les cellules de mammiféres, I'allopurinol inhibe 1a formation d'acide urique a partir de
I'hypoxanthine. Mais il cst également leishmaniostatique pour les promastigotes in vitro . Ce
composé ainsi que son ﬁl\‘?onucléosidc sont efficaces sur Leishmania donovani dans le modele
du @aaophage tumoral de souris 93, De fortes doses ont montré une activité nette dans la
leishmaniose cutanéo-muqueuse chez le singe Aotus 94. Une étude préliminaire9S sur l'effet de
l'allopurinol dans le Kala-azar a montré que trois patients sur six qui n'avaient pas été guéris
par les sels d'antimoine ont été€ guéris par une cure d'allopurinol complémentaire. Mais aucun

patient n'a été guéri par l'allopurinol seul. Ces résultats suggérent que l'allopurinol et son

ribonucléoside pourraient étre des adjuvants utiles aux traitements par 1'antimoine.
2.33.12 id hénoli

L'action antileishmanienne de 1'acide mycophénolique (35), un inhibiteur de la synthése
du GTP, a ét€¢ montrée dans le modele in vitro des macrophages humains parasités par
Leishmania donovani. 96. Les inhibiteurs de la synthése du GTP peuvent avoir un potentiel

d'agents antileishamniens.

CH;

CH,
33  Acide mycophénolique



La formycine (36) est un autre analogue structural de l'inosine. 11 est leishmaniostatique
pour les promastigotes et leishmanicide (activité 2 0.05 pg.ml-1) pour les amastigotes dans les
macrophages humains. La formycine B et la pentamidine sont les composés les plus efficaces
dans ce modele. Mais la formycine B a le meilleur indice thérapeutique de tous les composés
testés dans le modéle du macrophage humain in vitro. Il est de 25. In vivo chez le hamster
infecté par L. donovani, ce composé est plus actif par voie orale qu'en intrapéritonéal. Mais il
semble assez toxique®7 et le rapport activité/toxicit€ semble insuffisant pour envisager des

essais chez 'homme.

OH OH

36 Formycine B

1.2.3.3.2. Synthése de I'ergostérol et imidazoles

Les imidazoles, agents antifongiques oraux inhibent la biosynthése de l'ergostérol
(schéma N°3) et ont donc ét¢ testés contre les leishmanies. Les concentrations efficaces des
différents composés de la série (clotrimazole, miconazole) sont trés proches des doses toxiques
pour les macrophages humains98. Le kétoconazole (33) est trés actif A des concentrations
supérieures aux taux sériques atteints par une posologie classique en clinique®9. Son
mécanisme d'action est partiellement déterminé : il inhibe la déméthylation des précurseurs de
Y'ergostérol dans les promastigotes mais il reste & déterminer si elle est 4 1a base de son
mécanisme d'action dans les amastigotes et de 1'effet antileishmanien constaté in vivo. Le

kétoconazole donne des résultats contradictoires en clinique 100,101,
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précurseurs 2 longue chaine

!
squaléne
squaléne époxidase
époxyde du squaléne
lanostérol
' < IMIDAZOLES tel que le
HO ¢ Kétoconazole
étapes passant par le 7-déhydrocholéstérol
ergostérol
HO
Schéma N° 3 : Voie biosynthetique des stérols chez le genre Leishmania
et les champignons et son inhibition par les imidazoles d'aprés S.L. Croft, TIPS, 1988, Vol. 9, p.376-381




1.2.3.3.3. Les Amino-8-quinoléines

Les amino-8-quinoléines sont connus comme antimalariques mais leur concentration dans
le foie suggére leur possible efficacité contre les leishmanioses viscérales. On a montré que la
primaquine(7) était active contre la maladie viscérale chez I'hamster récemment infecté. Le
WR6026, une amino-8-quinoléine (37) avec un méthyl supplémentaire en 4 et une chaine
aliphatique aminée plus longue est non seulement plus active que la primaquine mais environ
500 fois plus active que les sels d'antimoine dans ce modgle et 160 fois plus active contre une
infection viscérale plus chronique102, Testé sur d'autres animaux atteints de leishmaniose
viscérale, dans la leishmaniose cutanée expérimentale et dans les macrophages humains infectés
in vitro, il continue & étre plus actif que les sels d'antimoine. L'effet de ce composé semble
augment€ in vivo par rapport 2 l'activité in vitro. La démonstration de l'activité clinique du WR

6026 est en cours.
CH,

74

CH;O0
N 1'
N
HN=(CHy)s—N(C;Hs),
37 WR6026

1.2.3.3.4. Les composés emprisonnés dans les liposomes et les érythrocytes

Une approche ingénieuse en chimiothérapie de la leishmaniose provient de la constatation
que les leishmanies sont rencontrées a l'intérieur des cellules du S.R.H.. Les composés
encapsulés 2 l'intérieur de transporteurs qui sont eux mémes phagocytés par le S.R.H. s'y
concentreraient pour tuer les parasites en méme temps qu'ils seraient isolés du reste du corps
qui comprend des organes vis-3-vis desquels la drogue est ordinairement toxique. L'indice
thérapeutique serait ainsi augmenté. Mais plusieurs probleémes techniques doivent étre
surmontés. Le composé doit étre introduit 2 'intérieur du transporteur et ne doit pas ressortir

apres introduction.
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Le transporteur doit soit fusionnér avec les phagolysosomes contenant les leishmanies a
I'intérieur des macrophages, soit étre digéré par le macrophage de fagon a ce que le principe
actif soit disponible pour agir sur les parasites. Enfin le transporteur ne doit pas étre toxique
pour les cellules de mammiferes. Le transporteur utilisé actuellement dans les études
expérimentales est le liposome. Les composés emprisonnés dans des liposomes se sont montrés-
trés efficaces dans la maladie viscérale du hamster ou de la souris. Ainsi les sels d'antimoine
encapsulés sont quatre cents fois plus efficaces que lorsqu'ils sont libres103, Le WR 6026,
l'amino-8-quinoléine vue précédemment, était cent-soixante fois plus efficace que les sels
d'antimoine contre des affections viscérales chroniques. Le WR 6026 encapsulé est lui mille
trois cents fois plus efficacel03. Cependant le taux de mortalité chez les amxpaux exposés a des
liposomes contenant de 1'eau physiologique est supérieure a celui d'animaux\".‘cxposés ala
solution saline seule. Les agents récemment dévcloppés‘sont assimilables par la voie orale et
donc sont perméables aux membranes et sont donc moins susceptibles de rester a I'intérieur des
liposomes. Ce probléme technique peut &tre surmonté par 1'utilisation d'enveloppes d'hématies
liées a des immunoglobulines G comme transporteur. Les €rythrocytes ont des enzymes qui
pourraient agir pour interdire le passage aux composés diffusibles. La pentamidine a ét€ ainsi
expérimentée in vitro avec des résultats comparables aux composés encapsulés dans des
liposomes!1™, La formycine B qui elle est diffusible, est phosphorylée par les enzymes de

1'érythrocyte et ainsi ne ressort plus105,

1.2.3.3.5. La production de radicaux libres et les donneurs d'électron

L'existence de métabolites oxygénés produits par des macrophages a été reli€ 3 la
destruction de micro-organismes intra-cellulaires dans différents modeles in vitro 106, Ces
macrophages sont stimulés soit par I'immunité cellulaire, soit par des particules, soit par des
drogues actives sur les membranes. Le métabolite prépondérant est 1'anion superoxyde (02-);
O2- peut réaliser la dismutation du peroxyde d'hydrogéne et ainsi générer d'autres métabolites
oxygénés toxiques comme le radical hydroxyle ou I'oxygeéne singulet. Toute une série de
transporteurs d'électrons tel que les phénazines, thiazines et quinones, quand ils sont au contact

de cellules vivantes, peuvent étre réduits en intermédiaires auto-oxydables. Apres réoxydation,
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ces intermédiaires peuvent générer des anions superoxyde et de 1'eau oxygénée.

D;ans les TRYPANOSOMATIDEAE dont font partie le genre Leishmania, il existe des équipements
enzymatiques spécifiques de ce métabolisme oxydatif ; la super oxyde dismutase (S.0.D.)
responsable de la transformation des ions O2- en peroxyde d'hydrogene et en oxygene contient
chez ces protozoaires un ion Fe au lieu d'ions Cu, Zn ou Mn pour 1a 5.0.D. des mammiferes.
Le cofacteur de la réductase du gluthathion ou trypanothione qui est spécifique des
TRYPANOSOMATIDEAE est un conjugué de spermidine et de gluthathion107. Un autre auteurl08
avait déja suggéré que les polyamines pouvaient jouer un réle de cible dans cette famille de
protozoaires et dans cette hypothese, la pentamidine interviendrait par ces fonctions aminées
terminales dans le métabolisme des polyamines.

Le méthosulfate de N-méthylphénazonium109 (38) tue les amastigotes dans les macrophages
péritonéaux de souris sans dommage apparent pour les cellules hotes A une concentration

intéressante avec une DE50 = 0.19 pg.mil-1 (dose efficace 50 ou concentration pour laquelle

.
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50% des parasites sont éliminés).

38 Méthosulfate de N-méthylphénazonium

La plumbagine110 (39), une anthraquinone d'origine naturelle, a montré une activité presque
aussi intéressante avec une DES0 = 0.42 pg.mi-1. Une étude in vivo a été effectuée sur la
plumbagine qui a montré seulement une faible activité sur la leishmaniose cutanée de la souris
infectée par Leishmania mexicana amazonensis par voie interne mais une réduction de 80 %

des lésions par un traitement par voie externe.
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1.2.3.3.6. Les esters d'acides aminés et Leishmania mexicana amazonensis

L'action leishmanicide in vitro d'esters d'acides aminés et dipeptides, sur les amastigotes
de Leishmania mexicana amazonensis infestant des macrophages péritonéaux de souris a été
montrée par Rabinovitch!l!, en particulier les esters méthylique de la leucine et du dipeptide
leucine-méthionine sont actifs . La cible métabolique des esters d'acides aminés correspond aux
amastigotes eux-mémes sans métabolisation par les macrophages hétes!12. Ces composés
agissent en quelques minutes in vitro en se concentrant dans les lysosomes des amastigotes ou
mégasomes ou le pH acide et l'action de cystéine-protéases permet I'hydrolyse de ces esters
d'acides aminé€s et I'éclatement des mégasomes, ce qui entraine la désintégration des cellules.
Les leishmanies contenant cette cystéine-protéase comme celles du complexe "mexicana" sont
affectées dans leur survie. Ces esters injectés en intralésionnel ont une activit€ intéressante in
vivo sur l'infection cutanée de la souris balb/C par Leishmania mexicana amazonensis sans

toxicité notable pour I'h6te!13,
1.2.3.3.7. Les inhibiteurs de la phophosdiestérase de I'AMP cyclique

L'importance du monophosphate cyclique de 3'-5'adénosine comme médiateur cellulaire
de nombreuses hormones m@et de considérer que des substances pharmacologiques actives
doivent intéreagir avec son métabolisme114. Dans ce travail, il est signalé que plusieurs
substances antiparasitaires inhibent la phosphodiestérase responsable de I'ouverture de ' AMP
cyclique dont I'amphotéricine B. Cette constatation a €t€ suivi d'un travail sur la mesure de
l'effet de ' AMP cyclique sur la transformation et la multiplication de Leishmania tropica et de
L. donovani in vitro 113, La concentration intracellulaire d AMP cyclique augmente de fagon
importante ( concentration multipliée par quatre) sous l'effet d'inhibiteurs de la

phosphodiestérase comme la caféine ou la papavérine (40).
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40 Papavérine

La transformation d'amastigotes en promastigotes est inhibée chez L. donovani et la
multiplication des leishmanies chez L. tropica est réduite de 50 % toujours sous 'effet des
inhibiteurs de la phosphodiestérase. L'accumulation de I'AMP cyclique intracellulaire est
considérée comme responsable de ces effets sur la transformation et la multiplication des
Leishmania. Par contre, toujours suivant Walter 116, 1a multiplication des amastigotes de L.
donovani A l'intérieur des macrophages de hamsters n'est pas inhibée. Hansen et coll.!17 ont
montré sur la surface membranaire des leishmanies la présence de deux récepteurs de |
I'adénosine. Ces deux récepteurs ont un effet sur I'activité de 'adénylate cyclase membranaire
et sur la concentration intracellulaire de ' AMP cyclique de L. mexicana mexicana. Dans la
partie résultats, nous verrons que certains composés isolés des plantes présumées

leishmanicides pourraient avoir un mécanisme d'action leishmanicide de ce type.

4 h ettt Ly

La sinéfungine (41) est un nucléoside naturel produit par Streptomyces griseolus et par
Streptomyces incarnatus dont l'activité antileishmanienne a été montrée 2 des concentrations de
l'ordre de la uM.I-1, dans un premier temps sur les promastigotes de quatre especes de
leishmanies : L. donovani, L. tropica, L. major, L. aethiopica 118, puis sur L. enrierti 119, La
sinéfungine inhibe trés fortement la synthése de 'ADN des promastigotes de L. donovani 129,

Ce nucléoside posseéde malgré une activité confirmée in vivo sur la leishmaniose expérimentale

de la souris!21, une toxicité rénale importante chez le chien122,
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Des quassinoides ont montré une activité sur les promastigotes de L. donovani in vitro 123,
Mais aucune confirmation d'activité in vivo n'a suivi cette constatation de cytotoxicité.
L'harmaline (42), alcaloide tryptaminique a été testé in vitro et in vivo sur L. mexicana
amazonensis124. L'activité in.vitro se situe autour de 100 uM.I1 pour 1a DE50. L'activité in
vivo la plus intéressante a été constatée par voie orale avec une DES50 de 47 mg.kg‘l.
Toutefois, la toxicité par la voie sous-cutanée est de 200 mg.kg‘1 (dose léthale 80). Les
auteurs suggerent une simi]itu_de structurale entre les alcaloides tryptaminiques et les acide

aminés aromatiques nécessaires 2 la survie des leishmanies pour expliquer le mécanisme

d'action de ces composés.
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42 Harmaline

La berbérine (43), chef de file des alcaloides protoberbérbériques, isolée de nombreuses
familles botaniques (ANNONACEAE, MENISPERMACEAE, BERBERIDACEAE, RUTACEAE,
RENONCULACEAE), est signalée comme protozoocide dans la plupart des revues concernant les
alcaloides benzylisoquinoléiques!25, Suivant une équipe indiennel26, elle est leishmanicide sur

les amastigotes de L. donovani infectant les macrophages in vitro et active in vivo sur la
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leishmaniose viscérale du hamster.

D'autres alcaloides isoquinoléiques (44) (alcaloides bisbenzylisoquinoléiques) ont été testés
récemment par 'ORSTOM et I'Institut Bolivien de Biologie d'Altitude en association avec les
laboratoires de pharmacognosie des Facultés de Pharmacie de 1'Université Paris-Sud et
d'Angers!27. Ils sont actifs sur les promastigotes de trois espéces de Leishmania , L. donovani,
L. mexicana amazonensis, L. braziliensis, représentant les différentes pathologies de la
leishmaniose. Trois d'entre eux (la gyrocarpine, la daphnandrine et 'obabérine) semblent avoir
une activité plus intéressante (inhibition de 50 % de la multiplication des parasites pour des

concentrations de l'ordre de 10 2 25 pg.ml-1 ). Ce résultat doit étre confirmé in vivo .
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44  Alcaloides bisbenzylisoquinoléiques avec R = H et/ou R = CH,
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2, PROTOCOLE DE RECHERCHE A BASE
D'"ETENOPHARMACOLOGIE SUR DES

PLANTES MEDICINALES
ANTIPARASITAIRES DES GUYANES
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2.1. INVENTAIRE DES PLANTES MEDICINALES

L'inventaire des plantes présumées antiparasitaires ne peut étre séparé d'un inventaire
global des pratiques médicinales a bases de plantes aupres d'un groupe donné de population.
Une étude générale des pratiques médico-religieuses est mieux comprise et acceptée par les
informateurs. Notre méthode occidentale de parcellisation de la connaissance ne fait pas partie
de leur conception globalisante de la nature, le rapport de confiance est alors difficile a établir et
le travail résultant est souvent entaché d'erreurs par la volonté du chercheur qui sortant
l'information de son contexte, risque de la dénaturer. La méthodologie d'inventaire de plantes
soignant les parasitoses sera présentée ici a l'qccasion de I'étude compléte d'une pharmacopée,
celle des Saramaka du Surinam. L'expérience d'inventaire des pharmacopées é{adiﬁonneﬂcs par
1'Unité de Recherche spécialisée du Département Santé de 'ORSTOM a été not“rc guide dans ce
domaine.

La géographie humaine des Guyanes est riche en groupes aux traditions culturelles originales.
En Guyane frangaise, quatre groupes d'amérindiens, trois groupes de Noirs Marrons et la
population créole composent I'essentiel des populations installées depuis plusieurs sig¢cles sur le

territoire €t en contact permanent avec le milieu végétal128 (figure N°3).

Surinam

Figure N 3 : Carte de répartition des groupes ethniques de Guyane frangaise et du Surinam
pour lesquels un relevé des plantes antiparasitaires a été effectué
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La médecine et le savoir médicinal des groupes indiens et créoles a fait I'objet d'une étude
mulfidisciplinake compléte résumée dans un ouvrage de synthése!29, L'inventaire s'est €largi
aux groupes de Noirs Marrons de Guyane et du Surinam et certaines plantes présumées
antiparasitaires sont anﬁlysées dans le cadre de ce travail pour la premiére fois dans I'ensemble

de leurs aspects, ethnobotanique, chimique et pharmacologique.

2.1.1. Ethnopharmacologie guyanaise

11 existe quatre groupes principaux de Noirs Marrons répartis essentiellement sur le
territoire du Surinam avec une extension territoriale sur le Maroni en Guyane frangaise. Il s'agit
des Saramaka, des Ndjuka, des Boni ou Aluku et des Paramaka. L'habitat de ces populations
est la forét tropicale humide. Ils colonisent les bords des riviéres de l'intérieur, voies de
pénétration dans la forét et ont un mode de vie ol l'eau et la forét jouent des roles déterminants.
La constitution de leurs groupes remonte au 17¢M€ sigcle : la fuite des esclaves d'origine
africaine des plantations de 1'ex-Guyane Hollandaise, le Surinam actuel, en est la premiére
étape. Pendant les premiers temps de leur vie dans la forét, ils ont ét€ soumis a 1a pression
d'une longue guérilla avec les colons hollandais et leurs mercenaires anglais!30, Leur gengse
s'acheve au 188ME sigcle avec le passage du dernier groupe constitué en Guyane Frangaise, les
Boni ou Aluku, chassés a la fois par les Hollandais et les Ndjuka. La constitution récente de ces
groupes, moins de trois siécles pour le plus vieux, autorise & penser que leurs connaissances du
monde végétal ont des origines vari€es avec des emprunts nombreux.

L'information concernant 1'usage médicinal des plantes sauvages ou domestiques a été collectée
chez les Noirs Marrons Saramaka. Les plantes sur lesquelles ont été réunies des informations
sont celles récoltées le plus systématiquement . La répétition des collections permet la meilleure
corrélation possible entre les deux savoirs :

* ]le savoir botanique d'une part, dont les critéres taxonomiques sont souvent tres
précis,

* ]e savoir ethnobotanique d'autre part, dont la précision est dépendante de la richesse

du taxon en caracteres reconnus par l'informateur et plus généralement par le groupe ethnique
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étudié. C'est ce degré d'approximation qui doit étre précisé. 1l faut éviter I'élimination de
certaines connaissances traditionnelles qui semblent approximatives, méme si elles ne
recouvrent pas exactement un taxon botanique particulier ; la répétition des collections éliminent
la possibilité d'une perte d'informations. Les plantes récoltées sont photographiées au préalable
dans leur milieu naturel et une iconographie appropriée est réunie permettant l'illustration des
monographies.

La connaissance du monde végétal et son utilisation parait partagée entre toutes les catégories de
la population : hommes et femmes, surtout les plus dgés. Certains savoirs sont plus spécialisés
et plus secrets. Le recueil de 'information, en particulier les longues tournées en forét, a
nécessité le paiement des informateurs pour le travail fourni. L'argent venu de la cdte, des
bakaa (primitivement les colons blancs ; maintenant tout étranger aux groupes de Noirs
Marrons) a une importance considérable pour ces sociétés. Le souci de bénéfices pécuniers
pouvait déformer l'information. Mais l'utilisation d'informateurs différents a permis d'éliminer
autant que possible les pures inventions.

Des informateurs de deux villages (Banafokondre et Amakakondre) et de deux lignages
différents (Nasi et Matchao), qui sont les deux lignages dominants en nombre et en importance
politique du monde saramaka ont contribué a 1'établissement de 1'inventaire. Les informateurs
avaient une moyenne d'dge d'environ cinquante ans ; presque tous des hommes, d'ou la
collecte d'un petit nombre de remedes concernant les soins de la parturiente et de 1'enfant,
remedes utilisés par les femmes. Dans un rapport monétaire, ce travail réalisé uniquement avec
les hommes est presque obligatoire car ce sont eux qui manipulent l'argent. L'importance du
rang et 1'dge, mais a contrario une volonté trés nette de notre part d'éviter les pieges politiques,
ont assuré du travail aux personnages les plus importants des deux villages : Kabiréni ou chef
de village, Basia ou homme de police, Obia man ou homme médecine, mais aussi les hommes
des foyers les plus importants et ceux qui estimaient avoir quelque chose a échanger.
L'utilisation d'informateurs traducteurs étant nécessaire, a amené une perte dans le recueil de
l'information. La langue Saramaka est fixée par la politique de scolarisation menée depuis une
trentaine d'années et des dictionnaires existent131,132 3 I'usage des nombreuses missions

religieuses qui agissent au Surinam. L'origine anglaise et surtout portugaise de nombreux mots
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usuels, a permis des recherches étymologiques relativement aisées. La langue est un dialecte
créole au sens anglo-saxon du terme, dérivé de 'anglais et du portugais des colons auquel
s'ajoutent des mots des langues Kongo, Ashanti ou Bantu de 1'Afrique de I'Ouest. Price133
propose la répartition lexicale suivante chez les Saramaka : origine anglaise = 20% ; origine
portugaise = 20% ; origine hollandaise et amérindienne = 10% et origine africaine = 50%. Mais
le lexique courant a une prédominance anglo-portugaise. La retranscription des noms de plantes

et de maladies utilise la transcription phonétique mis en place par Doniciel3!

2.1.1.1.1. Classifications pharmacognosique et ethnobotanique Saramaka

2LL111,  Lessaveurs

La perception des saveurs des plantes semble correspondre aux choix thérapeutiques des
tradipraticiens saramaka, 3 une certaine division sexuelle de la société et bien siir aux choix
alimentaires de ces populations sylvicoles. En ce qui conceme le goiit amer, on ne constate pas
nécessairement une relation entre cette saveur et une activité biologique ou une éventuelle
toxicité. Ainsi, I'hypothése, couramment admise, de la détection par les mammiféres des
substances toxiques végétales par leur caractére amer, doit étre considérée avec précaution!34,
De méme, certains principes actifs trés toxiques présents dans les végétaux ne présentent pas
d'amertume, par contre des légumes comme les fruits de Mormandica charantia
CUCURBITACEAE excessivement amers, font parties de l'alimentation des peuples tropicaux et
en particuliers de celle des groupes ethniques du Surinam.

L'appréciation des saveurs alimentaires ameres et sucrées chez les Saramaka est corrélée avec la
division entre les sexes a 1'd4ge adulte. En effet, les remedes de la virilité et ceux pour les maux
de ventre absorbés par voie orale sont considérés comme d'autant plus puissants qu'ils sont
plus amers et sont donc trés prisés des hommes. Il est fréquent que dans 1a médecine d'entretien
quotidien, les hommes absorbent des macérations dans I'alcool de plantes a principes amers
(par exemple les SIMAROUBACEAE). IIs le font avec forces grimaces et expriment leur |
satisfaction de savoir les boire. D'autre part, ils ont un profond rejet des aliments sucrés qui

sont dit étre réservés aux femmes et aux enfants. On peut noter que dans ce peuple



contrairement A beaucoup d'autres ethnies, le caractére amer ne correspond pas 2 la propriété de

plante fébrifuge.

11 est absurde de penser qu'un systéme univoque (semblable a celui du savoir botanique
scientifique) permet aux Saramaka de nommer et de reconnaitre les plantes. Ce lexique est avant
tout utilitaire, il permet de se rappeler des multiples usages des plantes et aide a leur
reconnaissance :

- 'aspect anatomique est pris en considération dans la grande part des noms vernaculaires
(33%): arbre (pao), herbacée et arbuste (wii), liane (taraj), €épineux (maka), grand (gaan) et petit
( piki) entrent dans la composition des noms de plantes,

- l'usage médicinal des plantes ou le caractére toxique générent des noms : konsaka wi :
herbacée utilisée pour la dermatose du méme nom ; sua wi : la feuille qui fait gonfler, plante
toxique dont l'ingestion des fruits fait gonfler la langue,

- on consacre des plantes a des entités surnaturelles : ampuku tatqj : 1a liane de 1'esprit ampuku ,
qui sert aux rituels d'apaisement de cet esprit de la forét,

- une observation de type écologique peut donner une appellation : le fruit mangé par tel
poisson, ce qui permet d'ailleurs de l'utiliser pour la péche, I'arbre qui est I'abri habituel d'un
animal : kwatakaman : la chambre du singe Atele (Ateles panicus),

- des analogies morphologiques avec des animaux : akami kini ( les genoux de 1'akami) &buste
dont les noeuds rappellent les articulations noueuses de l'oiseau Agami,

- des rappels de la saveur ou de la couleur dominante de la plante en rapport avec leurs usages:
bita pao arbre amere ; bé baka pindja pao : arbre tacheté au dos rouge, allusion au latex rouge
de cet arbre utilisé€ contre certajnés dermatoses.

Une grande part des plantes utilisées (39% ) sont récoltées dans des zones faciles d'acces
(rudérale, d'abattis, de forét secondaire, ripicole) permettant une utilisation aisée qui ne
nécessite que peu de moyens de conservation. Les plantes plus rares comme certaines lianes ou
arbres (récoltées en for€t primaire, soit 21%) sont utilisées surtout a partir de leurs organes

durables et aisément transportables (bois et écorce).
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211113 Parties de ol liss

Les organes les plus utilisés sont les parties feuillées des arbustes, les écorces de troncs
des grands arbres, la plante entiére dans le cas de plantes de petites tailles (épiphytes,
herbacées), les racines plus rarement ; la difficulté de l'extraction de ces derniéres et leurs
formes leurs donnent souvent des pouvoirs en rapport avec la force, la virilité. La facilité

d'approvisionnement oriente aussi le choix des récolteurs.
21.1,1.14 Préparations

les modes les plus fréquents de traitements des drogues végétales sont :
- les macérations dans l'eau et le thum
- les décoctions
- la récupération de la séve par pressage, du latex par lavage, de 1'écorce par grattage ou

broyage.

- Le mode le plus usuel est le bain (washi ; 31%) qui doit étre considérée plus comme une
ablution qu'un véritable bain dans le sens européen. Ce bain s'additionne en général d'une prise
orale réduite de I'eau de la décoction ou de la macération. C'est la préparation principale pour
les problémes dermatologiques , les fi¢vres, les refroidissement et aussi pour les usages rituels.
Ce type d'administration semble généralis€ dans les populations sylvicoles comme le note
Grenand et coll.129,

- la voie orale ( dingi ; 31%) qui sert essentiellement dans les désordres de type digestif
(diarrhées, vers, ...),

- les cataplasmes et onguents en complément des bains pour les problémes li€s a la peau,

- les voies nasale et oculaire pour les désordres liés 2 Ia téte et la vision,

- les bains de vapeur de plantes odorantes, intermédiaires entre le bain et la prise nasale surtout

56



pour les refroidissements et les fievres.

2.1.1.1.2. Apport de l'anthropologie médicale

Aucun travail notable en ethnomédecine n'existe sur les Noirs Marrons, si ce n'est celui
du Dr Janssen135(1961) sur la santé des enfants de Marrons qui introduit un petit lexéme de
maladies. Le travail du Dr Sausse déja cité concernant les populations Wayana et Aluku du Haut

Maroni donne un apergu trés succinct, des types d'affection les plus fréquents chez les Aluku

ou Boni.
2111121
21.1.12.1.1. causalités profondes

Dans un monde ou le végétal, 'animal et 'humain n'ont pas de frontieres distinctes, ou
rien ne doit étre laissé au hasard, la causalité spirituelle de l.a maladie est primordiale ; elle reste
l'affirmation derni€re apres toute tentative rationalisante d'explication des maux. Sorcellerie,
perturbations des esprits de la forét, des esprit des morts, des ancétres guerriers sont
susceptibles de provoquer I'apparition de la maladie. Des cycles complexes de rituels liés aux
travaux de 'abattis, aux rapports sociaux (surtout lignagers) préviennent ou guérissent les
maladies. Une autre explication complémentaire du rapport au corps et 2 la santé des Saramaka
peut étre trouvée dans leur tradition historique orale qui montre une grande importance des rites
d'invulnérabilité, de résistance a la faim et a I'effort physique. Ce furent les conditions
indispensables de leur capacité a vaincre le colonisateur dans sa tentative de les réduire de
nouveau a l'esclavage ou a la mort. IIs existent donc des spécialistes des remedes de
l'invulnérabilité, des traumatismes graves. Il faut noter que l'on préfere arracher de 'hopital un
malade atteint de fractures, en allant le récupérer si nécessaire jusqu'a Paramaribo, la capitale du

Surinam, pour le soigner en milieu traditionnel.

2111212, nosologie pratique des Saramaka
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Avant, pendantet parfois apres la tentative d'explication " surnaturelle ", une
classification plus naturaliste du savoir médical est disponible. Cette classification est
intimement liée a la compréhension que les Saramaka se font de leur propre corps et de son
fonctionnement : l'individu Saramaka se considére comme parcouru par un flux vital qui est le
sang qu'il ne faut pas répandre et dont il faut éviter le contact. Son systéme digestif est un long
tube sans poche par lequel pénétrent tous les flux vitaux externes : aliments, eau et air. Le coeur
et l'estomac sont confondus. Les problemes d'ulceres sont traités comme des problémes
cardiaques et 1'asthme comme phénomene digestif. Le froid peut pénétrer comme chez les
Ndjuka par toutes les ouvertures (bouche, anus, sexe, membres et t€te) et il peut €tre mis en
parallele avec la nature des esprits des morts (koto sembe = hommes froids, traduction littérale )
qui eux aussi peuvent vous pénétrer par les mémes ouvertures. Les connaissances de I'anatomie
et des pathologies tropicales, d'un médecin dermatologue ayant participé aux enquétes, a permis
de mieux discerner quelles affections se cachaient derriere le langage souvent imagé, parfois

imprécis des tradipraticiens.
2.1.1.12.1.3. connaissance de type occidentale des agents des maladies

Dans la population non scolarisée, ce savoir est trés limité voire inexistant. Toutefois,
I'étologie des maladies sexuellement transmissibles semble comprise et des catégories
d'helminthes différenciées (singaasi bitchu, ascaris ; bisi bisi, taenia et wolo, non identifi€).
La pression thérapeutique des agents de santé des dispensaires, uniquement basée sur le
dépistage et le traitement du paludisme sans réel souci, du point de vue des Saramaka, des
autres éléments de leur santé, leur ont fait acquérir d'une part une certaine prise de conscience

du paludisme, mais d'autre part ont entrainé des réactions de rejet des traitements proposés.
2.1.1.2. ILanotion traditionnelle de paludisme : les fievres intermittentes

Le critere principal retenu par les grands programmes de tests de plantes médicinales
présumées antipaludiques dans des zones d'endémie palustre, est la propriété de fébrifuge. Les

rythmes quotidiens des acces palustres et annuels des épidémies de paludisme (saison des
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figvres correspondant 2 la saison séche) sont pergues par les populations de Noirs Marrons du
Maroni. La population amérindienne palikur fait la méme rapprochement entre la pullulation
saisonniére des anopheles et 1'apparition des fiévres!129, Les auteurs se demandent avec raison,
si cette constatation des indiens n'est pas d'introduction récente liée 2 la lutte anti-vectorielle et &
la chimioprophylaxie antipaludique pratiquées par les autorités sanitaires des régions
concernées. Chez les Wayapi, autre groupe amérindien de Guyane, la fievre est considérée
comme tres fréquente et parfois liée au paludisme. D'autre part, il a été observé des les années ‘
cinquante, une forte prévalence du paludisme dans ces populations sylvicoles, véritable
réservoir humain de la parasitose®. Quant aux créoles, le mot méme de malaria ou de paludisme
en fonction de l'origine anglophone ou francophone des populations immigrées, est passé dans

le langage commun probablement sous l'influence des structures sanitaires coloniales de la cote.

La leishmaniose en Guyane est reconnue comme une entité nosologique par toutes les
populations de la Guyane et chaque groupe culturel lui donne un nom. Chez les Noirs Marrons
Ndjuka et Boni, le nom illustre 1'écologie de la maladie : buchi jasi ou bouton de la forét. 1l en
est de méme pour les populations créoles de Guyane, la leishmaniose cutanée est désignée du
nom de pian bois ou maladie de la forét, le mot pian signifiant 2 la fois puant et désignant un
petit animal de la forét A odeur désagréable, Didelphis marsupialis 129, La lésion est souvent
surinfectée en raison de la longue durée nécessaire 2 la cicatrisation et dégage alors une odeur
putride. Dans le nom de tataj jasa donné par les Saramaka, le mot jasa se rapproche du jasi ou
bouton des autres Noirs Marrons et fataj, la liane fait probablement allusion a I'origine forestiére
de la maladie.Les Wayipi insistent sur le caractére important de la lésion , le nom de kalasapau
signiﬁé.nt grand abces par rappert aux abces provoqués par d'autres causes. Les Palikur
donnent une appellation semblable dans son étymologie a celle des créoles, yaruwe désignant A

la fois Didelphis marsupialis et la leishmaniose129,




La chance de trouver un principe actif réellement efficace issu d'une plante médicinale est
liée au choix des affections ciblées par cette recherche. Les populations dites primitives ont des
dons d'observation trés développés diis 2 leur vie dans un milieu hostile ou il est primordial
pour survivre, de savoir distinguer les fruits comestibles, d'apercevoir et de traquer le gibier, de
sé€lectionner les plantes médicinales parmi des plantes toxiques ou sans intérét. Ce discernement
se retrouve dans la capacité de distinguer des affections dermatologiques en fonction de leurs
aspects respectifs avec une précision peu courante digne d'un dermatologue!36. Par contre,
d'autres maux ont pour les populations tribales une nosologie plus floue, la description des
symptOmes internes en particulier est souvent €loignée de la conception médicale la plus simple
et des interventions extérieures (esprits surnaturels, fluides, sorcelleries) sont souvent mises en
avant pour justifier voire décrire les maladies de l'intérieur du corps. En fonction des résultats
de I'étude éthnomédicale pratiquée sur un groupe culturel donné, il est possible de discerner ce
qui dans la médecine traditionnelle proceéde d'une lecture naturaliste de la maladie et qui peut
étre le mieux rapproché de notre conception de 1a maladie. Il est ainsi possible en fonction du
contexte médical du lieu de choisir des maladies et donc les tests appropriés mettant en évidence
l'activité de plantes médicinales. Autrement, ce criblage s'apparente  une entreprise

hasardeuse.

2.1.2. La récolte et l'identification botanique des plantes

La forét du plateau des Guyanes est d'un acces difficile, les seules voies importantes de
communication vers l'intérieur sont les fleuves, hormis quelques lignes d'avions desservant les
principales communes. La forét guyanaise est trés riche en espeéces végétales : les seuls
végétaux supérieurs sont estimés a environ six mille especes. Il existe une grande hétérogénéité
spécifique et les peuplements monospécifiques sont souvent restreints en quantité et dispersés.
Le choix des especes A tester se fera en partie sur des criteres li€s 2 la répartition et &
I'abondance de I'espece sélectionnée donc aux facilités de récolte et de réapprovisionnement.
La constitution de collections d'herbiers pour chaque récolte de plante en vue d'une utilisation
pharmacochimique est indispensable. Car 1'identification exacte des especes tropicales est

réservée aux seuls spécialistes. La possibilité de retrouver une activit€ sur un nouveau lot de
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drogue végétale est lie en premier lieu a la récolte de la boﬁne plante. Pour assurer un
identification rapide et sure, le centre ORSTOM de Cayenne dispose d'un herbier. La quantité
des échantillons d'herbiers récoltés (environ cinquante mille) pour trois mille huit cents espéces
de phanérogames et de ptéridophytes identifiées et présentes dans I'herbier, la qualité de la
conservation des échantillons, la gestion rapide de ces échantillons qui sont envoyés aux
spécialistes mondiaux de taxonomie botanique font de I'herbier un outil trés opérationnel 137, De
plus l'informatisation des collections sous la forme d'une banque de données appelée
"AUBLET" permet maintenant d'obtenir un suivi rapide et actualisé de 1'identification des
échantillons récoltés138. La consultation des collections 2 partir d'un serveur informatisé
permettra dans un futur proche un acces plus rapide aux nouvelles identifications des
collections. La taxonomie botanique est imprécise dans ces régions tropicales mal connues ou la

découverte d'espéces nouvelles est fréquente.
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2.2. TESTS BIOLOGIQUES DE MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES DANS DES
EXTRAITS DE PLANTES

La recherche des principes actifs extraits de plantes est guidée entiérement par les résultats
des tests biologiques spécifiquement choisis. Des tests sur cultures cellulaires de parasites sont
disponibles depuis quelques années pour les protozoaires en particulier les parasites du
paludisme humain. Toutefois certaines molécules antipaludiques comme le proguanil et
l'amodiaquine ne sont actifs qu'apres métabolisation? et donc les modgles in vitro risquent de
donner un faux négatif pour des molécules de ce type, ou des prodrogﬁes. Les tests in vitro
donnent surtout de nombreux faux positifs dus a des cytotoxicités non spécifiques. Les extraits
et surtout les molécules toxiques dans ces modeles parasitaires peuvent toutefois par souci de
rentabiliser le criblage, étre testés secondairement sur d'autres modeles pharmacologiques tels

que les cellules tumorales, les bactéries, les champignons, etc...

2.2.1. Mise en évidence d'une activité antipaludique

22.1.1.  Invigro

Cette activité est dans un premier temps évaluée in vitro par le biais d'un test d'inhibition
2 96 heures. La concentration est choisie en fonction de I'activité in vitro sur la culture de
Plasmodium falciparum du principal antipaludique naturel, la quinine (D.E. 50 = 0.18
pg.mi-1)139, Un extrait alcoolique ou aqueux d'une drogue végétale est la forme galénique
courante d'utilisation populaire des plantes médicinales. En se reportant aux concentrations de
la quinine dans les Cinchona sauvages des Andes (de I'ordre de quelques pour cent 140) et 3
son activité in vitro, les extraits totaux alcooliques des plantes présumées antipaludiques (0,1 2
1 % de substance active) sont testés 2 la concentration de 100 pg.ml-1. Les extraits ayant
montré une inhibition supérieure A 70 % de la parasitémie, sont retenus pour une recherche
d'activité ultérieure.
Dans une mise au point sur les méthodes de triage d'extraits de plantes présumées
antipaludiques, O'Neill et coll.14! montrent en testant in vitro sur P. falciparum des extraits
éthanoliques d'Artemisia annua et A. vulgaris que l'activité antipaludique est concentrée dans
A. annua qui contient I'artémisinine avec une DES0 de 3,9 ug.ml-1 alors que A. vulgaris qui

n'en contient pas, a une tres faible activité (DES0 de 250 pg.mi-1). Dans la méthodologie de



cette expérimentation, les concentrations des extraits éthanoliques de végétaux ont été

respectivement de 500 pg.mi-1 2 0,005 pg.mi-1 testés en dilution de raison 10-1.

1 In viv

L'activité antimalarique est testée in vivo, par le biais du test suppressif de 4 jours dans le
cadre du paludisme expérimental du rongeur A Plasmodium yoelii . Siil y a activité
antipaludique, une DESO0 est établie. Dans les essais mis en place pour cette étude, la
chloroquine a 5 mg.l‘<g'1 donne une inhibition de 100 % de la parasitémie a JS.

Un parasite associ€, Eperythrozoon coccoides, peut troubler le bon déroulement de
l'expérimentation en provoquant une stimulation des défenses immunitaires de la souris croisée
avec celle provoquée par les plasmodium. Cela accentue le caractére erratique des parasitémies
et augmente le temps de survie des souris. Dans nos expérimentations, une parasitose associée
a été soupgonnée. Les souris receveuses des parasites ont alors €té traitées simultanément avec
un arsenical, la néoarsphénamine qui tue les rickettsies sans trop toucher les Plasmodium. Le
traitement est répété sur plusieurs passages de la souche et ensuite les parasites du paludisme ne
sont inoculés qu'a des animaux jeunes fraichement arrivés dans I animalexie-pour éviter toute
recontamination.

Dans un essai portant sur l'activité antipaludique de différents extraits de polarité croissante,
une équipe africaine précédemment citée6 utilise des doses maximales de 400 mg.kg~1 en
solubilisant les extraits dans 1'eau additionnée de polysorbate (tween 80). Le test des extraits
éthanoliques de plantes brésiliennes du genre Potormnorphe 46 s'effectue par voie orale aux doses
de 1250 mg.kg-! d'extraits solubilisés dans l'eau également additionnée de tween 80. Par
contre, 'équipe brésilienne43 qui a testé 148 especes de plantes utilisées traditionnellement
contre la fidvre I'a fait A la dose maximale de 100 mgkg-1. Cette concentration nous apparait
insuffisante compte tenue de I'activité de la quinine sur P. berghei infectant la souris avec une
DES0 de 38 mg.kg-1 et de sa concentration de quelques pour cent dans les extraits totaux
d'écorces de quinquina. Dans notre travail, des concentrations maximales de 1g.kg"1 ont été
choisies pour mettre en évidence l'activité de principes actifs peu concentrés dans les plantes en

fonction des limites techniques liées aux choix du modele et des solvants.
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2.2.1.3. _ choix des solvant d'extraction et de tests

L'éthanol a 70€ est utilisé a la fois dans I'extraction des principes actifs et dans les tests
biologiques.
L'absence de toute toxicité de 1'éthanol et du diméthyl-sulfoxyde (D.M.S.0.)in vitro ala
concentration de (,1% atteinte aux doses essayées, a été montrée dans les contrdles effectués
pour chaque série de tests.
1Is sont utilisés en injections sous-cutanées in vivo. La dose maximale de solvant injectable a
une souris de 20 g + 2g est de 100 (1 par jour pendant quatre jours en injections sous-cutanées
pour les deux solvants. Cette quantité permet d'essayer les extraits de plantes sans trop de
problémes de solubilité jusqu'a 1000 mg.kg‘l. Une dose supérieure de I'ordre de 10 g.kg'1 a
été testée en assurant la dispersion de l'extrait dans le solvant par un surfactant (tween 80) qui a
montré par lui-méme une certaine activité sur la parasitémie des souris.
Comme il a été vu précédemment, 'éthanol est avec 1'eau, 'un des principaux solvants utilisés
dans les préparations médicinales traditionnelles. Le caractére amphotére de I'éthanol et la
solubilité des composés hydrophiles dans I'eau doit assurer une extraction maximale de toutes .

les classes de.composés par 1'éthanol a 70€.
2.2.1.4 _ sélection des tests utilisables

Les tests in vivo sur la souris ont I'avantage de prendre en considération la
métabolisation des principes actifs et leur disponibilité réelle sur le site d'action. Ici, la
concentration du principe actif dans le sang de I'animal est mesurable dans la mesure o il s'agit
d'un produit connu et détectable. Les tests pratiqués sur les principales classes d'antimalariques
montrent la bonne sensibilité du test sur P. berghei infectant la souris.

Pour donner aux tests antipaludiques in virro une plus grande sélectivité, Soto et coll.139 ont
proposé de les comparer a un test de cytotoxicité sur cellules de mammifeéres : le kératinocyte de
cobaye. La comparaison des activités de la quinine a montré que le rapport entre son action
antipaludique et sa cytotoxicité est de I'ordre de 1000 en faveur de I'activité antipaludique.

Toutefois, ce procédé risque d'éliminer des extraits ou l'activité est partagée entre différentes

i
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molécules dont les unes peuvent étre spécifiquement antipaludiques et les autres plus
généralement cytotoxiqﬁes. 1l devrait étre donc utilis€ plutdt pour confirmer l'activité spécifique
de molécules isolées.

D'autres notions doivent étre développées pour 'usage des tests dans des pays en voie de
développement, A savoir les ‘capacités scientifiques disponibles et le cofit des techniques a mettre
en ceuvre. Dans la littérature disponible sur les essais de substances naturelles antipaludiques, la
majorité des criblages, dix travaux sur les douze précédemment cités, se font a partir du test
suppressif sur Plasmodium de souris. Cette technique est simple a mettre en place, ne demande
aucune manipulation stérile et il n'y a pas d'utilisation de milieux synthétiques coiiteux et
difficiles a consefver. La coloration et la lecture des frottis sanguins sont 2 1a portée d'un
microscopiste moyen. La fourniture d'animaux est facile A réaliser en maintenant
convenablement un élevage de rongeurs.

Cette facilité de mise en oeuvre ne se retrouve pas dans les tests in vitro . La culture des
parasites nécessite une bonne maitrise de la culture cellulaire avec des réactifs et appareillages
couteux, I'automatisation demande la manipulation d'éléments radioactifs marqués. La
préférence bour le test sur rongeur semble justifi€e dans un pays ou I'équipement et les

compétences sont en adéquation avec les impératifs décrits ci-dessus.

2.2.2. Mise en évidence d'une activité antileishmanienne

L'unité de recherche ORSTOM 2 Cayenne (2 partir des travaux de Fournet142 sur un
plante bolivienne présumée leishmanicide) a pour la premiére fois A notre connaissance exploré
l'activité d'extraits de plantes présumées leishmanicides. Les conditions d'essai ont du étre
adaptées pour mettre en évidence l'activité de composés faiblement concentrés dans des extraits
de plantes et dont les conditions de solubilisation sont inconnues. De plus comme on I'a vu plus
haut, il n'existe pas un seul modele expérimental suffisamment valable pour permettre une
généralisation ou une transposition immédiate 2 I'homme de I'effet leishmanicide observé. La
démarche employée ici aura été de suivre au plus pres la pathologie locale et la fagon
traditionnelle de la soigner. Toutefois, cet effort méthodologique s'est accompli en plusieurs

étapes du fait des difficultés rencontrées qui ont été de deux types :
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* difficultés spécifiques aux tests biologiques de substances naturelles et a l'interprétation que
l'on peut en donner,
* difficultés inhérentes a la transposition des tests d'un laboratoire a 'autre avec des

équipements différents.

Deux tests in vitro ont ét€ utilisés pour 'étude de l'activité antileishmanienne des extraits:
* Un test d'inhibition de la culture des formes promastigotes de Leishmania mexicana
amazonensis; l'effet des extraits ajoutés a la culture en phase exponentielle, est recherché 48
heures apres leur adjonction. La culture des promastigotes de L. mexicana amazonensis est
assurée en continue sur milieu RPMI 1640 additionné de 10 % de sérum foetal de veau
maintenu a 25 °C, avec réinoculation tous les quinze jours. Ce test comme on l'a vu
précédemment, sur des formes du parasite éloignées des formes pathogeénes n'a qu'une valeur
indicaﬁve de cytotoxicité et il doit étre accompagné par le test sur la forme amastigote des
Leishmania infectant des macrophages.
* Le modele expérimental Leishmania mexicana amazonensis [ macrophage de souris utilise
l'infection in vitro de macrophages péritonéaux de souris par des amastigotes de L.m.
amazonensis 109, Des macrophages péritonéaux résidents sont obtenus par lavage de la cavité
péritonéale de souris et infectés par des amastigotes de L. m. amazonensis provenant de
granulomes de hamsters. Les produits 2 tester sont ajoutés et 1'€tude de leur activité appréciée
par 1'établissement des pourcentages de survie & 48 heures des organismes exposés aux
composés.
Les deux especes de Leishmania présentes en Guyane sont L. braziliensis guyanensis et L.
mexicana amazonensis. Le choix s'est porté sur la seconde espece pour deux raisons
principalés: -
* la facilité de mise culture de L. m. amazonensis qui se développe vite et se montre trés
infestante pour les hamsters alors que L.b.guyanensis se multiplie lentement et son pouvoir

infestant sur les animaux de laboratoire est plus réduit!43,



* L.b.guyanensis donne en Guyane des infections cutanées qui guérissent spontanément apres
un an d'évolution alors que L.m.amazonensis donne a c6té des formes cutanées classiques,
des pathologies cutanées disséminées qui sont difficiles a soigner et qui semblent déborder les
défenses immunitaires de 'h6te144. L'action leishmanicide de composés contre cette espece
pourrait avoir ainsi une portée plus grande.

La toxicité des produits est appréciée par le traitement au bleu trypan des macrophages exposés
seuls aux produits.

La sensibilité du test aux antileishmaniens usuels sur la souche H142 a ét€ évaluée par Guerrin
(tableau N°1) dans le laboratoire du Dr Dedet 2 1'Institut Pasteur de Cayennel45,

Une dissociation nette des résultats des deux antileishmaniens de référence est notée dans les
deux modeles expérimentaux :

* la pentamidine ou Lomidine® se comporte comme un cytotoxique non spécifique aussi actif
sur les promastigotes que sur les macrophages.Elle est active a des doses de l'ordre de 10
pg.mi-1, |

* 'antimoniate de N-méthyl glucamine ou Glucantime® est trés actif sur les amastigotes 2
l'intérieur des macrophages, sans toxicité pour les cellules hotes avec une DESQ inférieure 4 0,3
ug en Sb.ml-1 mais pratiquement inactif sur les promastigotes. L'utilisation du seul test sur les
promastigotes n'est donc pas prédictif pour ce genre de composés. Par contre, les composés
qui montreraient une activité similaire a la pentamidine ne peuvent étre rejetés du fait de la bonne

activité de celle-ci en clinique humaine.

Composés de modeles
référence expérimentaux 1mg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/mi

Promastig.
A survivants 18 61 78 100

Antimoniate de intracell. 0 0 03 19

N-méthyl glucamine B LS.
Macrophages
survivants 60 95 99 99
%
Promastig.

A survivants 0 0 45 70

Méthane sulfonate intracell. - - - 99
de pentamidine B LS.

survivants 10 10 20 ’ 95

Tableau N°1: Activité des antileishmaniens usuels sur les modeles Leiskmania mexicana amazonensis in
vitro au laboratoire de Parasitologie de I'Institut Pasteur de Cayenne.

modele A= promastigotes en culture,

modele B = amastigotes infectant des macrophages de souris.
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Dans le test effectué avec le méme modele amastigotes par nous-mémes dans des conditions

opératoires différentes décrites en détail dans le chapitre 5.2.2.2.1 de la partie expérimentale,

sur une souche différente de L.m.a.(souche LV 79), 1a DESO0 est de 1'ordre de 50 pg en Sb.mi-

1 (tableau N° 2).

Composés de modéles
référence expérimentaux 600 pg/ml 300 pg/ml 150 pg/ml
r F Amastig.
Antimoniate de intracell. 0 3 68
N-méthyl glucamine LS.
Composés de modeles
référence expérimentaux 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
r—— ———————————————————————————————————
W Amastig. T
Antimoniate de intracell. 71 95 98
N-méthy! glucamine LS.
" Tableau N°2 :- Activité du Glucantime®, antileishmanien usuel sur les modéles amastigotes de

Leishmania mexicana amazonensis infectant des macrophages de souris in vitro au laboratoire de
Parasitologie de Chatenay-Malabry.

A cette discordance des résultats, on peut trouver une explication dans les faits expérimentaux

suivants :

La méthode de séparation des amastigotes dans les deux méthodes est différente, dans la

méthode dite "de Cayenne" qui a été utilisée dans la premiére partie du programme, les

amastigotes sont séparés apres broyage- des tissus infectés et centrifugation des débris

cellulaires, par pipetage de la couche intermédiaire solide les contenant. Dans la deuxiéme

méthode indiquée par Rabinovitch, les amastigotes sont récupérés en suspension aprés une
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centrifugation a vitesse plus faible du broyat. L'avantage de la deuxi¢me méthode réside dans la
facilité de récupération d'amastigotes qui sont ainsi peu souillés par les débris cellulaires et donc
plus facilement comptables au microscope a contraste de phase.

Neal et Croft146 ont constaté sur le modele L. donovani infectant le macrophage péritonéal de

souris une différence d'activité des sels d'antimoine, fonction du ratio d'infection des



macrophages par les amastigotes : la DE50 des sels d'antimoine s'étale entre 1,5 et 20 pig en Sb
.ml-! suivant le nombre d'amastigotes par macrophage allant de 1 2 10. Berman et Leel47 ont
montré une différence de sensibilité entre des souches du complexe mexicana aux sels
pentavalent d'antimoine avec une DE50 s'étalant entre 17 et 34 pugen Sb.ml-1 dans les mémes
conditions opératoires.

D'autre part, dans les expériences au laboratoire de parasitologie de Chitenay-Malabry, le
comptage des amastigotes dans les macrophages juste apres infection et dans les quarante-huit
heures de la durée du test, a permis de constater que les amastigotes se multipliaient dans les
macrophages. Cette multiplication doit se faire en fonction de la viabilit€ des macrophages qui
peut étre tres différente suivant la maniére dont a été conduite l'opération de récupération des
macrophages. La stimulation et donc 1a mobilisation des macrophages péritonéaux peut étre
réalisée par injection de particules d'agar dans le péritoine des souris 48 heures avant la récolte
des macrophages. Cela permet d'en récupérer plus, mais les macrophages inflammatoires
activés par des lymphokines ont un équipement enzymatique plus destructeur que les
macrophages dit résidents. Ils contiennent des métabolites réducteur de l'oxygene tres
microbicides!48. L'infectibilité et lé taux de multiplication des amastigotes dans les
macrophages peuvent en étre modifi€s dans une proportion difficilement quantifiable. Neal et
Croft146 utilisent la méthode de stimulation par les particules d'agar sans en préciser les effets
possibles alors que Rabinovitch et coll.109 ont fait la comparaison entre macrophages éllicités
et résidents, dans la mesure de 'effet leishmanicide du méthosulfate de phénazine. Ils n'ont pas
enregistré de différence entre les deux types de macrophages. Les expérimentations conduites &
Cayenne ont été effectuées avec des macrophages résidents, les premiéres expériences
conduites a Chitenay-Malabry l'ont ét€ avec des macrophages stimulés pour augmenter la
quantité de macrophage récoltés par souris et les dernieres expérimentations, de nouveau, avec
des macrophages résidents.

Toutefois, toutes les expériences ont été conduites avec des témoins "infections" et "solvants”,
ce qui permet d'avancer que dans un test donné, un composé ou un extfait a un effet mesuré.
Mais la reproductibilité du test et la comparaison avec l'effet leishmanicide d'autres composés et

fractions sont plus aléatoires. La difficulté de séparer et compter les amastigotes vivants et de
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réussir une infection reproductible avec un taux constant d'amastigotes par macrophage posent
une question méthodologique redoutable : ce test est-il adapté a 1a mise en évidence d'activité de
principes actifs non définis et plus généralement 2 la mise en évidence de composés
leishmanicides ?. Deux remédes pourraient étre proposés pour ce probleme de validation du
modele :

* I'usage des sels d'antimoine comme témoins positifs systématiques dans chaque expérience.
* ]e test de substances présumées leishmanicides sur des amastigotes libres issus de lésion,

maintenus en vie dans un milieu adapté149,
2222 Invivo

L'essai d'activité est réalis€ par infection de souris de lignées consanguines sensibles
(Balb/c) par des amastigotes de Leishmania mexicana amazonensis dans les pattes postérieures.
On pratique de fagon concommittante une injection sous-cutanée des composés actifs in vitro et
cela pendant 5 jours. On observe pendant huit semaines consécutives 1'accroissement des
1ésions cutanées des souris en mesurant une fois par semaine, 'épaississement des pattes
postérieures. On rapporte les résultats a ceux des antileishmaniens usuels, ici lc.s sels
d'antimoine qui servent de témoins curatifs. L'utilisation de lignées de souris sensibles comme
les BALB/c permet de mesurer l'effet du composé€ seul. Car ces souris ne semblent pas réagir
immunologiquement a l'infection et meurent au bout d'une quinzaine de semaines si elles ne
sont pas sacrifiées auparavant. Les médicaments efficaces chez 'homme ne font que ralentir le
processus infectieux a des doses trés importantes chez ces souris comme on peut le voir sur le
graphe N°1 qui reporte l'activit€ du Glucantime en injections sous-cutanées et intralésionnelles.
Ce test, utilisé€ tel quel pour les premiers essais, a ét€ modifi€ ensuite pour se rapprocher le plus
possible des conditions traditionnelles d'utilisation des drogues végétales et pour diminuer la
quantité de principe actif & utiliser dans chaque expérimentation. L'extrait ou le principe actif
isol€ sont mis en contact avec l'animal infecté€ aprés quinze jours d'infection, la leishmaniose est
franchement installée avec appa;rition du nodule caractéristique comme dans le cas du traitement

traditionnel de la leishmaniose chez 'homme.
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mesure des pattes en mm
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Graphe N°I : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

79 du Glucantime ® en injections sous-cutanées et en infiltration
6 - . .
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5 —&— Témoin

1
4 -

3 -
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durée du test en jours

D'autre part, I'injection des produits se fait en une seule fois au niveau de la patte infectée par
injection intralésibnnelle, ce qui est comparable 2 1'application des extfaits ou des poudres de
plantes sur les 1€sions en médecine populaire. Cette maniére de procéder économise du produit
et permet une premiere constatation d'activité qui peut éwre confirmée par la suite par un
traitement général. L'utilisation de topique en thérapie antileishmanienne est une chose courante
pour les sels d'antimoine et fait 'objet de recherches cliniques pour des principes actifs en

développement comme le kétoconazolel30,
hoix lv !

Le tableau N°3 montre dans une premiére approximation, qu'aux concentrations utiles
pour dissoudre les extraits de plantes, les principaux solvants organiques sont trop toxiques
pour les cellules utilisées dans les tests in vitro. La premiére phase du triage a donc utilisé 1'eau
a la fois comme solvant d'extraction a chaud des principes actifs des plantes et comme solvant

de solubilisation de ces principes actifs pour les tester sur les cultures cellulaires. Au début des



essais, un procédé particulier de solubilisation dans I'eau qui augmente la solubilité des

composés hydrosolubles au démriment des composés apolaires a été utilisé.

solvants modéles
testés expérimentaux 10 % 5% 2% 1% 0,5 %

Promastig.
A survivants 0 0 7.1 36,2 46,2

Ethanol absolu - Amastig

% _
Diméthylsulfoxyde k‘ Amastig.

Glycérol Amastig.
intracell, 34 54 66 67 68

Promastig.

Alcool iso-amylique Amastig.
intracell. - - - - -

B IS
Macrophages
survivants 0 0 0 0 0

Tableau N°3 : Activité de différents solvants organiques sur les modéles Leishmania mexicana
amazonensis in vitro

modele A= promastigotes en culture,

modele B= amastigotes infectant des macrophages de souris.



11 faut donc pour obtenir des résultats reproductibles, avoir une indicat:on sur la solubilité des
extraits. A cet effet, sont réalisés deux types d'essais de solubilité:

*]'essai de solubilité simple:

11 permet d'obtenir la solubilité 2 la limite de la saturation. L'extrait dissous dans des tubes a
essais par sonification est ensuite centrifugé. La lecture se fait par observation du fond des
tubes 2 essais sur un papier quadrillé. On considere étre au dela du maximum de solubilité
lorsque le culot est suffisamment opaque pour cacher le quadrillage.

*]'essai de solubilité "différentielle":

11 a pour but de concentrer au maximum les composés chimiques directement dans les milieux
de culture utilisés dans les tests. Ces milieux étant de nature aqueuse, les substances polaires
seront plus concentrées que les non-polaires, d'ou I'appellation de "différentielle”. L'extrait mis
en contact avec le milieu par sonification a raison d'une concentration arbitraire de 50 mgml-1,
est ensuite centrifugé.Le surnageant est destiné en partie aux essais biologiques, l'autre partie
permettant .de déterminer sa concentration.

La dose maximale essayée est relativement importante soit 2 mg.ml'1 de milieu de culture
compte tenu de la solubilité trés médiocre dans l'eau des composés des plantes apolaires comme
les terpénes. Des composés synthétisés, chimiquement définis, ont été testés a des
concentrations de 1mg.mi-! de milieu de culture!51. Dans cette publication, leur solubilisation
est assurée directement par le milieu de culture, c'est a dire un tampon additionné de sérum
foetal de veau. Si les molécules ne sont pas solubles dans le milieu, elles sont mises en
suspension dans le milieu et stabilisées par addition d'un surfactant le tween 80. Toutefois, le
tween 802 0,5 % a montré une forte activité inhibitrice dans un test sur L. m. amazonensis

infectant le macrophage dans notre laboratoire (tableau N°4),
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Composés de modéles

référence expérimentaux

Ethanol Amastig.
intracell.
LS.

NaOH N/10 Amastig
intracell
LS.

HCIN/10 Amastig
intracell

Tween 80 Amastig
intracell
LS.

0,1 %

-
237
1% —
201
182

—

b ————_——————_—— i —E—— e L . (L e ———_———— e ]

T'ableau N°4 : essais de divers solvants sur le modéle amastigotes de Leishmania mexicana ama-
zonensis infectant des macrophages de souris in vitro au laboratoire de Parasitologie de Chatenay-

Malabry.

Pour permettre l'essai des fractions et composés apolaires isolés par guidage biologique et

comme l'activité doit augmenter avec la purification des principes actifs, des concentrations trés

faibles de diméthylsulfoxyde ont ét€ testées sur les modeles in vifro et donnent des résultats

acceptables pour le mode¢le amastigote 2 des concentrations inférieures ou égales a 0,1 % de

DMSO dans le milieu (tableau N°5).

solvants
testés

modéles
expérimentaux

0,5 %

0,2 %

0,1 %

0,01 %

Diméthylsulfoxyde

survivants
%

82

61

99

100

76

100

97

100

100

100

96

Tableau N°3 : Activité du diméthylsulfoxyde a de plus faibles concentrations sur les modé¢les
Leishmania mexicana amazonensis in vitro
modele A= promastigotes en culture,
modéle B= amastigotes infectant des macrophages de souris.
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2.2.2.4. électio s tests utilisabl

Dans la premiére phase du triage, la sélection des plantes a été faite a partir des résultats
des tests in vitro, en fonction du type d'activité qui peut étre soit cytotoxique en se comportant
comme la pentamidine ou plus spéciﬁquement actifs sur les amastigotes infestant les
macrophages comme les sels d'antimoine. On ne peut raisonnablement éliminer dans cette
phase in vitro les extraits simplement cytotoxiques sans passer a coté de produits dont i‘activité
est comparable a celle de 1a pentamidine.

D'autre part, les extraits totaux de plantes actives in vitro auraient pu étre testés directement in
vivo en utilisant le procéd€ d'injection intralésionnelle sans procéder au préalable a 1'extraction
des principes actifs par guidage biologique in vitro. Ce test est plus sensible que le test par voie
générale. L'essai des sels d'antimoine en injection intralésionnelle par rapport a I'injection sous-
cutanée permet de diviser la dose active par cinq avec un effet curatif supérieur. On pourrait
ainsi concentrer ces efforts sur les extraits réellement actifs in vivo et économiser ainsi des

moyens. Les tests in vivo sont plus faciles 2 mettre en ceuvre que les tests in vitro dans un

laboratoire faiblement équipé pour les mémes raisons que pour les essais antipaludiques.
Toutefois, 1a durée plus longue des tests in vivo (environ huit semaines pour chaque série de

tests) est un facteur limitant de son usage.
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2.3. FRACTIONNEMENT DES PLANTES PAR GUIDAGE BIOLOGIQUE

2.3.1. Criteres de sélection des plantes

Le premier critere de sélection des plantes de la flore guyanaise est évidemment l'action
contre la leishmaniose et contre le principal symptdme du paludisme, la fievre, qui leur est

conférée en médecine traditionnelle par les populations locales .

2.3.1.1, rit¢res bibliographi

Une recherche bibliographique la plus compléte possible doit €tre entreprise sur les
especes botaniques correctement identifiées durant la phase de criblage préliminaire. Elle
indiquera soit 1'absence de publications chimiques ou pharmacologiques pour I'espéce indiquée
soit l'intérét des publications sur des genres ou especes voisines permettant d'envisager de
trouver dans les taxons testés des composés chimiotaxonomiquement proches de composés

connus a activités antiparasitaires ou cytotoxiques.

2.3.1.2 itéres d' ovisionnement

A partir des résultats du triage préliminaire, un réapprovisionnement important de l'ordre
du kg en poids sec des organes des plantes positives est nécessaire. Ici, intervient la
disponibilité dans le milieu naturel de la plante qui fait éliminer les plantes rares ou de trés petite
taille. Il faut noter que de la sélection par les tests ir vitro résulte un grand nombre d'extraits
positifs, et ceci peut laisser 1'équipe dans l'embarras pour choisir les plantes a travailler en
priorité. Les critéres de nouveauté phytochimique et d'abondance permettent de sélectionner les

plantes pour l'isolement des principes actifs par guidage biologique.

2.3.2. Principe des fractionnements

Pour la plupart des espéces récoltées, les divers organes de la plante sont séparés les uns
des autres, desséchés séparérrient a une température ne dépassant pas 45°C_et broyé€s finement.
Sur les organes utilisés en médecine traditionnelle, on effectue des tests chimiques permettant
de préciser les classes de composés présents dans les plantes : alcaloides, quinones,

saponosides, stérols et triterpénes, cardénolides, iridoides, composés phénoliques dont les
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tannins, les pigments flavoniques suivant la méthodologie reprise de Jacquemin et décrite dans
Grenand et col.129. Les résultats de ces tests donnent une indication sur l'extraction possible
d'une catégorie précise de composés qui peuvent €tre en toute hypothése considérés comme
responsables de l'activité de l'extrait total. Si aucun résultat significatif ne se dégage de ce test
préliminaire, la méthodologie générale d'extraction est suivie (schéma N°4). Cette méthode est
inspirée de celle préconisée par 1'équipe de Philipson pour la reqherche d'antipaludiques
d'origine naturelle!4!. Les deux variantes par rapport A la méthode de Philipson sont :

* Le marc n'est pas repris pai' I'eau apres épuisement par 1'éther de pétrole et par le méthanol,
* la phase aqueuse résultante du partage chlorure de méthyléne/eau est partagée de nouveau
entre l'eau et le butanol, ce qui permet de séparer les composés trés polaires comme les tannins

des moins polaires comme la plupart des saponosides qui passent dans le butanol.

Matiére Végétale |
Dégraissage 2 1'éther
de pétrole
Marc
Marc
méthanol pendant 60 h
Extrait évaEré
Eau 1 Volume CH2CL2 2 Volumes
Extrait aqueux Extrait au dichlorométhane
n-butanol ~| résidu aqueux lyophilisé
Extrait butanolique

Schéma N4 : Principe général d'extraction
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Des chromatographies analytiques sur couches minces dans phisieurs mélanges de solvants de
polarité croissante, sont faites systématiquement sur chaque fraction, avec révélation a l'acide
chlorhydrique aprés chauffage. Elles permettent d'orienter le choix méthodologique (tests des
fractions directement sur 1'animal ou séparation des composés avant test) en fonction de la
complexité du mélange des constituants. Les mélanges éluants suivants sont utilisés : chlorure
de méthylene avec un pourcentage variable d'acétate d'éthyle pour séparer les composés
apolaires, chlorure de méthyléne avec un pourcentage variable de méthanol pour séparer les
composés moyennement polaires et un mélange ternaire acétate d'éthyle, méthanol,eau, pour les
composés polaires.

La séparation des constituants est faite 4 'aide de chromatographies sur colonne avec des
silices de granulométrie variable en colonnes ouvertes ou a basse pression suivant la méthode
décrite par Still 152 et en chromatographie liquide haute pression a une pression de 10 bars. La
purification des molécules est réalisée par des chromatographies sur couche épaisse de silice et

des recristallisations dans différents solvants.
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2.4. IDENTIFICATION DES PRINCIPES ACTIFS ET EXTENSIONS

Les composés isolés dans ce type d'extraction par guidage biologique appartiennent a
toutes les classes de composés possibles et sont la plupart du temps peu originaux. Is sont

identifiés par les méthodes usuelles de I'analyse structurale, spectrales en particulier.

2.4.1. Essais sur des analogues

1l est souvent possible de compléter I'investigation en effectuant des tests sur des
composés voisins pour vérifier s'ils possédent une activité biologique plus intéressante.
L'illustration de cette proposition sera faite dans la partie résultat de ce travail a travers deux
exemples : les analogues de synthése d'une benzoquinone naturelle et les analogues

pharmacologiques d'inhibiteurs d'enzymes, les lignanes.

2.4.2. Pistes chimiotaxonomiques a suivre en fonction de la classe
chimique du composé actif isolé

Une activité intéressante sur une espece d'une flore donnée doit Etre complétée par la
recherche de cette activité dans les especes du méme genre. Souvent l'usage traditionnel réunit
celles-ci dans une indication médicinale unique, ce qui peut se rapprocher de ce que I'on
observe souvent en phytochimie ol les especes d'un méme genre contiennent des composés
trés voisins. La bibliographie sur les plantes antiparasitaires peut aussi orienter un choix en
cherchant des composés actifs au sein du genre, voire dans la méme famille d'une espéce
connue pour son activité parasiticide. Il a été ainsi recherché des dérivés de l'artémisinine dans

une trentaine d'especes d'Artemisia 36.
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2.5. CONFIRMATION D'ACTIVITE IN VIVO

La confirmation d'activité in vivo est tributaire de la quantité de principe actif isolé et c'est
souvent le principal facteur limitant des recherches d'activité biologique de substances
naturelles. Il est possible de pallier cette difficulté lorsque 1a molécule découverte n'est pas trop
difficile a synthétiser. Cette approche a été retenue dans le cas d'une plante potentiellement
leishmanicide, Faramea guianensis (Aublet), dont I'étude est présentée dans la troisieéme partie
de ce travail. Les composé€s naturels actifs in vitro, n'étaient pas présents d'une fagon
permanente dans les différents lots de la plante apres des réapprovisionnements sur d'autres
sites.

Parfois 'activité s'est diluée du fait de la partition de plusieurs principes actifs situés dans des.
fractions de polarité différente.

La perte d'activité peut €tre due aussi 2 la fragilit€ des composés actifs isolés.

Pour ne pas alourdir la lecture des résultats des tests, les tableaux et graphes des plantes
aux activités les moins significatives sont placés dans la partie expérimentale. Pour chaque
tableau, schéma ou graphe placés dans la partie expérimentale, la page ou ils se trouvent, est

indiquée dans le texte.
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3.1. SUBSTANCES NATURELLES A ACTIVITE ANTIPALUDIQUE

3.1.1. Inventaire des plantes fébrifuges de Guyane Francgaise et du
Surinam

Dans les pharmacopées des groupes amérindiens et créole de Guyane!29, cent-quinze
plantes fébrifuges ont été recensées (tableau N° 6). Dans 1'étude encore en cours des
pharmacopées des Noirs Marrons du Surinam, trente-neuf plantes fébrifuges sont recensées
sous leurs noms vernaculaires (tableau N°7). Une partie des plantes récoltées ont été€ identifiées

et seulement certaines d'entre elles ont fait I'objet de 1'étude de leur activité antipaludique.

Justicia pectoralis NJ. Jacquin ACANTHACEAE
Pfaffia iresinoides Sprengel AMARANTHACEAE
Furcrea faetida Haw AMARYLLIDACEAE
Hymenocallis tubiflora Salisbury )

Annona ambotay Aublet ANNONACEAE
Annona haematantha Miquel "

Guatteria discolor R.E. Fries "
Unonopsis guatterioides (A. de Candolle) R.E. Fries "
Xylopia frutescens Aublet "
Xylopia longifolia (Sagot) R.E. Fries "
Allamanda cathartica Linnaeus APOCYNACEAE
Aspidosperma album (Vahl) Bentham "
Condylocarpon guianense Desfontaines !
Geissospermum argenteum Woodson "
Geissospermum laeve (Vellozo) Miers "
Lacmellea aculeata (Ducke) Monachino "
Mesechites twrifida (NJ. Jacquin) Mueller-Argoviensis "
Odontadenia cururu (Martius) K. Schumann "
Odontadenia nitida (Vahl) Mueller-Argoviensis "

Philodendron linnaei Kunth ARACEAE
Aristolochia staheli O.C. Schmidt ARISTOLOCHIACEAE
Aristolochia trilobata Linnaeus "

Emilia sonchifolia (Linnaeus) de Candolle ASTERACEAE

Eupatorium triplinerve Vahl

Hebeclinium macrophyllum (Linnaeus) de Candolle "
Mikania cordifolia (Linnaeus {.) Willdenow "
Mikania guaco Humboldt & Bonpland "
Mikania micrantha Humboldt, Bonpland & Kunth "
Pluchea symphitifolia (Miller) Gillis "
Rolandra fruticosa (Linnaeus) O. Kuntze "
Wulffia baccata (Linnaeus f.) O. Kuntze "
Arrabidaea candicans (L.C. Richard) de Candolle BIGNONIACEAE
Macfadenya unguis-cati (Linnaeus) A. Gentry "
Mansoa alliacea (Lamarck) A, Gentry "
Schlegelia violacea (Aublet) Grisebach "
Tabebuia capitata (Bureau & K. Schumann) Sandwith "
Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson N

Cetba pentandra Gaertner BOMBACACEAE
Cereus sp CACTACEAE

Cassia alata Linnaeus CAESALPINIACEAE
Hymenaea courbaril Linnaeus "

Combretum rotundifolium Richard COMBRETACEAE
Momordica charantia Linnaeus CUCURBITACEAE
Cyperus diffusus Vahl CYPERACEAE
Cyperus haspan Linnaeus !

Kyllinga odorata Vahl "

Kyllinga pumila Michaux )
Thamnomyces rostratus Mont. DIATRYPACEAE
Sloaneasp - ELAEOCARPACEAE
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Euphorbia hirta Linnaeus

Phyllanthus amarus Schumann & Thonning
Phyllanthus caroliniensis Walter
Phyllanthus niruri Linnaeus
Phyllanthus urinaria Linnaeus
Plukenetia abutifolia (Ducke) Pax & Hoffmann
Sapium ciliatum Hemsley

Coutoubea ramosa Aublet

Coutoubea spicata Aublet

Alloplectus coccineus (Aublet) Martius ex G. Don
Columnea calotricha J.D. Smith
Drymonia campostyla Leeuwenberg
Episcia kohlerioides Lecuwenberg
Hyptis lanceolata Poiteau

Ocimum micranthum Willdenow
Potalia amara Aublet

Psittacanthus spp

Lycopodium cernuum Linnaeus
Stigmaphylion convolvulifolium (Cavanilles) Adr. Jussieu
Stigmaphyllon hypoleucum Miquel
Tetrapterys discolor (GF.W. Meyer) de Candolle
Hibiscus abelmoschus Linnaeus

Sida spp

Abuta barbata Miers

Tinospora crispa (Linnaeus) Miers
Siparuna emarginata Cowan

Siparuna guianensis Aublet

Eugenia sp nov.

Sauvagesia erecta Linnaeus

Ludwigia hyssopifolia (G. Don) Exell
Catasetum barbatum Lindley
Epidendrum paniculatum Ruiz & Pavon
Rodriguezia lanceolata Ruiz & Pavon
Alexa wachenheimi R, Benoist
Dipteryx punctata (Black) Amshoff
Erythrina fusca Loureiro

Ormosia coutinhoi Ducke

Petiveria alliacea Linnaeus

Peperomia spp

Potomorphe peltata Miq.

Cympogon citratus Linnaeus
Pogostemon patchouli

Cowtarea hexandra K. Schumann
Faramea multiflora A. Richard
Manettia coccinea (Aublet) Willdenow
Psychotria ulviformis Steyermark
Fagara rhoifolia (Lamarck) Engler
Cupania hirsuta Radlkofer

Paullinia anodonta Radlkofer

Bacopa monnieri (Linnaeus) Wettstein
Lindernia crustacea Mueller-Argoviensis
Scoparia dulcis Linnaeus

Selaginella spp

Picrolemma pseudocoffea Ducke
Quassia amara Linnaeus

Simaba cedron Planchon

Simaba morettii Feuillet

Simarouba amara Aublet

Smilax spp

Cyphomandra endopogon Bitter
Eryngium foetidum Linnacus

Urera caracasana (NJ. Jacquin) Grisebach
Citharexylum macrophyllum Poiteau
Lantana camara Linnaeus

Renealmia guianensis Maas

Renealmia monosperma Miquel

TABLEAU N°6 (suite) : PLANTES FEBRIFUGES DES "PHARMACOPEES TRADITIONNELLES EN GUYANE"

EUPHORBIACEAE

GENTIANACEAE
GESNERIACEAE

"

"

LAMIACEAE

LOGANIACEAE
LORANTHACEAE
LYCOPODIACEAE
MALPIGHIACEAE

MALVACEAE
MENISPERMACEAE
MONIMIACEAE

MYRTACEAE
OCHNACEAE
ONAGRACEAE
ORCHIDACEAE

PAPILIONACEAE

"

"

PHYTOLACCACEAE
PIPERACEAE

POACEAE
RUBIACEAE

"

RUTACEAE
SAPINDACEAE

SCROPHULARIACEAE

SELAGINELLACEAE
SIMAROUBACEAE

SMILACACEAE
SOLANACEAE
UMBELLIFERAE
URTICACEAE
VERBENACEAE

ZINGIBERACEAE




Tableau N°7 : Plantes fébrifuges des Noirs Marrons
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NhMS {FAMILLE Gere Espéce Nom vern S Nom vem B Nom vem D
57] Acanthacese Justicia pectoralis NJ. Jacquin vodu wi tonewi tone wi
113 Justicia pectoralis N.J. Jacquin papawi tone wi
230§ Annonaceae Annona sericea Dunal pikisatokopepe
363 Duguetia calycina R. Benoist ukutiki
345 sandwithii R E. Fries ukutiki
331 P pikisatokopepe ukutili
70 ukutiki
368 spixiana Martius ukutiki
1621 Apiaccae Eryngium  foetidum Linnaeus mujekwentu
510§ Apocynaceae Bonafousia undulata (Vahl) de Candolle meéliki tiki
4861 Araceae Dieffenbachia p donkén
3571 Araliaceae Didymopanax morototoni (Aublet) Decaisne & Planchon }ataple tobitutu
621§ Asteraceae Mikania P dontwa
367 Rolandra | fruticosa (Linnaeus) O. Kuntze mandjadjawi
124} Bignoniaceae Mansoa standleyi (Steyermark) A. Gentry ajuntétej
359 Memora  flaviflora (Miquel) Pulle jenatited;j
43 Clusiaceae Vismia guianensis (Aublet) Choisy bébakapindiapao
4314 Lamiaceae Hyptis Ia.nceolata Poitegu konupuwi
3523Malpighiaceae Stigmaphyllon p djangafututataj konkonikasaba
511]Melastomataceae ileandra pulverulenta (de Candolle) Cogniaux majowé
707 Miconia P bitapumba
200 Miconia holosericea (Linnaeus) de Candoile ditifebe
509{Mimosaceae Inga K mie
235 fejfifinga
455 Inga paraensis Ducke weko
521 splendens Willdenow niazi
135 Newtonia suaveolens (Miquel) Brenan pikinmisiki
153 Pithecellobium i glomeratum (de Candolle) Bentham djabe
149{ Monimiaceae Siparuna guianensis Aublet febepao kapasitiki
i6 ftbepao
596 Poaceae Guadua p tchan pé
552 Ichnanthus breviscrobs Doell pénpin
275i{Pteridaceae Adiantum glaucescens Klotzsch wakuwi
340i Rubiaceae Borreria L pikibokopangi djadjawi
610 djadjawi
3613 Rutaceae Monieria trifolia Linnaeus mésa
406{Sapindaceae Paullinia alata (Ruiz & Pavon) G.Don fejfifinga
355{Solanaceae Solanum asperum L.C. Richard asonitabaku folosutiki
322 stramonifoliwm N J. Jacquin matongamaka
129 matongamaka
354 Ulmaceae Trema micrantha (Linnaeus) Blume pikutupao misobosobi
251 piikutupao




3.1.2. Les bois de litieres des singes écureuils (Saimiri sciureus)

A l'occasion des recherches sur un vaccin antipaludique produit a partir du modéele
Saimiri sciureus infecté par P. falciparum 23, 'équipe du laboratoire de Parasitologie de
I'nstitut Pasteur de Cayenne a constaté quelques faits expérimentaux 153 :

* les parasitémies des singes apres iﬁfccrion par les protozoaires montaient peu par rapport a ce
qui était attendu malgré la splénectomie. |

* A la suite de ces observations, deux modifications dans les conditions d'élevage sont
intervenues pour tenter de rétablir une montée normale de la parasitémie :

- la premiére a ét€ de traiter les singes contre une infection bactérienne a Klebsellia pnewnoniae
qui était soupgonnée intervenir dans la multiplication érythrocytaire des Plasmodium. Apres le
traitement antibiotique, la parasitémie a monté normalement et parallelement I'équipe de
1'Tnstitut Pasteur de Cayenne a isolé et identifié des cultures de K. pneumnoniae une famille de
toxines bactériennes polypeptidiqhes, les plasmocidines a forte activité antipaludique. Ces
polypéptides agiraient par chélation du fer et ne sembleraient pas toxiques pour les mammiféres
hotes. Ce travail a fait 'objet d'un brevet déposé par I'Institut Pasteur!4,

- La seconde modification a concerné la litiére des animaux, composée de bois de sciure
provenant des scieries de bois précieux tropicaux provenant des foréts guyanaises qui a été
remplacée par une litiére synthétique. Ce changement de litiére aurait permis également aux
singes €cureuils de retrouver une parasitémie normale.

Ces deux séries d'observation seraient indépendantes selon le Dr Dedet!95,

Une enquéte a été menée aupres des scieries pour déterminer les espéces d'arbres qui entrent
dans la composition de la sciure livrée a 1'Institut Pasteur. Ces arbres sont connus en Guyane
sous leur noms commerciaux qui sont aussi les noms vernaculaires donnés par la population
créole (tableau N° 8). Ces bois ont été récoltés de nouveau en forét avec la constitution
simultanée de collections d’herbier et 1'extrait méthanolique de chaque tronc a été testé de
nouveau (tableau N°9). Les extraits positifs aux tests antipaludiques in vitro ont fait I'objet

d'une extraction suivant le schéma général décrit ci-dessus.
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Nom vernaculaire N° ¢’ IDENTIF. org.testé % d’inhibition des cultures 4 96 h
plante témoin solvant

Angélique A.C. 190 B.T. 11.19 0.00

Bois violet A.C. 187 B.T. 95.00 7.49

Cedre A.C. 188 B.T. 0.00 0.00

Goupi A.C. 189 B.T. 4.58 0.00

Grignon franc A.C. 193 B.T. 44.79 14.70

Saint Martin jaune  A.C. 194 B.T. 99.86 14.70

Saint Martin rouge  A.C. 191 B.T. 85.69 7.49

Wacapou A.C. 195 B.T. 96.50 7.49

Wapa A.C. 192 B.T. 0.00 0.00

Tableay N°8 : activité antipaludique in vitro des bois commerciaux constitutifs des litieres des singes Saimiri.

LNom vernaculaire  Correspondance avec les noms scientifiques FAMILLE N°herbier % d'inhibition
Angélique Dicorynia guianensis Amshoff CAESALPINIACEAE MS740 11
Bois violet Peltogyne spp ! MS 810 -
Cidre Ocotea spp LAURACEAE MS 746 -
Goupi Goupia glabra Aublet CELASTRACEAE JFL -
Grignon franc Ocotea rubra Mez LAURACEAE MS 742 -
Saint Martin jaune Hymenolobium flavum Kleinhoonte PAPILIONACEAE MS 744 100
Saint Martin rouge Andira coriacea Pulle " MS 741 100

Andira coriacea Pulle " MS 811 -
Andira inermis (Wright) Humboldt, Bonpland & Kunth " DS 2103 -
Wacapou Wacapoua americana " MS 745 -
Wapa Eperua spp CAESALPINIACEAE MS743 O

Tableau N°9 : identification botanique et activité antipaludique in vitro des bois commerciaux constitutifs des
bois de litiere des singes Saimiri.
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3.1.3. Triage in vitro sur Plasmodium falciparum : sélection -des plantes a
étudier

Les plantes issues des médecines traditionnelles les plus accessibles ont été récoltées pour
subir les tests. Quelques unes d'entre elles ( HJ et AF) ont été ramassées antérieurement par des
colleégues phytochimistes de 'ORSTOM. Les drogues végétales sont conservées dans de
bonnes conditions dans la salle 8 humidité controlée de 'ORSTOM de Cayenne. Des
percolations des plantes sont faites sur 50 g de 1'organe broyé utilisé en médecine traditionnelle.
La drogue végétale est mise a macérer pendant 24 heures dans 1'éthanol a 70€ et épuisée ensuite
jusqu'a disparition de toute coloration. L'éthanol est distillé sous pression réduite et la solution
aqueuse restante est lyophilisée. La conservation des extraits secs en Guyane se faita - 20°C a
I'abri de la lumigre pour éviter les décompositions des principes actifs. Les extraits secs sont
ensuite remis en solution dans 1'éthanol a 70€ pour subir les tests antipaludiques in vitro. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la parasitémie des extraits €éthanoliques
par rapport au pourcentage d'inhibition de la parasitémie du solvant. Dans le tableau N° 10
figurent les résultats de 1'activité antipaludique sur P. faiciparum in vitro des extraits
éthanoliques des plantes sélectionnées. Cent-dix-neuf extraits représentant cént-quatre especes
ont ainsi été testés. Quarante-neuf extraits représentant quarante-trois espéces ont une activité
inhibitrice de la parasitémie supérieure a 70% et ont été retenus pour des études ultérieures. Les
familles des ANNONACEAE et des MENISPERMACEAE montrent une homogénéité d'activité qui
peut étre imputable en toute hypothése a la présence d'alcaloides dans la plupart des espéces de
ces familles.
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FAMILLE

ANNONACEAE

ARISTOLOCHIACEAE

ASTERACEAE

BOMBACACEAE
CANNACEAE
CLUSIACEAE

CUCURBITACEAE

Esptce

AMARANTHACEAE
AMARYLLIDACEAE

Pfaffia glauca (Martius) Sprengel

Furcrea foetida (Linnaeus) Haworth

Crinum erubescens W. Aiton

Hymenocallis tubiflora Salibs

Dugetia sandwithii R E. Fries

Dugetia sandwithii R.E. Fries

Dugetia sp

Dugetia sp

Dugetia eximia Diels

Dugetia eximia Diels

Dugetia calycina R. Benoist

Guatteria sp

Anaxagorea sp

Rollinia excusa (Dun) A.D.C.

Guatteria scandens Ducke

Dugetia friesii Jansen-Jacobs

Annona muricata Linnaeus

Guatteria discolor R E. Fries

Guatteria sp

Unonopsis guatterioides (A. de Cand.) R.E. Fries
Guarteria ouregou (Aublet) Dunal
Ununopsis stipitata Diels

Lacmelea aculeata (Ducke)Monachino
Mesechites trifida (N.JJ.) Mueller Arg.
Allamanda cathartica Linnaeus

Bonafousia undulata (Vahl) de Candolle
Condylocarpon guianensis Desfontaines
Condylocarpon guianensis Desfontaines
Odontadenia puncticulosa (A. Richard) Pulle
Himathanthus cf articulatus (Vahl) Woodson
Himathanthus cf articulatus (Vahl) Woodson
Aristolochia staheli O.C. Schmidt
Aristolochia sp

Mikania cf guaco H. et B.

Mikania cf guaco H. et B.

non identifié

Rollandra fructicosa (L.) O. Kuntze

Wulfia baccata (L.) O. Kuntze

Emilia sonchifolia (L.) de Candolle

Ayapana triplinervis (Vahl) King et Robinson
Mikania micrantha H.B.K.

Mikania cordifolia (L.) Willdenow

Memora flaviflora (Miq) Pulle

Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry

Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry
Macfadenya uncata (H.C.A.)Sprayer et Sanduir
Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich.

Mansoa sp

Mikania sp

Macfadenya unguiscati (L.) A. Gentry

Ceiba pentandra Gaertner

Cana indica Lianneus

Vismia cayennensis (NJJ) Persoon
Momordica charantia Linnaeus

N° d'herbier| organe
testés
anas
JFK 61 P.E.
MS 315bis [F.
JFK 60 Eu.
MS 561 .
MS 345 F.
MS 345 E.T
MS 331 E.T.
MS 331 F.
MS 123 F.
MS 123 E.T
MS 363 E.T.
JIDG 7672 [E.T.
JIDG 7680 [E.T.
JIDG 7828 |E.T.
JIDG 8089 |F.
JIDG 6301
JFK 119 .
HJ 2325 .T.
JIDG 6472 |F.
HJ 1890 .T.
JFK 65 .T.
JIDG 5837 [P.A.
JIDG 7473 [E.T.
HJ 1725 .
JFK 100 .T.
MS 205 .T.
MFP.514 [F.
MF.P.514 |T.
JFK 145
JFK 147 |F.
JFK 147 |T.
CM 1147 |[T.
MS 210 T.
HJ 2212 .
HI 212 |T.
MS 351 LA,
JFK 19 E.
JFK 71 E
JFK 79 .E
JFK 80 P.E.
HJ 1609 |P.A.
HJ 1430 [P.A.
MS 359 T.
PetG 1976 |F.
PetG 1976 [T.+R.
JFK 75 P.E.
HJ 1461 |T.
MS 731 T.
MS 716 |P.E.
MS 749 P.E.
AC 185 E.T.
JFK 84 - [P.E.
JFK 125 [E.T.
JFK 104 |P.A.

% d'inhibition des

cultures296 h
Plante J témoin solvant
sEeasEan aEnEENEEENR
8.20 18.03
1242 11.62
68.55 0.00
93.75 21.00
99.27 13.86
100.00 4385
99.35 1.29
92.23 1.29
100.00 4.52
100.00 20.71
100.00 6.80
100.00 6.80
100.00 6.80
2241 5.74
7.12 9.55
99,78 0.00
25.27 0.00
99.42 0.00 '
98.28 0.00 !
11.17 000
96.67 14.70
100.00 14.70
29.11 9.55
28.51 5.59
8.20 0.00
85.75 091
2471 5.74
44 82 5.74
0.00
0.00
0.00
87.73 7.56
26.12 20.70
33.62 4,52
13.36 4.52
7.60 4385
26.23 18.03
12.62 1.66
18.81 1.66
071 1.66
16.51 5.59
6.62 0.00
98.40 6.80
52.87 5.74
75.86 5.74
53.11 18.03
6.62 0.00
0.00 0.00
91.31 5.63
5.00 0.00
0.00 0.00
6.69 0.00
26.27 0.00
9.69 0.00

Tableau N°10 : Résultats de 1'activité anti-paludique sur Plasmodium faciparum in vitro des ex-
traits éthanoliques de plantes sélectionnées .
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FAMILLE

CAESAILPINIACEAE
CAPRIFOLIACEAE
ELAEOCARPACEAE
EUPHORBIACEAE

GENTIANACEAE

LAMIACEAE
LOGANIACEAE
LYCOPODIACEAE
MALVACEAE
MALPIGHIACEAE
MELASTOMACEAE

MENISPERMACEAE

MIMOSOIDAE
MONIMIACEAE

MYRTACEAE

OCHNACEAE
ONAGRACEAE
PAPILLONACEAE

PIPERACEAE

PHYTOLOCACEAE
PONTEDERIACEAE

Espéce

Lllllllllllllllllllllllll
Senna alata (L.) Roxburg

Sambuscus simpsoni Rheder

Sloanea sp

Sapium ciliatum Hemsley

Sapium ciliatum Hemsley

Phyllantus amarus Schumann et Thonning
Euphorbia hirta Linnaeus

Sapium klotzchianum (M.A.) Huber
Sapium klotzchianum (M.A.) Huber
Sapium klotzchianum (M.A.) Huber
Plukenetia abutaefolia (Ducke) Pax et Hoff
Phyllantus caroliniensis Walter
Coutoubea racemosa Aublet
Coutoubea spicata Aublet

Tachia guianensis Aublet

Hyptis mutabilis (Richard) Briquet
Potalia amara Aublet

Potalia amara Aublet

Lycopodium cernuum Linnaeus

Sida acuta Burman

non identifié

Stimaphylion sp

Clidemia hirta var. elegans (Aub.) Griseb
Miconia holosericea (L.) D.C.
Tinospora crispa (L.) Miers

Abuta barbata Miers

Abuta barbata Miers

Abuta barbata Miers

Abuta bullata Moldenke

Abuta bullata Moldenke

Abuta bullata Moldenke

Abuta solimoensis Kruk et Bern

non identifié

Siparuna guianensis Aublet

Siparuna emarginata Cowan
Siparuna emarginata Cowan

Eugenia sp nov

Eugenia sp nov

Sauvagesia erecta Linnaeus

Ludwigia hyssopifolia (G.Don) Exell
Tephrosia sinapou (Buc'hoz) A. Cheyv.
Mucuna urens (L.) de Candolle
Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietrich
Peperomia sp

Peperomia macrostachya (Vahl) A. Dietrich
Peperomia pellucida (L.) H.B.K.
Peperomia angustata HB K.
Peperomia rotundifolia (L.) H.B XK.
Petiveria alliacea Linnaeus

Eichornia crassipes (Martius) Solms

N° d'herbier

!

JFK 83
JFK 76
DS 1234
Pet G 1964
Pet G 1964
JFK 77
JFK 9

MS 644
MS 644
MS 644.
AC 197
CF 4206
MS 381
MS 649

M 18002
JFK 115
JFK 6

JFK 6

JFK 68
JFK 66
JFK 117
MS 352
JFK 70
MS 200
MS 326

HJ 2340
AF 19

AF 70

AF 66

AF 66

AF 66

AF 61

AC 166
MS 149

M 18010
M 18010
Pet G 1971
Pet G 1971
MS 753
JFK 72
MS 313
JFK 103
JIDG 7690
JIDG 7689
JFK 69
JFK 4

JFK 3
JFK 4

JFK 92
JFK 132

organe
testés

aas
F.
F.
E.T.
F.
T.+R.
PE.
P.E.
B.T.
E.T.

E.T.
PE.
P.A.

2 EEREEERRE
> mm s

-

Trmmmd@ 303331 T]
=

T.+R.
P.A.
PE.
R.
Gr.
P.E.
PE.
P.E.
PE.
PE.
PE.
PE.
PE.

% d'inhibition des
culturesa 96 h

Plante | témoin solvant
| B N BN R asEeeEEEN
45.35 } 18.03
16.66 18.03
91.00
100.00 5.74
51.14 5.74
98.33 1.66
45.12 21.00
30.02 0.00
51.74 0.00
99.19 0.00
59.07 7.49
33.00 0.00
21.84 5.74
19.30 0.00
45.00
98.00
22.89 5.74
20.68 5.74
81.90 1.66
7.99 0.00
6.59 0.00
13.20 6.80
99.04 5.59
0.00 20.71
298 20.71
99.72 5.59
100.00 0.00
100.00 0.00
100.00 0.00
100.00 0.00
100.00 0.00
98.82 5.63
043 452
17.24 452
56.24 749
100.00 0.00
93.60 5.74
99.42 5.74
63.00 0.00
99.28 1.66
82.10 20.71
2.13 0.00
99,99 9.55
96.02 9.55
10.09 5.59
42.50 21.00
49.25 21.00
70.25 21.00
13.37 5.59
97.34 0.00

Tableau N°1Q (suite) : Résultats de I'activité anti-paludique sur Plasmodium falczparum in vitro
des extraits éthanoliques de plantes sélectionnées .
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FAMILLE Espece N° d'herbien organe % d'inhibiton
testé des cultures a 96h
Plante |témoin solva,r:
ha BEE BN GDE GBI GEE BN GEE S ----------------------F---------- ‘
RUBIACEAE non identifié MS 329 |F. 61.90 129
" Sipanea pratensis Aublet var. pratensis JFK 106 [P.E. 94,27 0.00
" Psychotria urviformis Steyermark MS 648 |P.E. 8.00 0.00
RUTACEAE Citrus aurantifolia (Christ.) Swingle JFK 101 |F. 8.98 i
" Fagara pentandra Aublet MS 647 |ET. 2332 000 |
" Fagara rhoifolia (Lamarck) Engler MS 645 |E.T. 86.15 5.63
SIMAROUBACEAE Quassia amara Linnaeus JFK 118 ([R. 97.95 0.00
SMILACACEAE Smilax sp MS 751 |F. 4.00 0.00
SOLANACEAE Solanum surinamensis Steudel MS 750 |F. 95.00 0,00
ULMACEAE Trema micrantha (L.) Blume MS 354 |T. 58.00 6.80
UMBELLIFERAE Eryngium foetidum Linnaeus MS 325 |P.A. 25.37 2071
VERBENACEAE Lantana camara Linnaeus JFK 67 |F. © 86.88 18.03
" Stachytarpheta cayennensis Vahl MS 748 |P.E. 0.00 0.00
ZINGIBERACEAE Renealmia guianensis Maas MS 21 Rh. 21.00 7.56
Signification des codes : Organes testés : F.= feuille; T.= tige; R.= racine; Rh.= rhizome; P.A.= partie
aérienne; P.E.= plante entiére; E.T.= écorce de tige.
Noms des récolteurs : JFK=Jean-Frangois Kodjoed; MS=Michel Sauvain;

JTDG=Jean-Jacques de Granville; HI=Henri Jacquemin; MFP=Marie-Frangoise Prévost; CM = Christian
Moretti; P et G=Prévost et Grenand; DS= Daniel Sabatier; CF=Christian Feuillet; M= Scott Mori; AF=Alain
Fournet; AC=pas de collection, analyse chimique.

Tableay N°10 (fin) : Résultats de I'activité anti-paludique sur Plasmodium faciparum in vitro des
extraits éthanoliques de plantes sélectionnées .

3.1.4. Fractionnement par guidage biologique des plantes sélectionnées

3.1.4.1. _ Fractionnements suivant le schéma général

L'extraction par fractionnement (voir schéma N°4, p77) a été appliquée aux plantes
antipaludiques pour lesquelles un réapprovisionnement en quantité suffisante a ét€ possible
(tableau N° 11) et qui ne contiennent pas d'alcaloides : Andira coriacea, Wacapoua americana,
Hymenolobium flavum , Peltogyne sp, Andira inermis, Sapium ciliatum, S. klotzchianum,
Eugenia sp nov, Ludwigia hyssopifolia, Eichornia crassipes, Sipanea pratensis, Eucalyptus cf
urophila.

“Trois des cing drogues issues des bois de sciage, positives lors des essais biologiques
préliminaires ont €t€ extraites suivant le protocole général. L'activité in vitro est concentrée

dans les fractions apolaires (éther de pétrole et chlorure de méthyléne) des drogues pour les



Espece Famille N¢ d'herbier organe quté de drogue éther de pétrole dichlorométhane "insoluble”  butanolique aqucuse
Sapium ciliatum Euphorbiaceac PG 1964 Feuilles 100 g - 245g 0,78 g 304 g 534¢
Sapium cf klotzchianum " MS 644 Feuilles 400 g 2235¢g 627¢g 279¢ 2235g 9¢g
Phyllantus amarus " JEK 77 Plante entiere

Eugenia sp nov Myrtaceae PetG 1971 Tiges 300 g - 072¢g 992¢g 888¢g -

" " " Feuilles 100 g 2,Mg 414¢g - 342¢ 487¢g
Ludwigia hyssopifolia Onagraceac JFK 72 Plante entiere 200g 2,16g 3,50g 047¢g 13,14 g 582¢g
Andira coriacea Papilionaceae MS 741 Bois de tronc 350g 18,66 ¢ 459¢ - 137¢g 499 ¢
Hymenolobium flavumPapilionaceae MS 744 Bois de tronc 350 g 0,61¢g 3,65 1242 ¢ 354g 1,52 ¢
FEichornia crassipes  Pontederiaceae  JFK 132 Plante entiére 530¢g 295¢g 463 g 388¢g 547¢g 1463 ¢
Sipanea pratensis Rubiaceae JFK 106 Plante entigre 800 g 13,55 g 535g 92,18 g 1438 g 10,55 g

Tableau N°11 : Identification et poids des fractions ayant fait I'objet d'une étude d'activité antipaludique par guidage biologique
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quatre arbres s€lectionnés (tableau N° 12).Sur une petite quantité ( 70 mg) de ces fractions, une
chromatographie préparative a été effectuée. L'activité antipaludique in vitro a été recherchée sur
les fractions obtenues.

L'extrait au dichlorométhane d'Andira coriacea présente l'activité la plus intéressante (tableau
N° 13) et montre en chromatographie analytique sur couche mince une composition simple.

Cette espece a donc été sélectionnée pour la séparation de ces principes actifs.

Identification des espéces % d'inhibition aux do-
ses:100 pg/mli 50 ug/ml 10 pg/ml

extrait i I'éther de pétrole 79 64 00

extrait au dichlorométhane 97 94 56

extrait "insoluble” 95 94 18

extrait butanolique 22 04 22
| cxwaitaquewx  _______ &8 _____| 2 ____|__® ___]
(marciovianionan W57 |

extrait a l'éther de pétrole 49 34 05

extrait au dichlorométhane 97 97 48

extrait "insoluble" 93 90 06

extrait butanolique 58 18 09
owagew | e | w ___ | e ]

rm e

extrait 2 I'éther de pétrole 96 98 16

extrait au dichlorométhane 96 ' 96 57

extrait butanolique 43 23 04

extrait aqueux 00 00 00

Tableau N°12 : Résultats de l'activité anti-paludique sur Plasmodium falciparum in vitro des fractions
chromatographiques des bois de litiére.
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N°¢ d'identification des especes

% d'inhibition aux doses: 50

pg/ml 10 pg/ml 2 ug/ml
‘Andira coriacea MS '@
extrait a |'éther de pétrole
AC1A 55 23 8
ACIB 78 3 26
extrait au dichlorométhane
AC2A 96 35 2
AC2B 99 51 22
AC2C 99 69 0
AC2D 99 59 16
|(Hymenolobium flavum MS 744
extrait 4 I'éther de pétrole
AS1A 74 3 0
AS1B 97 10 0
AS1C 88 19 16
AS1D 50 2 27
extrait au dichlorométhane
AS2A 95 13 7
AS2B 99 23 14
AS2C 98 19 9
AS2D 98 18 14
AS2E 99 18 5
AS2F 99 42 7
| ] r_ ________________ S —
@apoua americana MS 79
extrait & I'éther de pétrole
WAlA 99 49 22
WAIB 99 4 29
WAIC 99 45 30
extrait au dichlorométhane
WA2A 97 - 28 26
WA2B 99 62 23
WA2C 99 46 27

Tableay N°13 : Résultats de l'activité anti-paludique sur Plasmodium falciparum in vitro des
fractions chromatographiques des bois de litiére.
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3.1.4.2.  Extraction des alcaloides

Sept plantes ont fait I'objet d'une extraction des alcaloides totaux. Il s'agit de
Hymenocallis sp, de Duguetia calycina R. Ben, de Duguetia eximia Diels, de Guatteria sp,
d'Annaxagorea sp, de Lycopodium cernum et de Siparuna emarginata. Dans les deux premiers
cas, l'activité anti-paludique in vitfro a été mesurée et elle est due aux alcaloides totaux. Elle est
effective a des concentrations respectivement de 0,5 et 5 ug.ml'l. Pour les quatre suivantes,
l'activité a été recherchée directement in vivo. La quantité d'alcaloides totaux isolée de Siparuna
emarginara est trop faible pour envisager des essais sur 1'animal et le test in vitro n'est pas

pratiqué dans le laboratoire de Chétenay-Malabry.

3.1.4.3. Traiterment des fractions actives

Apres un test d'activité in vitro, et guidé par la séparation chromatographique des
éomposés dans les différents mélanges €luants, les fractions actives ont ét€ traitées de deux
fagons différentes en fonction de la complexité du contenu :

1/ un isolement des constituants des fractions positives : pour le paludisme, seuls ont été isolés
les constituants de la fraction extraite au dichlorométhane d'Andira coriacea , testés ensuite in
vivo.

2/ dans les autres cas, les fractions ont été testées directement sur 'animal.

La séparation des constituants de la fraction extraite au dichlorométhane d'Andira
coriacea, a conduit a I'isolement de quatre polyphénols (schéma N°5, partie expérimentale

pl138):

1/ des chromatographies successives et des cristallisations ont abouti a la purification d'un
composé de poids moléculaire 284 déja isolé par Pedreira Lapa Bautista et coll.156 comme
composant majoritaire des racines d'une autre espece du méme genre, Andira humilis Mart. ex
Benth, la biochanine-A (45). C'est une isoflavone dont les caractéristiques spectrales sont en

tout point semblables a celles du produit que nous avons isolé.
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Schéma N°6 : Fragmentations en spectrométrie de masse par impact électronique de la Biochanine A
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OCH;,

45 Biochanine-A

Sur le schéma N°6 sont représentées les fragmentations en impact €lectronique proposées par
Pedreira Lapa Bautista - les deux pourcentages indiqués entre parenthéses correspondent aux
intensités des pics de fragmentations décrits par ces auteurs et obtenus avec le composé que
nous avons isolé d'Andira coriacea. Ce composé a également été isolé antérieurement de Andira

parviflora Ducke!57.

2/ Le second composé présente dans son spectre de masse (IE) les fragments

caractéristiques a m/z 153 et m/z 166 (schéma N°7) d'un noyau benzénique substitué.

o - - /_

HO o)
B Me)O

HO
(CH)O OH
OH HO
m/z 288 (59) L m/z 166 (100)

CH,
(Me)

HO
m/z 153 (45)

Schéma N°7 : Fragmentations caractéristiques du désméthyllaxiflorane
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Figure N°4 : spectre de RMN 1H de 46 2 250 MHz dans le DMSO
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Cette fragmentation permet de proposer pour ce compos€ une structure de type isoflavane qui a
été confirmée par RM.N. IH.

En effet (figure N°4), on observe 5 protons aromatiques. Deux d'entre eux (6,50 ppm et 6,40
ppm) présentent une constante de couplage dont la valeur de 8,5 Hz indique leur position en
ortho et précisent l'existence d'un noyau aromatique tétrasubstitué 1,2,3.4 dans le composé.
Un doublet dédoublé centré a 6,26 ppm présente deux constantes de couplage 8 Hz et 2,5 Hz
qui indiquent le voisinage meta de deux protons, 1'un en ortho et l'autre meta. Ces protons
résonnent respectivément 4 6,85 ppm et 2 6,16 ppm et se présentent sous forme de doublets J =
8 Hz et ] = 2,5 Hz indiquant un noyau aromatique trisubstitué en ortho et para. Les
déplacements chimiques et les couplages des protons a bas champ sont caractéristiques de
I'enchainement des isoflavanes non substitués sur I'hétérocycle B. Le laxiflorane isolé de
Lonchocarpus laxiflorus PAPILIONACEAEL58 présente un spectre de RMN du proton trés
semblable a celui de la molécule isolé€e avec un signal attribué 3 un groupe méthoxyle
supplémentaire et un spectre de masse avec 15 unités en plus .

Tous ces €léments nous permettent d'attribuer a ce nouveau composé une structure de
désméthyl laxiflorane (46) pour laquelle nous n'avons pu préciser la position du groupement

mét%'xylc sur le cycle C.

46 Désméthyllaxiflorane R = Hou CH;
R' = CH3 ou H
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3/ Les deux derniers éomposés isolés sont des polyphénols avec probablement un
enchainement non aromatique possédant un proton éthylénique ou aliphatique trés déblindé a
5,50 ppm qui couple avec un autre proton alicyclique.

Sur le spectre de RMN 1H du composé AC3D(47), six protons aromatiques sont décomptés
représentant d'apres leurs déplacements chimiques et leur constante de couplage deux séries de
trois protons dont deux sont en ortho I'un de l'autre et le troisi¢me en para des deux autres. On
note aussi la présence de deux ou trois hydroxyles dont les protons sont.échangeables en RMN
du !H avec le deutérium de I'eau deutériée. La masse de I'ion moléculaire est de 270 u.m. avec
la présence d'une fragmentation caractéristique 4 M-15 confirmant la présence d'un méthoxyle
qui résonne en RMN du 1H 2 3,77 ppm.

Pour le composé AC8C (48) une substitution supplémentaire sur I'un des cycles aromatiques
donne les déplacements et couplages pour trois protons couplant ensemble suivant le schéma
précédant et deux protons indépendants sur un autre cycle. La masse de I'ion moléculaire est de
286 u.m. avec la présence d'une fragmentation caractéristique & M-15 confirmant la présence
d'un méthoxyle qui résonne en RMN du 1H 2 3,84 ppm.

Pour ces deux derniers composés, le degré de pureté des produits obtenus ne permet pas de
connaitre la nature exacte et le nombre de protons de la partie 4 haut champ du spectre de RMN

du 1H.

RO OR
R .
i O\©i
c R OR
AC3D R=CHyouH
4 avec 3 ou 48 AC8CavecR=CHzouH
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3.1.5. Activité des molécules et des extraits isolés sur Plasmodium
berghei infectant la souris

Les alcaloides des quatre ANNONACEAE actif’s in vitro n'ont pas montré d'activité
antipaludique sur la souris infectée par P. berghei berghei suivant le tableau N° 14. Les
alcaloides totaux des feuilles de Duguetia calycina ont par ailleurs manifesté aux doses testées
une forte toxicité sur les souris avec une DL50 = 500 mg.kg'l. La composition alcaloidique
des feuilles de cette plante est par ailleurs connue!l39, elle contient des alcaloides de type
oxoaporphiniques. Les écorces de tiges de Duguetia eximia Diels ont fait l'objet d'une étude g
chimique montrant également la présence d'alcaloides oxoaporphiniques!60, Les deux autres
ANNONACEAE n'ont pas pu étre identifiées a l'espéce par I'absence d'organes fertiles sur les
échantillons d'herbiers. La composition alcaloidique des especes des genres Guatteria et
Anaxagorea de Guyane frangaise a fait I'objet de nombreuses publications dont une revue

récente sur les Annonacées reprend les principaux résultats161,

Les alcaloides totaux d'Hymenocallis tbiflora présentent une faible activité
antipaludique avec une toxicité associée qui peut correspondre a la présence d'alcaloides de type
lycorine présents dans la famille des AMARYLLIDACEAE 162, connus pour leur propriétés

antitumorales mais malheureusement trop toxiques pour une application en clinique humaine.

Les alcaloides totaux de Lycopodium cernuum L.YCOPODIACEAE ont montré une forte

toxicité avec une mortalité dans les minutes suivant I'injection a 500 mg.kg'1 en une seule
injection et une faible activité antipaludique. Cette activité antimalarique n'a pas été€ confirmée

dans un second essai a 100 mg.kg‘1 en quatre injections. La fraction alcaloidique de cette plante

contient deux alcaloides nicotiniques la cernuine et la lycocernuinel63 et une étude en CCM de
la fraction alcaloidique de notre échantillon montre la présence de deux alcaloides colorés en

rouge brun par le réactif de Dragendorff.



Lot 1 (10 souris)témoin parasitémie

Lot 2 (10 souris) t¢émoin éthanol
100 i éthanol 70° / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (10 souris) t¢émoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 4 (10 souris) MS 561 extrait éthanolique
Hymenocallis wubiflora F.
40 mg/kg / souris / 4 Jours en S.C.

Lot 5 (10 souris)MS 561 extrait éthanolique
Hymenocallis tubiflora Bu.
40 mg/kg / souris / 4 jours en S.C.

% parasitémie 96 heures

11

13

%d’inhibition 96 heures

100

% parasitémie 72 heures *

%d’inhibition 72heures

Lot 1(10 souris)témoin parasitémie 18+2 0
Lot 2(10 souris) témoin éthanol
100 pl éthanol 70%/souris/3Jours en S.C. 17+£2 12
Lot 3(10 souris)}témoin chloroquine 0 100
Smg/kg / souris / 3 jours en S.C.
Lot 4(10 souris) AC 183
extrait éthanolique Dugeria calycina F 14 £3 20
100 mg/kg / souris / 3 Jours en S.C.
e % parasitémie 96 heures_ __ _%d’inhibition 96 heures _ __
Lot 1 (10 souris) témoin parasitémie 25
Lot 2 (10 souris) témoin éthanol
100 pl éthanol 70¢/ souris / 4 jours en S.C. 24 4
Lot 3 (10 souris)témoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C. 0 100
Lot 4 (8 souris) MS 561 alcaloides totaux
Hymenocallis tubiflora Bu. 16 35
100 mg/kg / souris / 4 Jours en S.C. une souris est morte
Lot 1 (10 souris) témoin parasitémie 14+2 0
Lot 2 (10 souris) témoin éthanol 12+3 12
100 pl éthanol 70¢ / souris / 4 jours en S.C.
Lot 3 (10 souris)témoin chloroquine 0 100
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C,
MS 123 Alc. tot. Dugetia eximia F. Lot 4 (10 souris)
dissous dans I’éthanol & 70¢ 100 mg/kg 11£2 23
injection S.C. de 3 doses/ 4 jours
(J0-J1-J2-13) Lot 5 (10 souris)
50 mg/kg 82 41
Lot 6 (10 souris)
10 mg/kg 121 11

Tableau N°14 : essais de plantes 2 alcaloides sur le modele Plasmodium berghei berghei infectant la souris.
* et ** ; la quantité disponible d’alcaloides n’a pas permis d’effectuer le test dans les conditions prévues.
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% parasitémie 72 heures *

%d’inhibition 72heures

Lot 1(10 souris) t¢émoin parasitémie 1812 0
Lot 2 (10 souris) témoin éthanol 17+£2 12
100 pl éthanol 70¢/ souris / 3Jours en S.C.
Lot 3 (10 souris) témoin chloroquine 0 100
5mg/kg / souris / 3 jours en S.C.
Lot 4 (10 souris)AC 183 12 £2 33
alcaloides totaux de Dugetia calycina
100 mg/kg / souris / 3 jours en S.C.
Lot 5 (10 souris) JJDG 7672
alcaloides totaux de Guatreria sp 15 £3 14
100 mg/kg/souris/3 jours en S.C.
Lot 6 (2 souris) JJDG 7680
alcaloides totaux ** de Anaxagorea sp 151 18
100 mg/kg / souris / 3 jours en S.C.
% parasitémie 5 jours %d’inhibition 5 jours

Lot1 (5 souris) JFK 68 17 £ 14 0
fraction éthéropétroléique de Lycopodium cernuum P.E.

1g/kg / souris /4 joursen S.C. -
Lot 2 (5 souris) JFK 68 9 4 58
alcaloides totaux de Lycopodium cernuum P.E.
500 mg/kg / souris / 1 jours en S.C. trois souris sont mortes
Lot 3 (5 souris) JFK 68 51 £30 0
alcaloides totaux de Lycopodium cernuum

100 mg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Tableay N°14 (fin): essais de plantes 2 alcaloides sur le modeéle Plasmodium berghei berghei infcciam la souris.
* et ** : la quantité d’alcaloides disponible n’a pas permis d’effectuer le test dans les conditions prévues.



Dans le tableau N°15 qui se trouve dans la partie expérimentale (pages 172 a 175), ont
été regroupés les résultats concernant les fractions non alcaloidiques des plantes issues pour la

plupart du protocole général d'extraction :

La fraction butanolique de Sapium ciliatum EUPHORBIACEAE a montré une trés forte
toxicité avec une DL 50 = 100 mg.kg-1 pour laquelle aucune activité antipaludique n'a été
confirmée in vivo. Le genre Sapium contient des promoteurs de tumorisation, les esters du

horbol164 qui pourraient &tre responsables de cette forte toxicité.
p qui po po

La fraction méthanolique de Phyllantus amarus EUPHORBIACEAE présente une certaine
toxicité avec une DL 50 = 500 mg.kg-1. Cette toxicité n'est accompagnée d'aucune activité
antipaludique. Par contre, il a ét¢ montré récemment que cette plante pantropicale présentait un

intérét certain dans la guérison des hépatites virales chroniques humaines a virus de type B165,

La fraction butanolique de Ludwigia hyssopifolia ONAGRACEAE présente une certaine
toxicité avec une dose 1éthale 50 (DL50) < 500 mg.kg'1 mais toujours sans activité
antipaludique. Cette plante n'a pas fait I'objet 4 notre connaissance d'études phytochimiques.
Les tests chimiques préliminaires indiquent pour une espece voisine Ludwigia latifolia
(collection d'herbier HJ 1606) la présence de saponosides et de tannins dans les parties

aériennes et d'hétéroside du kampférol et du quercétol dans les feuilles.

La cytotoxicité des feuilles d'Eugenia sp nov MYRTACEAE semble concentrée dans les
fractions butanoliques et aqueuses in vivo . Les tests chimiques préliminaires sur cette espece

indiquent la présence abondante de saponosides et de tannins dans les feuilles.

Les cytoxicités d'Eichornia crassipes PONTEDERIACEAE et Sipanea pratensis

RUBIACEAE n'ont été retrouvées in vivo dans aucune des fractions testées.
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Les activités antipaludiques de Fagara rhoifolia RUTACEAE et d'Abuta bullata
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MENISPERMACEAE n'ont pas été confirmées in vivo. Les deux extraits éthanolique des plantes

ont montré une certaine toxicité sur les souris. La présence d'alcaloides isoquinoléiques166 de

nombreux types différents dans la premiére plante et d'alcaloides protoberbériques!67 dans la

seconde peuvent expliquer cette toxicité.

Les bois de litieres qui ont fait 'objet d'extractions par des solvants de différentes

polarités n'ont pas montré d'activité antipaludique particuliére.

Les quatre principaux composés isol€s de Andira coriacea PAPILIONACEAE comme le montre le

\"\‘_Iableau N° 16, ne présentent pas d'activité antipaludique aux doses testées.

—— — ——— e — — —— — — — — — — ——

Lot 1 (10 souris) témoin solvant
100 ul DMSO / souris / 4Jours en S.C.

Lot 2 (10 souris) témoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (10 souris) MS 741
Biochanine-A isolée d'Andira coriacea
80 mg/kg/souris/4 jours en S.C.

Lot 1 (10 souris) témoin solvant
100 pl DMSO / souris / 4Jours en S.C.

Lot 2 (10 souris) témoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (10 souris) MS 741
AC8C isolé d'Andira coriacea
100 mg/kg/souris/4 jours en S.C.

Lot 4 (10 souris) MS 741
AC3D isolé d'Andira coriacea
100 mg/kg / souris/ 4 jours en S.C.

Lot 5 (10 souris) MS 741

désméthyllaxiflorane isolé d'Andira coriacea

100 mg/kg / souris / 4 jours en S.C.

% parasitémie 5 jours

18+6

0 100
18 6 0
219

0 100
19 £6 9
sept souris sont mories

26 9 0

deux souris sont mortes

22 +£10 0

%d’inhibition 5 jours

—— — — — — — — — — ——— — — — — — — — — —— — —— w—

Tableay N°16 : essais de composés isolés de Andira coriacea sur le modéle Plasmodium berghei yoelii infectant la souris.
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Une toxicité aigué a été mesurée sur la biochanine A en injectant a un lot de dix souris une
quantité de produit équivalente a 160 mg.kg-! en sous cutané pendant un jour. Cette dose a
provoqué la mort de deux souris dans les 10 jours qui ont suivi l'injection. Le composé AC8C
s'est montré particulierement toxique pendant les essais antipaludiques puisqu'a 100 mg.kg'1
pendant quatre jours trois souris sur dix du test ont survécu. La toxicité sur les souris d'une
espece voisine Andira humilis a été étudiée 168, L'équipe brésilienne a montré que le précipité
méthanolique de la fraction aqueuse des écorces de racines possede une forte toxicité aigu€ en
intrapéritonéale sur la souris pour des volumes d'extrait de 0,25 ml.kg-1 de poids de souris
(mort de la premiére souris en soixante-douze heures dans des lots de trois souris). Par contre
ces mémes extraits absorbés par les souris par voie orale sous forme d'eau de boisson pendant
soixante jours ne présentaient pas de toxicité. D'autre part, la méme équipe décrit I'activité
anthelminthique par voie orale de 'extrait aqueux des racines d'Andira anthelmia 169 sur des
souris infestées par des cestodes et d'autres helminthes (identification des cestodes non
précisée). Cet extrait administré pendant douze jours n'a pas occasionné de troubles particuliers
li€s a une intoxication des animaux. Les animaux ont été complétement débarrassés de leurs
parasites et cela trois mois apres le traitement. Ces différents éléments suggérent une activité
anthelminthique intéressante par voie orale des flavonoides isolés d'Andira coriacea .

Les différentes fractions des autres bois de litieres positifs aux tests in vitro n'ont pas montré
d'activité antipaludiqué sur la souris par la voie sous-cutanée. La voie orale aurait été peut étre
plus proche de la fagon dont les singes ont absorbé les copeaux de litiere qui devaient souiller
leur nourriture surtout a base de fruits. Une autre hypothése peut étre avancée sur la sensibilité
différente des souris et des Saimiri aux éventuels principes actifs antipaludiques présents dans

les bois de ces arbres.

Parmi les plantes que nous avons étudi€s, 'activité antipaludique constatée in vitro ne
s'est pas confirmée in vivo aux doses testées. Toutefois un composé nouveau, le désméthyl

laxiflorane, a é€té isolé d'Andira coriacea .



Dieffenbachia seguina (N.J. Jacquin) Schott
Monstera obliqua Miquel

Callichlamys latifolia (Richard) K. Schumann
Jacaranda copaia (Aublet) D. Don

Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson
Vismia cayennensis (N.J. Jacquin) Persoon
Vismia guianensis (Aublet) Choisy

Vismia latifolia (Aublet) Choisy

Vismia sandwithii Ewan

Pavonia flavispina Miquel

Inga alba (Swartz) Willdenow

Inga bourgoni (Aublet) de Candolle

Inga pezizifera Bentham

Cecropia obtusa Trecul

Psidium guajava Linnaeus

Vataireopsis surinemansis Lima

Plantago major Linnaeus

Faramea guianensis (Aublet) Bremekamp
Cissus erosa L.C. Richard

Renealmia guianensis Maas

Renealmia monosperma Miquel

ARACEAE
BIGNONIACEAE

CLUSIACEAE

MALVACEAE
MIMOSACEAE

"

MORACEAE
MYRTACEAE
PAPILIONACEAE
PLANTAGINACEAE
RUBIACEAE

. VITACEAE

ZINGIBERACEAE

Tableau N°17 : Plantes leishmanicides des "Pharmacopées traditionnelles de Guyane”

Tableau N°18 : Plantes leishmanicides des Noirs Marrons

NomvernS [NomvemB {NomvemD

NhrMS (FAMILLE Genre Espéce
561{ Amaryllidaceae | Hymenocallis tubiflora Salisbury
517¢Bignoniaceae Jacaranda P
7021 Dilleniaceae Davilla aspera (Aublet) R. Benoist
271 Doliocarpus dentatus (Aublet) Standley
235§ Mimosaceae Inga p

fayatataj
fajatataj
fejfifinga

bumbataja

jasimanboon
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3.2. SUBSTANCES NATURELLES A ACTIVITE ANTILEISHMANIENNE

3.2.1. Inventaire des plantes présumées antileishmaniennes de Guyane
Frangaise et du Surinam

Dans les pharmacopées des groupes amérindiens et créole de Guyane!29, vingt et une
plantes leishmanicides ont ét€ recensées ( tableau N° 17). Dans 1'étude encore en cours des
pharmacopées des Noirs Marrons du Surinam, cinq plantes leishmanicides sont recensées sous

leurs noms vernaculaires (tableau N° 18).

3.2.2. Criblage sur Leishmania mexicana amazonensis in vitro

Préalablement au criblage antileishmanien de notre programme, Davioud!70 sous la
direction de Moretti a testé sur Leishmania mexicana amazonensis dans le modéle promastigote
les décoctions de trois des plantes présumées leishmanicides : les feuilles de Gustavia angusta ,
les feuilles de Monstera obliqua , les tiges deVataireopsis speciosa . Dans ce test, G. angusta et
V. speciosa présentent une certaine activité a des concentrations importantes de 'ordre de 2 a 4
mg.ml'1 de milien. Un essai complémentaire a été effectué avec des pastilles de papier filtre
imprégnées de l'extrait éthanolique de G. angusta et un extrait éthéré de chrysarobine extraite de
V. speciosa puis mises a sécher pour éliminer les solvants. Mais les papiers filtres interférent
avec le développement des leishmanies et les résultats obtenus sont moins fiables avec des
concentrations actives difficiles a préciser du fait du mode particulier de dissolution. Nous
avons repris les essais sur les trois plantes dans le criblage général. L'identification des espéces
testées est donnée dans le tableau N° 19,

La difficulté d'interpréter les résultats des tests sur amastigotes infectant les macrophages
apparait a la lecture du tableau N° 20 figurant dans la partie expérimentale (pages 176 & 180)
donnant les résultats 2 la fois d'activité sur les deux modeles disponibles et la cytotoxicité sur
les macrophages seuls. Seules les CLUSIACEAE, les RUBIACEAE autres que Faramea
guianensis, la VITACEAE et la ZINGIBERACEAE semblent dépourvues de toute activité. Les
autres plantes a des degrés divers peuvent étre retenues pour un isolement de l.eurs principes
actifs; aucun extrait toutefois n'apparait avoir un rapport activité/cytotoxicité comparable a celui»

des sels d'antimoine. Les extraits aqueux d' Hymenocallis tubiflora, Jacaranda copaia,



Gustavia augusta, Doliocarpus dentatus et Cecropia obtusa se comportent plutdt comme la
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pentamidine en cytoxiques non spécifiques. Les extraits de Faramea guianensis, Callichlamys

latifolia et Clidemia hirta semblent plus spécifiquement actifs sur les amastigotes suivant le

mode d'action des sels d'antimoine.

Famille Espece N° d’herbier organe
rAMARYLLIDACEAE Hymenocallis tubiflora Salibs B M.S. 561 Bu
ARACEAE Monstera sp JFK.12 F.
ASTERACEAE Bidens cynapiifolia H.B.K. JFK.11 P.E.
BIGNONIACEAE Callichlamys latifolia (Rich.) Schum P. et G.1973 T.
Jacaranda copaia (Aubl.) D. Don C.F. 2397 F.
CLUSIACEAE Vismia sp M.S. 215 E.T.
Vismia sp M.S. 216 E.T.
Vismia cayennensis (N.J. Jacquin) Persoon JLEK. 125 F.
R.
: T.
DILLENIACEAE Doliocarpus dentatus (Aubl.)Standl. M.S. 271 T.
LAMIACEAE Leonotis nepetaefolia (L.) R. Brown M.S. 619 P.E,
LECYTHIDACEAE Gustavia angusta Alm. M.S. 197 F.
CAESALPINIACEAE M.S. 626 E.T.
MELASTOMACEAE Clidemia hirta var. elegans (Aub.)Grisebach| J.F.K 70 P.E.
MORACEAE Cecropia obtusa Trecul JFK. 1 F.
RUBIACEAE Faramea guianensis (Aubl.) Bremer JJD.G.7489 | F.
T.
Faramea guianensis (Aubl.) Bremer JJ.D.G. 8834 F.
T.
R.
Faramea lourteigiana Steyermark M.S. 639 P.A.
Faramea lourteigiana Steyermark M.S. 639 - R.
Faramea capillipes Mueller-Argovirens M.S. 653 P.A.
VITACEAE Cissus erosa L.C. Rich C.F. 2374 P.A.
ZINGIBERACEAE Renealmia guianensis Mass JFK.5 Rh.
Tableau N°19 : Liste des plantes testées dans les essais antileishmaniens.

Organes testés:F.=feuille; T.=tige; R.=racine;Rh.=rhizome;P.A .=partie aérienne;P.E.=plante entitre;

E.T.=écorce de tige;Bu.=bulbe.




Espece Famille N° d’herbier organe poids €éther de pétrole dichlorométhane “insoluble” butanolique aqueuse
Bidens cynapifolia Asteraceae JFK 11 Plante entiére 280 g - 496¢ 248¢g 497¢g 138g
Callychlamys latifolia Bignoniaceae PetG 1973 Tigeset Racines 200g - 122¢g 045g 321g 1560 g
Jacaranda copaia Bignoniaceae CF 2397 Feuilles 549 g 1701 g 9,66 g 3046¢g 3881g 16,68 g

“ " CF 2397 Tiges 300¢g 381g S,14¢g 709¢ 1042 g 12,7
Doliocarpus dentatus Dilleniaceae MS 271 Tiges 1000 g 202g 472¢g 26,53 g 20,24 g 29,03 ¢
Leonotis nepataefolia Lamiaceae MS 619 Plante entiére 740 g 986¢g 1341¢ 4744 ¢ 981g 22,83¢g
Clidemia hirta Melastomaceae  JFK 70 Planle entiére 2100 g 7,12¢ 8,13g 093g 1521g 175g
Cecropia obtusa Moraceae JFK 1 Feuilles 1000 g 1551¢g 087¢g 1908 g 14,12 g 1354 g
Espéce Famille N° d'herbier organe poids éther depétrole chloroforme acétate d'éthyle acétone éthanol aqueuse
Faramea guianensis Rubiaceae JIDG 8834  Feuille 425¢g 6,13¢g 887¢g 696 ¢ 312g 189 g 3323 ¢

" " MFP 2108 " 550g 632g 10,66 g 4,58¢ - - -

" " JIDG8834+MFP2108 Tiges 1600g 4,78g 479¢g 389g - - -

" " " Racines 700 g 244¢ 369¢g 1,74 g - - -

Tableau N°21 : identification et poids des fractions ayant fait I'objet d'une étude d'activité antileishmanienne par guidage biologique
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3.2.3. Fractionnement des plantes sélectionnées par guidage biologique

Sept plantes ont fait I'objet d'une extraction suivant le schéma général (tableau N°21) et
Faramea guianensis du fait d'une présence importante de saponosides dans les feuilles a fait
l'objet d'une extraction particuliére visant A séparer les saponosides des chlorophylles et des
autres constituants moins polaires. Le grand nombre de résultats positifs nous ont incité a la
prudence et les résultats les plus marquants sur leS plantes les moins connues ont retenu
prioritairement notre attention.

*F. aramet'z guianensis RUBIACEAE
'Les tableaux N° 22 et 23 (partie expérimentale, pages 181 A 183) montrent que les saponosides
présents dans les fractions polaires de Faramea guianensis sont inactifs et que des composés
présents dans les fractions apolaires (acétate d'éthyle et chiorure de méthyléne) sont
moyennement actifs. A I'examen en CCM des fractions apolaires, les composés actifs semblent
étre au nombre de deux. Seule une espece du genre F. cyanea de la forét amazonienne
brésilienne a fait I'objet d'une étude phytochimique!l?! et deux composés de type
naphtopyranne ont été isolés.

* Bidens cynapifolia ASTERACEAE

Le tableau N° 24 (partie expérimentale, p.184 ) montre que dans Bidens cynapifolia seul
l'extrait au chlorue de méthyléne présente un intérét avec un indice de survie des amastigotes de
21% a 30 p,g.ml'l. Mais une autre espece du genre, B. pilosa a déja été travaillée pour son
activité présumée antipaludique par I'équipe du Professeur Balansard!72 et les dérivés
acétyléniques extraits par guidage biologique sont des cytotoxiques dépourvus d'activité
spéciﬁquefnent antipaludique in vivo.

* Callichlamys latifolia BIGNONIACEAE

Le tableau N° 25 (partie expérimentale, p. 185) indique que l'activité de Callichlamys latifolia
est concentrée dans la fraction extraite au dichlorométhane aveé une DESQ = 20 p,g.ml'l. Ce
test a été refait dans les conditions du laboratoire de Chéitenay-Malabry et l'extrait est
complétement inactif & 30 p,g.ml‘l. Cette inactivité a été confirmée par les tests in vivo
effectués en infiltration sur la fraction extraite au dichlorométhane et sur l'insoluble résultant du
partage de l'extrait méthanolique entre le dichlorométhane et I'eau dite fraction "insoluble”

(graphe N°2 et N°3).



mesure des pattes en mm

mesure des palles en mun

Graphe N°2: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

6 de la fraction au dichlorométhare de Callichiamys latifolia a 75 mgikg en infiltration
. e
C. latifoliaCH2C12 patie gauche
—o— (. latifoliaCH2C12 patte droite
5+ témoin
4~
3 -
1
2 Y T T T Y T T T v 1
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
Graphe N°3: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis irfectant la souris BALB/c
6 de la fraction”insoluble”"de Callichlamys latifolia G SO mgikg en infiltration
J I S
—8&— (. latifolia ins. patte gauche
—— (. latifolia ins patte droite
1 |[—e— tmoin
44
3 -y
2 M 1 T LI Wl 1 v ¥ I L
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours

* Clidemia hirta MELASTOMACEAE
I'activité leishmanicide in vitro semblent partagée entre la fraction extraite au dichlorométhane
et la fraction dite "insoluble” de Clidemia hirta comme le montre le tableau N°26 (partie
expérimentale, p.186 ) avec des DES50 respectives de 10 et 30 pg.ml-1. Par contre un deuxiéme

test effectué sur la fraction extraite au dichlorométhane a montré qu'elle était inactive a 10
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ng.ml-1. Cette plante de végétation secondaire trés répandue dans la partie tropicale d'Amérique
du sud n'a fait I'objet d'aucune €tude chimique. Pour cette plante, un essai in vivo a été effectué
sur la percolation éthanolique et sur la fraction extraite au dichlorométhane par infiltration dans
les pattes des souris ( graphe N°4 et graphe N°5). La percolation éthanolique est fortement

proinflammatoire et aucune des deux fractions n'a montré d'activité significative.

Graphe N°4: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

77 de la percolation de Clidemia hirta a 50 mg/kg en infiltration
4
—#— Per Clidemia hirta patte gauche
69 |—e— PerClidemia hirta patte droite
= —F— témoin
g
§
g 57
k]
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P 4
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2 -y T — T v T L T - g |
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
Graphe N°5 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
6 de la fraction au dichlorométhane isolée de Clidemia hirta a 25 mgikg en infiltration
| —#— Clidemia hirta CH2CI2 gauche
=& Clidemia hirta CH2C]2 droite
—f— Témoin
51
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durée du test en jours



Extraits Modeles 0.15 0.03 0.015 0.0075 0.0015 mg/ml
testés expérimentaux
B Promastig.
MORACEAE A survivants 100 100 100 100
%
Cecropia obtusa Amastig.
C.0. 1A intracell.
B LS.
sol. = 15 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 0 0 0 98 98
%
Promastig.
MORACEAE A survivants 100 100 100 100
%
Cecropia obtusa Amastig.
C.O. 1B intracell.
B 1S.
sol. = 15 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 0 0 98 98 98
%
Promastig.
MORACEAE A survivants 100 100 100 100 -
%
Cecropia obtusa Amastig.
C.0. 1C intracell. 70 80
B LS.
sol. = 15 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 0 0 0 98 98
%

Tableay N°28 : Activité des fractions isolées par C.C.M.de I' extrait éthéropétroléique de Cecropia obtusa
sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture;

modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.
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* Cecropia obtusa MORACEAE

La fraction extraite 2 1'éther de pétrole des feuilles de Cecropia obtusa, arbre de régénération de
la forét secondaire, semble particuli¢rement cytotoxique avec une DESO = 1 pg.ml-1 (tableau
N°27, partie expérimentale, p.187). Les fractions au dichlorométhane et dite "insoluble” avec
respectivement 20% de survie 2 Spg.ml-1 et une DE50 = 5 pg.ml-1 semblent plus
spécifiquement antileishmémiennes. Cet arbre n'a pas fait I'objet d'étude phytochimique. Une
espéce du genre, C. obtusifolia a été étudiée pour son activité hypotensivel73, Une séparation
des principaux constituants de la fraction a 1'éther de pétrole par C.C.M. a ét€ entreprise et les
fractions obtenues ont été testés in vitro et in vivo (tableau N°28 et graphes N°6, N°7 et N°8).
Aucune activité antileishmanienne significative n'a ét€ dégagée de ces tests. La cytotoxicité a été

confirmée in vitro sur les macrophages.

Graphe N°6: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
6= de la fraction CO2C a U'éther de pétrole isolée des feuilles de Cecropia obtusa a 12, 5mglkg en infiltration

—®— CO2C patte gauche
5] |~ C€O2C patte droite
—&— témoin
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Graphe N<7: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALBIc
de la fraction CO2G a l'éther de pétrole des feuilles de Cecropia obtusa 12,5 mgikg en infiltration

—8— (CO2G patte gauche
= (CO2G patte droite
—f&— témoin

L " L ' L] T L] T . l
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
7 - 'Graphe N°8: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
de la fraction CO2I a l'éther de pétrole isolée des feuilles de Cecropia obtusa a 12,5 mgikg en infiltration
6~ —&— CO2I patte gauche
—&— CO2I patte droite
—— témoin
5 -

3-
.

2 L ﬁ LA "’ L] | ¥ | § Ll "
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours



* Doliocarpus dentatus DILLENIACEAE

La fraction extraite au dichlorométhane concentre l'activité antileishmanienne de Doliocarpus
dentatus avec 0 % de survie des amastigotes 2 30 pg.mi-1 et 15 % 2 15 pg.mi-! (tableau N°29,
partie expérimentale, p.188). L'extraction par 1'éther de pétrole donne un composé qui
cristallise spontanément apres réduction partielle du volume de solvant. Ce composé présente
une action moyenne avec 40 % de survie a 10 ug.ml'l. Seul le contenu flavonoidique de la
famille des Dilléniacées dont fait partie cette liane a été€ exploré dans une perspective chimio-
taxonomiquel74,

* Leonotis nepetaefolia LAMIACEAE

Un correspondant surinamien Heyde nousa  signalé que la plante rudérale Leonotis
nepetaefolia qui ne fait pas partie des inventaires précédents, était utilisée en tant
qu'antileishmanien par les populatiéns créoles du Surinam. Cette plante a fait directement
I'objet d'un fractionnement et les différentes fractions se sont montrés totalement inactives
(tableau N°30, partie expérimentale, p.189).

* Jacaranda copaia BIGNONIACEAE

Les tableaux N°31 et N°32 (partie expérimentale, p.190 et 191) donnent les résultats des tests
des différentes fractions issues des feuilles et des tiges de Jacaranda copaia. L'activité
antileishmanienne est concentrée dans la fraction extraite au dichlorométhane des deux organes
végétatifs avec un indice de survie de 0 % a la concentration de 5 ug.ml'1 pour les feuilles. La
fraction aqueuse des feuilles semble avoir un certain intérét avec une absence de toxicité sur les
macrophages et un indice de survie des amastigotes de0%a2 mg.mi-1 et de 65 % 4 100

pg.mi-1,

Notre sélection a porté sur les fractions apolaires de Faramea guianensis, la fraction
extraite au dichlorométhane de Doliocarpus dentatus et sur les fractions extraites au
dichlorométhane des feuilles et tiges de Jacaranda copaia compte tenu des résultats des

chromatographies analytiques sur couches minces qui sont plus favorables sur ces fractions.
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3.2.4. Structures et activités des composés isolés de Faramea guianensis
(Aublet) Bremek

3.2.4.1. Ecologie etusages

Arbrisseau du sous bois de la forét primaire commun par place, cette plante est utilisée
actuellement comme antileishmanien par les Wayapi sous le nom de ka‘a yamulutu (ka'a =
plante et yarmulutu = en groupe). IIs font briiler la plante enti¢re dans un fragment de poterie

pour enfumer et sécher les ulcéres dus 2 la leishmaniose129,
242 iption des flav isol

Des fractions au dichorométhane et a 1'acétate d'éthyle, deux composés ont été isolés
suivant le schéma d'extraction N°8 (partie expérimentale, p.143). Ils sont responsables de
l'activité antileishamnienne de la plante suivant le tableau N°33 (partie expérimentale, p.192).
Ces deux composés en chromatographie sur couches minces réagissent avec le chlorure ferrique
en donnant la coloration brune caractéristique des phénols libres.

1/ Le spectre infra-rouge du composé (49) montre la présence de groupes hydroxyles et de
noyaux aromatiques par les bar{des d'absorption caractéristiques respectivement a 3390 cm-1 et
1605 cm-1, 800 cm-L. Sur le spectre de RMN du proton 1H, deux doublets avec une constante
de couplage de 9 Hz a 6,68 ppm et 7,12 ppm indiquent la présence d'un noyau aromatique
para-substitué. Les doublets a 5,67 ppm et 5,81 ppm avec une constante de doublage de 2,5 Hz
suggerent la présence d'un autre noyau aromatique avec des protons en position meta . Le
doublet de doublet & 4,18 ppm a bas champ, avec les constantes de couplage de 12,5 Hz et 2,5
Hz et les trois multiplets & 1,83 ppm, 2,00 ppm et 2,52 ppm sont en faveur du noyau pyrane
d'un squelette flavane. L'analyse du spectre de RMN du carbone 13C confirme cette
proposition de structure. Le spectre de masse montre un ion moléculaire 3 m/z 258 et les
fragments cmctéﬁsﬁques a m/z 120 et 107 correspondent au noyau C substitué par un

hydroxyle.
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R
OH — -+
o F
—_—
49 R = OH trihydroxy-5,7,4'-flavane
S0 R = OCH; méthoxy 4', 5,7 flavane R

L .
R = OH m/z 120 (>100)

R = OCH; m/z 134 (89)

R

R = OH my/z 107 (35)
R = OCH; m/z 121(26)

La structure du composé (49) serait donc le trihydroxy-5,7, 4' flavane. Seul 'hétéroside de ce
composé avec un xylose en 5 a été isolé des feuilles de Buckleya lanceolatal’5. Un composé

voisin le diméthoxy- 5,7-hydroxy-4' flavane a été isolé d'un palmier par Okamoto et coll176,

2/ Le deuxiéme compos€ isolé€ (50) présente également une structure de flavane substitué
par des hydroxyles. Mais sur le spectre de RMN du 1H un singulet 4 3,75 ppm intégrant pour
trois protons, la présence d'un méthyl dans le spectre de RMN du 13C, une masse moléculaire
de 14 unités supplémentaires indiquent la présence d'un méthyle sur I'un des trois hydroxyles.
Les fragments caractéristiques & m/z 134 et 121 correspondent au noyau C substitué par un
méthoxyle. La structure du composé (50) serait celle du méthoxy 4'-dihydroxy-5,7 flavane.Ce

composé n'a jamais €t€ isol€ et est donc un produit naturel nouveau.
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.2.4.3. nthése du 5,7,4'trih xyflavan

Le caractére irrégulier de la présence des deux flavanes dans différents lots de drogue
végétale nous a poussé A envisager la syntheése du flavane trihydroxylés. Elle se fait en une

seule étape par réduction de la naringénine suivant le schéma N°9.

OH

Réduction pendant 72h
_—

0O par le NaBH, CN dans le MeOH/HCI

Trihydroxy-4',5,7 flavane

Naringénine

Schéma N°9

Cette synthése avait déja été réalisée A partir du triacétate de naringénine par Sweeny et

Tacobbuccil77 et directement a partir de la naringénine par Elliger!78.

3.2.4.4. _Activités

Le trihydroxyflavane soluble uniquement dans les solvants apolaires présente une faible
activité in vitro 2 60 pg.ml-1 comme le montre le tableau N°34. Des essais complémentaires ont
été conduits a partir du phénate solubilisé dans la soude décinormale, ce qui permet de tester la

molécule A des concentrations supérieures aux précédentes. Dans ce cas le composé est

cytotoxique.
Composés modeles
________ | __ _expérimentaux }  20ug/ml '
Trihydroxyflavane Amasig. | - - T T T 7]
de synthése intracell. 94 :
LS.
_______ 4
60 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml
——————————————— -1--FFF —————————————
Trihydroxyflavane Amastig.
de synthése intracell. 70 103 100
LS.
1000 pg/ml 500 pg/ml 250 ug/ml 50 pg/ml |
e ——e— e —— — e — — — — — — r—-————-—-————--——————————————-—_—
Trihydroxyflavane i Amastig,
de synthése intracell. toxique toxique toxique 57
LS.
Tableay N°34 : essais du trihydroxyflavane de synthése sur le modéle amastigotes de Leishmania mexi-

cana amazonensis infectant des macrophages de souris in vitro au laboratoire de Parasitologie
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Les flavanes de ce type avec divers substituants sur les noyaux aromatiques dont des
substituants aminés sur le carbone 6 ont fait l'objet de recherches pour leurs propriétés

antivirales179; 180, Le flavane de synthése a €té testé sur la leishmaniose expérimentale cutanée
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de la souris 4 Leishmania mexicana amazonensis sans manifester d'activité significative (graphe N°9).

Graphe N9: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALBI/c

durée du test en jours

Pour nous assurer que nous n'avions pas éliminé des molécules actives de cette plante, la
décoction des feuilles de F. guianensis a été testée in vive en infiltration (graphe N°10). Ce test
a confirmé l'absence d'activité sur la leishmaniose cutanée aux doses testées.

Graphe N°10: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectans la souris BALBIc

74 de la décoction des feuilles de Faramea guianensis a 25 mgikg en infiltration
—8&— Faramea guianensis patte gauche
6 J —o— Faramea guianensis patte droite
—f— témoin
-
5
4 -
]
3 -
A
2 T - y T - T v -T— v 1
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours

74 du trikydroxy-5,7 4 flavane de synthése en injections sous-cutanées et en infiltration
6 - —#— trihydroxyflavane patte droite
—&— wihydroxyflavane voie générale

J —f— ¥moin
54 injection en sous-cutanée de 250 mg/kg

]
4 o . .

injection en infiltration de 50 mg/kg

3

4
2 v r : T —_ r v T Y 1

20 30 40 50 60 70



Pour compléter I'étude de I'activité de ce flavane, nous l'avons testé sur le paludisme
expérimental de la souris & Plasmodium yoelii 4 150 mg.kg-1 pendant deux jours: la toxicité du
produit apparait au troisi¢me et entraine la mort de deux souris sur cinq. Le produit n'a montré
aucune action sur la parasitémie. Notre collégue Chantraine a testé ce flavane au laboratoire de
Parasitologie du centre ORSTOM de Montpelliers sur Trypanosoma brucei brucie infectant la
souris 2 la dose de 88 mg.kg-1 pendant 4 jours. La moitié des souris sont mortes pendant les

injections et le composé n'a pas fait baisser la parasitémie des animaux.

3.2.5. Structures et activités des composés isolés de Doliocarpus dentatus
(Aublet) Standley

3.2.5.1. Ecologie et usages

Les especes du genre Doliocarpus sont de grosses lianes communes en for€t primaire et
secondaire ainsi qu'en bordure de savane. Les Doliocarpus sont connues surtout pour leur séve
abondante qui est bue par les chasseurs en forét lorsque les criques sont trop €éloignées du lieu
de chasse!29. Ces lianes sont utilisées contre la leishmaniose par les Saramaka sous le nom de
faya rataj (tataj = liane et faya = feu). Les tiges réduites en poudre sont appliquées sur les

ulceéres leishmaniens.

3252

3.2.5.2.1. Description des molécules

Les spectres de RMN lH des trois premiers composés isolés de la tige de cette liane
(schéma d'extraction N°10; partie expérimentale, p.147) comportent de nombreux méthyles a
champ fort. De plus 1'absence de protons aromatiques nous a orienté vers la famille des
terpenes. Les spectres de masse en impact électronique avec les fragmentations caractéristiques
a m/z 220, myz 207 et m/z 189 ont confirmé ce choix : les trois triterpenes appartiennent 2 la
famille des dérivés du lupane, le fragments a 207 et sa forme déshydratée a 189 sont des
fragments majoritaires (schéma N°11). Ces résultats sont caractéristiques des dérivés de l'acide

bétulinique 181
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my/z 207 (

HO

m/z 189

1/ Le premier composé (51) qui est trés abondant surtout dans la fraction a 1'éther de
pétrole a cristallisé spontanément. Son spectre de RMN du 13C et sa masse moléculaire 1'ont
identifié comme I'acide bétulinique, composé extrémement fréquent dans le régne végétal. Les

signaux du spectre du 13C de I'acide bétulinique (schéma N°12) sont en accord avec les

résultats de la littérature182,

-H,0

H,

CH,

Schéma N°11

m/z 220
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109,6 (109,4)
19,4 (18,9)——/150,3 (150,9)

T48,6 (49,4 |28.1 (299

25,1 (25,6)

486 (411 365 (373

37,6 (38,2) 56,4 (56,3)
177,2 (178,9)
COOH

20,5 (21)

15,9 (16,1)
38,5 (39)

15,9 (16,1)

42,0 (42,5)

31,7 (32.6)

(40,8) = 30,2 (30,8)
14,4 (14,7

27,1 (27,6) 36,3 (37,3)

36,3 (39)

76,8 (78,2)

33,9 (34,5

38339 18,0 (18,9)

15,7 (15,6) 29,2 (28,2)

Schéma N°12 : Attribution des signaux de RMN du !3C aux carbones de I'acide bétulinique

2/ Le deuxiéme composé a été identifié par sa masse moléculaire comme étant
probablement la bétuline, c’est a dire Palcool de l'acide précédent, le fragment 2 m/z 411

qui représente la perte dune molécule d’eau confirme qu'’il s’agit bien de la bétuline (52).

3/ Sur le spectre de R.M.N. 1H du troisi¢éme composé, un signal trés déblindé a
9,68 ppm intégrant pour un proton peut étre attribué au proton en alpha d’un aldéhyde.
Les autres caractéristiques des spectres le place dans les dérivés de I'acide bétulinique et
sa masse moléculaire avec deux unités de masse en moins que celle de la bétuline lui fait
attribuer la structure de I'aldéhyde de la bétuline(53). Des aldéhydes de triterpéne ont déja
été isolés dans des plantes!83 et 'aldéhyde de la bétuline a été isolé de Dillenia indica
DILLENIACEAE en 1975205, Ce composé a été décrit complétement par Péquipe de

WatermanZ206,
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51 R =COOH Acide bétunilique
52 R =CH,OH Bétuline
53 R =CHO Aldéhyde de la bétuline

3.2.5.2.2, Activités
In vitro
Seuls la bétuline et son aldéhyde ont été testés in vitro. Ce dernier s'est révél€ actif avec
un indice de survie des amastigotes compris entre 5 et 12 % a 60 }J.g.ml'1 (tableau N°35), mais

a cette dose nous avons observé une certaine toxicité sur les macrophages qui sont altérés,

arrondis ou détachés du support.
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Composés modeles
_4 expérimentaux 30 pg/mi 15 pg/ml
aldéhyde de la bétuline Amastig,
isolé de intracell. 53 85
|_Doliocarpusdentarws ) 1S. | __ __ _ __

B | __60ug/ml 30 1g/ml 15 ug/mi
______________ B R 4. o~ - eIl o - Aoyl - - A
aldéhyde de la bétuline Amastig.
isolé de intracell. 12 42 111
Doliocarpus dentatus LS.

“““““ RS 1™ O 1" S LT
aldéhyde de la bétuline Amastig.

isolé de intracell. 5 91 120
Doliocarpus dentatus LS.

30 pg/ml
________ | 3pgm

bétuline Amastig.

isolé de intracell. 105
Doliocarpus dentatus LS.

Tableau N°35 : essais de la bétuline et de 1'aldéhyde de la bétuline isolés de Doliocarpus denta-

tus sur le modele amastigotes de Leishmania mexicana amazonensis infectant des macropha-
ges de souris in vitro au laboratoire de Parasitologie de Chatenay-Malabry.
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In vivo

L'acide bétulinique et l'aldéhyde de la bétuline ont été testés in vivo, la bétuline par la voie
générale et I'aldéhyde en infiltration (graphe N°11 et 12). Aucune de ces molécules ne s'est
montrée active. L'aldéhyde 2 la dose unique de 150 mg.kg-! a provoqué un phénomeéne
inflammatoire important et persistant qui a géné la mesure de I'épaisseur des pattes alors que
I'injection de I'acide bétulinique en SC 2 300 mg.kg-1 pendant cinq jours n'a provoqué aucun
trouble cutané chez les souris soumises au test. Cette toxicité particuliére de I'aldéhyde de la
bétuline pourrait s'expliquer par le caractere réactif de la fonction aldéhydé.

Graphe N°11: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
6= de l'acide bétulinique isolé des tiges de Doliocarpus dentatus a 300 mglkg en injections sous-cutanées

—%— Acide bétunilique
==& Pentostam
=—f— témoin DMSO

2 -
-
1 - ™ T T L4 T T | v L}
0 2 4 6 8 10
durée du test en semaines
Graphe N°12: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
79 de l'aldéhyde de la bétuline isolé des tiges de Doliocarpus dentatus & 150 mgikg en infiltration
g
—&—  aldéhyde bétuline patte gauche
6 ——®— aldéhyde bétuline patte droite
—— témoin
J
5-
inflammation
4 -
1
>
2 L Ii v " L l L l L l
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3.2.5.3.1. Description des molécules

Le schéma d'extraction précédent montre qu'a c6té des triterpeénes dérivés du lupane, trois
composés aux caractéristiques physico-chimiques semblables ont été isolés de la fraction
extraite de Doliocarpus dentatus par le dichlorométhane . Les fragments caractéristiques des
spectres de masses, les spectres de RMN du 1H permettent de proposer une structure de
lignanes furofuranniques possédant des radicaux méthoxyle et hydroxyle dont les positions

sont données par 'analyse des fragmentations du spectre de masse proposée dans le schéma

N°13184,185
— R 1 r~ -+ - -1 4
CH
CHO 2 o) R
C +
a . RCHO
R
0
L _ L R
+
l 0 R
b N
+
R —CH, ¥
O R \/
J/2<H » | RCO'
N
/ C\\o CH,
R
R-CH=CH—CHy0H' | ———» R-CH—CH=CH,"

Schéma N°13 : Fragmentations en spectrométrie de masse des lignanes furofuranniques
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Les lignanes sont respectivement identifiés comme étant le liriorésinol B (54), le médiorésinol
(55) et le pinorésinol (56). Un échantillon authentique de liriorésinol B naturel extrait de Vinca
minor nous a été€ confié par Mme Kunesch et nous a permis de vérifier l'identité des deux
composés par comparaison de leur Rf en C.C.M. Nous n'avons pas pu déterminer les

configurations absolues des trois composés par manque de produit.

R;

CH,

OH

R,
24 R1etR2=CH3O  Syringarésinol ou liriorésinol B
23 R1 = H et R2 = CH;0 Médiorésinol
36 RletR2=H Pinorésinol

3.2.5.3.2. Activités

Ces lignanes ont montré une activité moyenne dans les différents essais que nous avons
effectués in vitro. Le pinorésinol 4 60 g.ml-1 n'a pas montré d'action significative. Par contre
a ]la méme dose, les deux autres lignanes le liriorésinol B et le médiorésinol ont inhibé la survie
des amastigotes dans les macrophages & 50% en moyenne sans toxicité notable (tableau N°36).
Toutefois au dela de 125 pug.mi-1, ils se sont montrés toxiques pour les macrophages.
L'activité in vivo des deux derniers composés a €té évaluée. Ils sont complétements inactifs i la

~ dose unique de 75 mg.kg-1 en infiltration (graphes N°13 et 14).



Composés modéles
expérimentaux 60 pg/mi

_______________ f——————_————_—— e —————— — —
Pinorésinol Amastig.

isolé de intracell. 82
Doliocarpus dentatus __ | 1S. | o

60 pg/ml T

———————— ——_—————_—_—_——_— e — — —
Liriorésinol B Amastig.

isolé de intracell 64

Doliocarpus dentatus 1.S.

_______ L e e e
B T 60 pg/ml 30 pg/mi 15 pg/mi
e ] ‘ﬂL _______________________
Liriorésinol B Amastig.

isolé de intracell 45 50 88
Doliocarpus dentatus 1.S.
’-—— ——————— " P——— e e e e e e . e — —
| 500 pg/ml 250 pg/ml 125 ug/ml  25pug/ml -
Liriorésinol B Amastig.
isolé de intracell toxique toxique toxique 34
Doliocarpus dentatus LS.
i | _opgmi _____ owgm ___ isugmi
Liriorésinol B Amastig
isolé de intracell 4 69 104
Doliocarpus dentatus LS. _J
——————————————— B |
_______________________________________ -
Liriorésinol B Amastig
isolé de intracell 56
Doliocarpus dentatus LS.
________ ]
| i 60 pug/mil
Meédiorésinol Amastig.
isolé de intracell 52
Doliocarpus dentatus LS.
_______________ ]
_________________ COpgmi __ _ __ pgml ___ ispgml |
Médiorésinol Amastig
isolé de intracell 67 70 88
Doliocarpus dentatus LS.
________ It
L 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml 25 ug/mli
Médiorésinol Amastig ) ]
isolé de intracell toxique toxique 51 77
Doliocarpus dentatus LS.
______________ .+ ——— e ]
60 p1g/ml 30 pg/ml 15 pg/mi
_______________ ——_— e, ———— ]
Médiorésinol Amastig.
isolé de intracell. 42 104 92
Doliocarpus dentatus LS.
Tableau N°36 : essais des lignanes isolés de Doliocarpus dentatus sur le modéle amastigotes de Leish-

mania mexicana amazonensis infectant des macrophages de souris in vitro au laboratoire de Parasito-
logie de Chatenay-Malabry.
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Graphe N°13 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

7 -
du Liriorésinol B isolé de Doliocarpus dentatus @ 75 mglkg en infiltration
)y
=@~ liriorésinol B patte gauche
6 - —¢—— liriorésinol B patte droite
—— Témoin
5 -
4
3 -
J
2 b 1 LA | L3 v T T 1
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
Graphe N°14: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
7 du médiorésinol isolé des tiges de Doliocarpus dentatus d 60 mgl/kg en infiltration
) —8®— médiorésinol patte gauche
—o— médiorésinol patte droite
691 |—B— témoin
5 =
4 -
.
3 -
2 — - = T r r v T r 1
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
3.2.5.3.3. mécanisme d'action probable

Les lignanes furofuranniques sont doués de nombreuses propriétés biologiques!86, mais
la plus remarquable d'entre elles est la capacité d'inhiber la phosphodiestérase de ' AMP
cyclique187 2 des concentrations comparables aux composés de référence que sont la papavérine
ou la caféine. Deux des lignanes isolés ici (le pinorésinol et le liriorésinol B ou syringarésinol)

ont €té testés avec succes pour cette activité.Comme nous l'avons vu dans la premiére partie sur
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les maladies, la voie métabolique de I'AMP cyclique a été explorée comme une des voies

possibles d'action des molécules leishmanicides. Les essais effectués dans les travaux

antérieurs sur les inhibiteurs de la phosphodiestérase 1'ont ét€ in vitro. Par analogie avec les

effets des lignanes, il nous a paru intéressant d'explorer l'activité de la papavérine in vivo en
£n P pap

infiltration. La papavérine ne montre aucune activité significative sur la souris infectée comme le

montre le graphe N°15. Toutefois, il faudrait recommencer l'expérience soit avec les inhibiteurs

de ' AMP cyclique seuls sur une longue durée soit en association avec les sels d'antimoine.

Graphe N°I5: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

79 de la papavérine en injections sous-cutanées et en infiltration
6 —#— Papavérine patte droite
i ——— papavérine voie générale
d —{— Témoin
5 7 '50 mg/kg en infiltration
4 -
4
500 mg/kg en sous-cutanée
3 -
2 T T T v T v T L L
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours
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3.2.6. Structures et activités des composés isolés de Jacaranda copaia
(Aublet) G. Don

3.2.6.1. _ Ecologie et usa

11 s'agit d'un arbre moyen, commun en forét secondaire, plus rare en forét primaire avec
une belle floraison bleue. L'usage de cette plante contre le pian, ancien nom de la leishmaniose,
est signalée depuis 1775 par le botaniste Aublet. Actuellement, les créoles de Saiil utilisent les
feuilles appliquées en emplatre sur les ulcéres de leishmaniose et les indiens Wayapi font briiler
les rameaux feuillus pour repousser les attaques d'insectes piqueurs129, Les Saramaka

connaissent aussi cette espece qu'ils utilisent localement contre les dermatoses.

2.6.2. i liqu

3.2.6.2.1. Description de la molécule

Ce composé a €t€ isol€ en mélange avec le composé€ suivant dans les fractions extraites
au dichlorométhane des écorces de tronc et des feuilles de cet arbre (schémas d'extraction N°14
et 15 ; partie expérimentale, p.153 et 154). Seules des chromatographies sur couches épaisses
ont permis laborieusement de l'isoler en tres petites quantités juste suffisantes pour l'identifier
et tester son activité.Le genre Jacaranda avait déja été travaillé pour son activité antitumorale.
De Jacaranda caucana ont été isolés par I'équipe de Farnsworth 188,189 plusieurs composés
dont des triterpénes. Le spectre de masse de notre composé (57) donne les fragmentations
caractéristiques a m/z 248, 207 et 133 des triterpénes du groupe des ursannes!81, Sa masse
moléculaire 2 m/z 456 et les intensités des pics de fragmentations caractéristiques l'identifient &

l'acide ursolique déja isolé de Jacaranda caucana.

27 Acide ursolique
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3.2.6.2.2. Activité de la molécule

123

Comme le montre le tableau N°37, I'acide ursolique présente in vitro une activité variable

en fonction de la provenance de la molécule (tiges ou feuilles) et donc de son degré de pureté.

Dans le meilleur des cas, il est actif 2 10 pg.ml-! avec un indice de survie des amastigotes de

37%. 11 parait peu toxique sur les macrophages avec une destruction totale des macrophages a

400 |.Lg.m1‘1 dans un autre essai.

acide ursolique (JCT 21) Amastig.
isolé de Jacaranda copaia | iptracelL 37 76

Composés modgles
expérimentaux 40 pg/ml 20 pg/mi
______________ —_————————————————
acide ursolique (JCT 19B) | Amastig.
isolé de Jacaranda copaia| intracell. 2 41
e e e e ] 1S e e —
|~ S 1", T Wpgmi _ _ _

Tableau N°37 : essais de l'dcide ursolique isolé de Jacaranda copaia sur le modile amastigotes
de Leishmania mexicana amazonensis infectant des macrophages de souris in vizro au labora-

" toire de Parasitologie de Chatenay-Malabry.

Le test du composé in vivo montre une absence transitoire de développement des nodules

leishmaniens a la fois sur la patte traitée d'une fagon nette et aussi moins nettement sur la patte

témoin (graphe N°16). Mais les écarts types sur les mesures de 1'épaisseur des pattes non

traitées recouvrent partiellement ceux des pattes des souris témoins. Pour une lecture plus aisée,

sur le graphe ne figurent que les écarts types du lot témoin et dans le lot traité par l'acide

ursolique que lesecart types des paltes soumises au traitement.

Graphe N°16: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

71 de l'acide ursolique isolé de Jacaranda copaia & 75 mgtkg en infiltration
T =8 acide ursolique patte gauche
—®— acide ursolique patte droite T
61 |—8\— Témoin
5 -
4
3 -
2 ' T r - ' T ' Y - )
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours



Les dérivés de l'ursane sont les composés principaux de l'extrait de Centella asiatica 190 qui est
utilisé dans des topiques a activité protectrice anti-inflammatoire et cicatrisante. D'autre part, il a
été signalé récemment!9! que l'indométacine, un anti-inflammatoire puissant inhibe la
dissémination viscérale de la leishmaniose 3 Leishmania major. Un des modes d'action

possibles de l'acide ursolique pourrait étre son pouvoir anti-inflammatoire présumé.

3.2.6.3. Lajacaranone
3.2.6.3.1. Description de la molécule

Le composé majoritaire isolé de la fraction extraite au dichlorométhane de Jacaranda
copaia est une molécule de bas poids moléculaire, avec un seul noyau aromatique qui
correspond au composé breveté isolé de Jacaranda caucana 192193 par 1'équipe américaine et
responsable de 'activité antitumorale contre la leucémie de la souris a lymphocytes P388. 11

s'agit de la jacaranone (58), quinoide s'apparentant aux benzoquinones.

o)

HO  CH,COCH,

58 Jacaranone

3.2.6.3.2. Activité de la molécule

La jacaranone en mélange avec l'acide ursolique a montré in vitro une tres forte
cytotoxicité a la fois sur les macrophages et .sur les promastigotes a la concentration de
4 pg.mi-1 (tableau N°38). Le test de la molécule purifiée a montré que cette activité n'est pas
spécifiquement antileishmanienne.
Un essai de toxicité sur la souris a été effectué et montre que la DL 50 se situe entre 67 mg.kg‘1
ol toutes les souris survivent et 200 mg.kg‘1 ol elles meurent toutes. Deux essais de l'activité
antileishmanienne de la jacaranone ont été conduits irn vivo . Le premier par la voie générale

sous la forme d'injections sous-cutanées a montré une légére activité de ce produit pour la dose
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Extraits modéeles
testés expérimentaux| 04 0.08 0.04 0.02 0.004 0.001 0.0005 mg/ml
Promastig.
BIGNONIACEAE A survivants 0 0 0 S 93 100
Jacaranda copaia %
Amastig,
J.C.6D mélange intracell. 98 85
jacaranone+ac ursolique| B LS.
sol. =40 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 0 0 0 0 0 50 90
%
Promastig.
BIGNONIACEAE A survivants 71 80 100 100 100 100
Jacaranda copaia %
Amastig.
acide ursolique intracell. 39 88 100 100 -
B LS.
sol. =40 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 0 98 97 98 100 98 95
%
_____________ e e ————
_____________ | 0004 _ _ 0002 _ _ _ 0001 _ _00005_ _ __ _ _ _ _
Promastig. i
BIGNONIACEAE A survivants 67 72 98 100
Jacaranda copaia %
Amastig.
Jacaranone intracell. 85 100
B IS.
sol. = 40 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 98 98
%
| _J______ T o0t _ _ 00005 _ _ _ 000025 _00001 __ "
Promastig r —————
BIGNONIACEAE A survivants
Jacaranda copaia %
Amastig.
Jacaranone intracell. 80 100 100 100
B LS.
sol. =40 mg/ml Macrophages
dans DMSO survivants 98 98 98 98
%

Tableau N°38 : Activité des composés isolées de 1' extrait chlorométhylénique des feuilles de Jacaranda co-

paia sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture;
modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.




épaisseur des nodules en mm

mesure des paties cn mm

125

correspondant & sa DLSO0 sur cinq jours sur la souris (graphe N°17). Le second, par injection
des produits en infiltration dans la patte infectée, montre une forte réaction inflammatoire et une
forte toxicité cutanée qui vont masquer 1'effet leishmanicide pendant 1a premiére partie de I'essai
(graphe N°18). Ce composé est toutefois beaucoup trop toxique et peu spécifique pour

envisager de l'utiliser comme antileishmanien en usage externe.

5 7 Graphe N°I7 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
de la jacaranone isolée de Jacaranda copaia a 60 mgikg en injections sous-cutanées pendant 5 jours
47 |—®— Jacaranone
—¢— Pentostam
1 |—=— «moinDMSO
34
2 -
1 -
4
0 Y T — T L Y T T 1
0 2 4 6 8 10
durée du test en semaines
Graphe N°18: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALBIc
79 de la jacaranone isolé des tiges de Doliocarpus dentatus & 75 mglkg en infiltration
=8 jacaranone patte gauche
6 - —¢— Jacaranone patte droite
—f— Témoin
5 - wrés inflammatoire
44
3 -~
2 v i L T L ! ¥ T T 1
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours
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3.2.6.4. _analogues structuraux_de la jacaranon

3.2.6.4.1. benzoquinones de synthése

264.1.1 ivité antilei ienn

L'activité intéressante de la jacaranone mais entachée de toxicité, nous a fait envisager de
tester des composés voisins de cette hydroquinone. G. Kunesch 194,195,196 3 synthétisé il y a
une vingtaine d'années une série d'acétates de benzoquinones (59 a 65) qui n'ont pas fait

I'objet de recherches d'activité biologique.

0
R1 R2

R3 R4 !

29 R1= CH;, R2 = CH;, R3 = CH; , R4 = OCOCH,
60 Ri=H,R2=H,R3=CH,, R4 = OCOCH,

Q
R1 R2
R3 |
R4 |
RS

61 R!=H,R2=CH3,R3=0COCH3,R4=CH3,R5=H

62 RI1=C(CHs);,R2=0COCH,,R3=0COCH;,R4=H,R5=H
83 R1=H,R2=0COCH;, R3 = OCOCH; , R4 = H, RS = CH,
64 R1=CH,,R2=0COCH,,R3=0COCH; ,Ré =H RS5=H
63 R1 = CH;,R2 = OCOCH,, R3 = OCOCH, , R4 = H, RS = CH,

Apres vérification de leur stabilité par CCM et de leur identité par RMN du !H, certaines de ces
molécules ont été testées sur les deux modeles promastigotes et amastigotes. Leur
cbmponement in vitro est proche de celui de la jacaranone avec une forte cytotoxicité a la fois
sur les promastigotes (tableau N°39) et sur les macrophages sans activité spécifique sur les
amastigotes (tableau N°40). Cette toxicité est variable suivant la qualité des substituants du

noyau aromatique : la présence de deux di-acétates en ortho de la fonction carbonyle de la



Composés modéles
expérimentaux 60 ng/ml 30 ug/ml 15 ng/ml

62 Amastig.
intracell. toxique toxique 86

LS.

63 Amastig.
intracell. toxique toxique toxique
LS.

64 Amastig.
intracell. toxique toxique toxique
LS.

intracell. toxique toxique toxique
LS.

63 Amastig,
intracell. toxique toxique toxique
LS.

64 Amastig.
intracell. toxique toxique toxique
LS.

63 Amastig,
intracell. toxique toxique toxique

intracell. 105 105 102
LS.

02 Amastig.
intracell. 89 100 -
I.S.

63 Amastig.
intracell. 88 94 75
LS.

64 Amastig.
intracell. toxique 95 . 98
LS.

63 Amastig.
intracell. 77 89 92
LS.

39 Amastig.
intracell. 98 102 102
I.S.

60 Amastig.
intracell. 95 102 97

Tableau N°40 : essais de benzoquinones de synthese, analogues de la jacaranone sur le modele
amastigotes de Leishmania mexicana amazonensis infectant des macrophages de souris in vitro
au laboratoire de Parasitologie de Chatenay-Malabry.
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quinone semble renforcer l'activité, par contre le déplacement de leurs positions en para semble

la diminuer.

Composés de modéles
référence expérimentaux 50 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 1 pg/ml

Promastig.
39 survivants 0 14 17 34
%

‘ Promastig.
60 survivants 0 10 17 95
%

- Promastig.
61 survivants 0 55 89 96
%

Promastig.
02 survivants 0 7 12 63
%

Promastig.
63 survivants 0 0 5 70
%

Promastig.
04 - survivants 0 0 0 62
%

Promastig.
63 survivants 0 0 0 63

Tableau N°39 : Essais des benzoquinones de synthése sur le modéle promastigotes de Leishmania mexi-
cana amazonensis en culture
In vivo, malgré une forte dispersion des résultats, certaines de ces quinones (graphes N°19, 20,
21, 22, 23) montrent une activité comparable aﬁx sels d'antimoine. Mais cette activité est
entachée 13 aussi d'une forte toxicité cutanée qui est la caractéristique de nombreuses quinones.
Des benzoquinones ont déj fait l'objet d'études197-198 de leurs activités trypanocides in vitro
en montrant des activités intéressantes de type oxydant mais non confirmées in vivo. Les
benzoquinones "vraies" diversement substituées sur les positions 1, 2, 3, 4 sont des inhibiteurs
des systémes respiratoires mitochondriaux faisant intervenir le coenzyme Q199, ce qui peut

expliquer leurs effets cytotoxiques.
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Graphe N°19 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALBIc
de la benzoquinone 59 a 75 mglkg en infiltration

—@— quinone 59 patte gauche
—&— quinone 59 patte droite
—{— Témoin

3 -
1
2 r — r T r T r — - .
20 30 40 50 - 60 70
durée du test en jours

Graphe N°20 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
de la benzoquinone 60 & 75 mglkg en infiltration

—— quinone 60 patte gauche
—&— quinone 60 patte droite
—— Témoin

inflammation

4 -
/ ’
4 '___—-—1
3 -
] 1
2 —r — — r ' I —r T ' —
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours
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Graphe N°21 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

6 . de la benzoquinone 61 & 75 mglkg en infiltration
—#— Benzoquinone 61 patte gauche
5 —— Benzoquinone 61 patte droite
—f— témoin
4 -
3 -
]
2 I i v | S L4 | o - ™ =1
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours
Graphe N°22 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c
7 7 de la benzoquinone 62 a 75 mglkg en infiltration
- Benzoquinone 62 patte gauche
6 |—e— Benzoquinone 62 patte droite
—f— tmoin
S =
inflammation
4 =
3 -
]
2 v T - — r T v — 1
20 30 40 50 60 70

durée du test en jours
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Graphe N°23 : Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infeciant la souris BALB/c

81 de la benzoquinone 64 a 75 mglkg en infiltration
—%— Benzoquinone 64 patte gauche
77 —o— Benzoquinone 64 patte droite
—f—— témoin
6 -
5 inflammation
.
4 -
—1
3 -
2 -
1 L L v 1 1 v L ¥ 1
20 30 40 50 60 70
durée du test en jours

3.2.64.12 Lvité ) lul les L1210

Par analogie avec l'activité antitumorale de la jacaranone démontrée par les américains, les
benzoquinones de synthese les plus représentatives de la série ont fait I'objet d'essai d'activité

sur des cellules tumorales L.1210 dans le laboratoire de Pharmacognosie du Professeur Koch a

la Faculté de Pharmacie de 1'Université Paris V. Comme le montre le tableau N°41, les cinq

benzoquinones montrent une activité assez importante sur ces cellules tumorales. Le schéma

structure-activité proposé plus haut se trouve ainsi conforté.

Composés testés sur cellules L1210

Concentration inhibitrice 50 (en pg/ml)
9,5
0,75
7,5
2
0,5

Tableau N°41 : Activité cytotoxique des benzoquinones de synthese sur les cellules tumo-

rales 1.1210
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3.2.6.4.2.

La chrysarobine, mélange commercial d'anthraquinones

Comme nous l'avions déja indiqué plus haut la chrysarobine extraite de Vataireopsis

speciosa a montré une certaine activité sur les promastigotes de leishmanies. Pour disposer

d'une quantité suffisante de chrysarobine afin d'effectuer des tests in vivo, nous avons utilisé la

chrysarobine commerciale de Sigma®, qui est un mélange de quinones extraite de V. araroba

dont le composé majoritaire est 1'anthraquinone (66).

OH 0 OH

CH,
66 Dihydro-1,8méthyl-3anthrone-9 qui constitue
30 % de la chrysarobine commerciale

L'activité in vitro de la chrysarobine est faible comme le montre le tableau N°42.

130

e — e ——— — — —

PAPILIONACEAE

Chrysarobine

sol. = 20 mg/ml
dans DMSO

A survivants

Amastig.
intracell.

B LS.
Macrophages
survivants
%

37 100

0.01  0.002 0.001

99 100 100 100 100

Tableau N°42 : Activité de la chrysarobine SIGMA® sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in

vitro

modéle A = promastigotes en culture;
modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.

Son activité in vivo (graphe N°24) est plus intéressante quoiqu'entachée d'une certaine toxicité

cutanée et plus lente par rapport i l'action des sels d'antimoine. Une intéressante activité in vitro

de dérivés polyaminés d'anthraquinones?00 a déja été explorée sur les promastigotes de
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différentes espéces de leishmanies mais n'a pas été confirmée in vivo.

Graphe N24: Activité sur Leishmania mexicana amazonensis infectant la souris BALB/c

67 de la chrysarobine commerciale a 33 mg/kg pendant 5 jours en injections sous-cutanées
5 -
4 - —&— Chrysarobine

J —&— Pentostam
—&8— témoin DMSO

mesure des nodules en mm

durée du test en semaines
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4, CONCLUSION
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Les travaux effectués ici ont été consacrés 2 la recherche de nouveaux principes actifs
dans des plantes présumées antipaludiques et antileishmaniennes de la région amazonienne

(plateau des Guyanes) dont certaines sont utilisées a ce titre en médecine locale.

1Is ont conduit 2 élaborer une méthodologie compléte pour I'étude de ces plantes depuis la
prospection ethnopharmacologique jusqu'a I'évaluation de l'activité antiparasitaire sur animaux
de laboratoire, en passant par I'isolement et la détermination de structure de principes actifs mis

en évidence.

Un inventaire préliminaire appuyé sur l'exploitation de I'herbier des plantes médicinales
de 'ORSTOM 2 Cayenne et sur des enquétes ethnobotaniques, en particulier celles que nous
avons effectuées chez les Saramaka du Surinam a permis de sélectionner plus de cécnt-vingt
plantes susceptibles de recéler des principes actifs antipaludiques et antileishmaniens. A ce
stade, il nous a paru indispensable de définir des tests de triage permettant de retenir les plantes
manifestant une activité dans ces domaines.

Pour I'activité antipaludique, nous avons retenu les formes sanguines de Plasmodium
falciparum en culture cellulaire et le modele expérimental de paludisme murin a P. berghei
yoelii.

Pour I'activité antileishmanienne, nous avons montré que 'évaluation devait utiliser des tests in
. vitro sur des modeles proches de la pathologie humaine, c'est a dire les amastigotes d'une
espece tres pathogene pour 'homme, Leishmania mexicana amazonensis, parali¢lement 4 un
test in vivo se rapprochant des conditions d'emplois de ces plantes par les populations en
médecine traditionnelle, le modele cutané en infiltration chez la souris. A 'aide des protocoles
ainsi définis, quarante-trois plantes ont été retenues pour une activité antipaludique et huit pour
une activité a’ntil_eishmanicnne, en vue d'un fractionnement de leurs constituants. Apreés controle
de l'activité des fractions obtenues, quatre plantes ﬁon étudiées jusqu'ici du point de vue

phytochimique ont été analysées en détail :



Andira coriacea, présumée antipaludique, qui contient des polyphénols dont un nouveau, le
désméthyllaxiflorane et trois plantes présumées antileishmaniennes : Faramea guianensis qui a
livré deux nouveaux flavanes ; Jacaranda copaia contenant de 'acide ursolique et un quinoide,
la jacaranone ; Doliocarpus dentatus dont nous avons isol€ trois lignanes et trois triterpénes

bétuliniques

Une certaine activité antileishmanienne a été retrouvée avec 1'acide ursolique et surtout la
jacaranone. Ceci nous a conduit & nous intéresser & des composés de synthese voisins de la
jacaranone, des acétates de benzoquinones, qui se sont avérés avoir une activité plus
intéressante sur la leishmaniose cutanée expérimentale de la souris 3 Leishmania mexicana

amazonensis.

Notre travail, méme confronté au caractére aléatoire d'une recherche des principes
biologiquement actifs d'origine naturelle, montre le bien-fondé de cette démarche, notamment
en cegui concerne les plantes d'intérét thérapeutique et en particulier les antileishmaniens dont
nous sommes actuellement trés dépourvus. Il montre également la nécessit€ a cet égard d'un

protocole d'étude rigoureux et significatif tel que nous avons tenté de 1'établir.

D'autre part, une projection vers des produits de synthése de structure apparentée s'est
avérée positive et une étude plus approfondie de 'activité cytotoxique de plusieurs des produits

isolés devrait aboutir & la mise en évidence d'autres activités en relation avec la cytotoxicité.
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S. PARTIE EXPERIMENTALE
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5.1. CHIMIE
5.1.1. Appareillage

Les points de fusion ont ét€ mesurés & 1'aide d'un microscope KOFLER et ne sont pas
corrigés.
Les spectres ultra-violet (U.V.) ont été enregistrés en solution dans 1'éthanol a 96€, au moyen
d'un appareil UNICAM SP 1800.
Les spectres infra-rouge (I.R.) ont été€ effectués dans des micropastilles de bromure de
potassium ou en film sur pastilles de bromure de potassium, sur un spectrographe PERKIN-
ELMER 257.
Les spectres de masse en impact électronique (I.E.) ont été obtenus a 1'aide d'un spectrometre
NERMAG/SIDAR V 2.3 au S.A.M.M. du Centre d'Etudes Pharmaceutiques de Chatenay-
Malabry et AEI MS-50 a 1TCSN (Gif/Yvette). L'intensité relative de chaque pic est indiquée
entre parenthéses.
Les chromatographies sur couches minces ont ét€ effectuées sur des plaques de gel de silice
SCHLEICHER-SCHULL F 1500 LS 254. Ces plaques ont été observées en lumiére U.V. 2
254 et 366 nm et révélées soit A I'aide d'une solution de chlorure ferrique 2 5% dans I'éthanol
avec chauffage a 100-110°C, soit 2 I'aide d'une solution d'acide sulfurique 2 20% avec
chauffage a 100-110°C.
Les chromatographies "flash” (sur colonne) ont été réalisées avec de la silice de granulométrie
0,040-0,063 mm selon la technique de STILL et al 152,
Les chromatographies préparatives en phase liquide a haute performance (C.L.H.P.) ont été
réalisées a l'aide d'un appareil WATERS 500 sur silice de type 60 (granulométrie : 0,010-0,040
mm) sous une pression de 10 bars.
Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire du proton (R.M.N. 1H) ont ét€ tracés sur des
appareils BRUKER AM 200 SY dans le sc;rvice de R.M.N. du Laboratoire de Chimie des
Interactions Moléculaires du Collége de France a Paris , BRUKER AM 250 dans le service de
R.M.N. de I'ICMO, Faculté des Sciences de Paris XI (Orsay) ou BRUKER AM 300 dans le
service de R.M.N. du LASIR, Centre de Recherche du CNRS de Thiais. Le solvant deutérié

utilisé est précisé entre parenthéses. Les déplacements chimiques (d) sont exprimés en ppm par



rapport au tétraméthylsilane (TMS, d = 0). Les constantes de couplage (J) sont indiquées en
Hertz (Hz). Les abréviations suivantes sont employées : s (singulet), d (doublet), t (triplet), q
(quadruplet), dd (doublet dédoublé), td (triplet dédoublé), tt (triplet de triplet), m (multiplet).
Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 (R.M.N. 13C) ont été

enregistrés sur un appareil BRUKER AM 200 opérant a 50,3 MHz, dans le service de R M.N.

du Laboratoire de Chimie des Interactions Moléculaires du Colleége de France. Les
déplacements chimiques (d) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS, d =
0).Le solvant deutérié utilisé est indiqué entre parentheses. La parité des carbones a été

déterminée par une expérience de "J-modulated spin-echo”.

5.1.2. Préparation des extraits pour le criblage préliminaire

* Paludisme
20 g de poudre végétale sont classiquement percolés par une certaine quantité d'éthanol a 70¢ .
La poudre est épuisée lentement jusqu'é,. ce que l'extrait ne présente plus de coloration (300 a
500 ml d'éthanol).

*Leishmaniose
20 g de drogue pulvérisée sont placés dans un ballon avec de 'eau distillée (200 a 400 ml). Le
tout est porté a ébullition sous reflux pendant 5 mn et laissé infuser 1 h. Apres quoi,on filtre

sous vide et le filtrat est lyophilisé .
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5.1.3. Andira coriacea

5.1.3.1. chimie extractive sur la drogue végétale

Bois de Andira coriacea

(438 g)

fraction extraite au dichlorométhane

chromatographie sur |colonne ouverte de silice

4 6 7 9 11

1045 mg Xmg 178 mg 319mg 651 mg

AC3D flavéne ? Biochanine A Biochdnine A’
148 mg impure

Composé X | ACS8C flavene ?

12
124 mg

mélange d'acétone/
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chromatographie
sur couche
épaisse de silice

Schéma N°5 : isolement des principes actifs du bois de tronc de Andira coriacea

2
54 mg
desméthyl 5' ou 6' - Composé Y
laxiflorane



5.1.3.2. _ données physico-chimigues des molécules isolées

Biochanine A (45)

45 Biochanine-A

- Cristaux jaunes

- Point de fusion : 220-223°C

- Spectre LR. (CHCI3) v en cm-1: 3290 (HO), 1645 (C=0 conjugué), 1620, 1605, 825
(bandes aromatiques). |

- Spectre de masse 1.E.m/z (abondance %): 284 (100), 283 (21), 269 (13), 153 (2), 152‘(16),
132 (44), 124 (10). |

- Spectre de RM.N. du 1H 2 200 MHz (CDCI3 + DMSODg) :

d ppm J HH(H2) nombre de protons
CH30 - 4' 3,75 s 3
H-6 6,15 d 2 1
H-8 6,28 d 2 1
H-3etH-5 6,87 d 9 2
H-2etH-6 7,38 d 9 2
H-2 8,03 s 1

OH-7 8,95 s(élargi) 1
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Désméthyllaxiflorane (46)

- amorphe

- Spectre UV A max nm (log €) : 226 (4,48), 268 (épaulement), 280 (3,41)
- Spectre LR. (CHCI3) v en cm-1: 3300(OH), 1620, 1600, 835 (bandes aromatiques).
- Spectre de masse I.E.m/z (abondance %): 288 (59), 167 (11), 166 (100), 154 (52), 153 (45),

133 (27), 123 (77)

46 Désméthyllaxiflorane R = Hou CH;
R'=CH;0ou H

- Spectre de RM.N. du 'H 2 200 MHz (DMSODg) :

H-4
H-4
CH30
H-3
H-2
H-2
H-8
H-6
H-2
H-3
H-5
HO -
HO -

d ppm
2,73
2,87
3,73
3,78
3,88
4,12
6,16
6,26
6,40
6,50
6,85
8,55
9,15

dd

s(élargi)
s(élargi)

J HH(Hz)
15;4,5
15:;4,5

10
10
2,5
8:2,5
8,5
8,5

nombre de protons

1
1
3
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AC3D (47)

- amorphe

- Spectre UV A max nm : 226 , 282 (épaulement), 288.
- Spectre LR. (CHCI3) v en cm-1: 3380(HO), 1620, 1590, 820(bandes aromatiques).
- Spectre de masse 1.LE.m/z (abondance %): 270 (100), 269 (46), 255 (30), 197 (7), 148 (20)

- Spectre de R.M.N. du 1H 2200 MHz (CDCl3) :

HO -
H-
CH30 -
HO -

H - arom
H - arom
H - arom
H - arom
H - arom

H - arom

d ppm
1,71
3,53
3,77
522
5,50
6,43
6,44
6,46
6,54
7,13
7,39

s(élargi)
m

S

s(élargi)

JHH(Hz2)

9:;25
2,5
2,5
9:;2,5

nombre de protons

1
2
3
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ACBC (48)
- amorphe
- Spectre UV A max nm : 220, 280 (épaulement), 287, 302, 336 (épaulement).
- Spectre LR. (CHC13) v en cm-1: 3300(HO), 1615, 835(bandes aromatiques).
- Spectre de masse [.LE.m/z (abondance %): 286 (100), 271(39) M - CH3, 225 (10), 197 (20),
150 (40), 147 (41).
- Spectre de RM.N. du !H 4 200 MHz (CDCl3) :

d ppm J HH(Hz) nombre de protons

H 3,82 m 2
CH30 3,84 s 3
H 5,45 d 7,5 1
H - arom 6,41 d 2,5 1
H - arom | 6,48 s 1
H - arom 6,57 dd 9;2,5 1
H - arom 6,84 s 1

H - arom 7,35 d 9 1
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5.1.4. Faramea guianensis

5.1.4.1. _chimie extractive sur la drogue végétale

Faramea guianensis Aublet
Drogue séche et pulvérisée
425 g de feuilles

Ether de pétrole

\
I Extrait & ['éther de péaole

insoluble dans l'ean

FG 10A o
\\ FG 10B 212 mg 1 o le mdchanci trihydroxy-5,7,4'-flavane
Extrait au chioroforme /cirommographie! FG 10C 150mg N

l 8,87g FG 10D 43 mg ~:
Actime ddthyle "
FG9A cnstallisaton éthoxy-4'-dihyd 5,7-fla
Marc FG 9B32mg — . 2 el | mithozy-4"-dihydroxy-5;7-flavane
Extrait & lacétaie déchyl FG e
4.51g FG9D:11m./
FGSE
Précipil FG 8A 507 my
2,45}’ e FG 8B 19675
Marc g — FG8Cinmg [
¢ partion entre
' Extrait A I'acétone T'eavet o n-butanol o ) o FG 8D 206 mg
3128 - Extrait saponosidi Extrait que\  colonne de silice FG 2E 92mg
Echanol A 9% 40,68 g 6,l4g Juvens FG 8G7s1mg
I\ FG 81193 mg
Marc i FG 8K 2156
I Extrait éthanolique : Exu'n;) aqueux me |
189g 8
o
\ —
3323g

Schéma N°8 : isolement des principes actifs des feuilles de Faramea guianensis
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SAAISONOJ



5.1.42 données physico-chimigues des molécules isolées

trihydroxy-5.7.4'flavane (49)

OH
O
O B

49 R =OH tihydroxy-5,7,4' flavane
50 R =O0CH; méthoxy 4', 5,7 flavane

R

HO

- cristaux blancs

- point de fusion : 208-211°C

- Spectre UV A max nm (log €) : 214 (3,74), 226 (épaulement), 274 (2,58) ; déplacement

bathochrome de 20 nm en milieu basique.

- Spectre LR. (CHCI3) v en cm1: 3390(HO), 1615, 1605, 825-810(bandes aromatiques).

- Spectre de masse LE.m/z (abondance %): 258 (88) , 139 (100), 133 (38), 121 (38), 120

(>100), 107 (35).

- Spectre de RM.N. du !H 2 200 MHz (CDCl3):

d ppm J HH(Hz)
H-3 1,83 m
H-3 2,00
H-4 2,52 m
H-2 4,18 dd 12,5;2,5
H-6 5,67 d 2,5
H-8 5,81 d 2,5
H-2etH-6 6,68 d 9
H-3etH-5 7,12 d 9

- Spectre de RM.N. du 13 C, 50,3 MHz (CD30D) .

nombre de protons
1
1
2

C: 158,0 (C-77), 157,9 (C-97), 157,4 (C-57), 157,3(C-4'7) ,134,3 (C-10), 102,5 (C-1"),
CH : 128,5 (C-3' et C-5"), 116,0 (C-2' et C-6), 96,OV(C-8), 95,9 (C-6), 78,8 (C-2)

CH2 : 30,9 (C-4), 20,5 (C-3)
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trihydroxy-5.7.4'flavane de synthése

- cristaux blancs

- point de fusion : 210-213°C
- Spectre de RM.N. du 1H 2 200 MHz (CD30Dy :

H-3
H-3
H-4
H-2
H-6
H-8
H-2'etH-6
H-3etH-5

S ppm
1,92
2,08
2,64
4,85
5,67
5,85
6,76
7,21

A A A A

J HH(Hz2)

12,5;2,5
2,5
2,5

nombre de protons
1
1
2
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dihydroxy-5.7-méthoxy-4'flavane (50)
- cristaux blancs
- Point de fusion : 193-196°C
- Spectre UV A max nm (log €): 215 (épaulement), 224 (3,94), 274 (2,69), 280 (épaulement).
- Spectre LR. (CHCI3) v en cm1: 3380(HO), 1630, 1615, 805(bandes aromatiques).
- Spectre de masse 1.E.m/z (abondance %): 272 (33), 147 (17), 134 (89), 121 (26), 105 (58),
91(100).
- Spectre de RM.N. du !H 2 200 MHz (CDCl3) :

d ppm A J HH(Hz) nombre de protons
H-3 1,96 m 1
H-3 2,10 m 1
H-4 2,62 m 2
0O-CH3 3,75 8 3
H-2 4,87 dd 12,5;2,5 1
H-6 5,90 d 2,5 1
H-8 5,95 d 2,5 1
H-2etH-6 6,83 d 9 2
H-3etH-¥5 7,26 d 9 2

- Spectre de RM.N. du 13 C, 50,3 MHz (CD30D) -

C : 160,6 (C-4'), 157,9 (C-97), 157,4 (C-57), 157,3(C-77) ,135,4 (C-10), 102,5 (C-17),
CH : 128,4 (C-3' et C-5'), 114,7 (C-2' et C-6'), 96,0 (C-8), 95,9 (C-6), 78,6 (C-2)
CH2 : 30,8 (C-4), 20,4 (C-3)

CH3: 55,7
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5.1.5. Doliocarpus dentatus

.1.5.1.  chimie extractive sur la e végétale

Tiges de Doliocarpus dentatus
fraction extraite au dichlorométhane

7g

"Flash" chromatographie sur colonne de silice

3 6 8 9 10 12 14
215 mg 147 mg 178 mg 196 mg 216 mg 159 mg 293 mg

Chromatographie
sur couche
épaisse de silice

chromatographie
sur couche
épaisse de silice

— — Flash-chromatographie
-l_ sur colonne de silice
1 _ fine
1 2 'l_ 1 2 1 2
60 mg 34mg 62 mg 1 44 mg 65 mg 119 mg 75 mg
60 mg |
cristallisation cnistallisation
dans I'éther dans I'éther
Aldéhyde de la
bétuline “Bétuline - ~:- Pinorésinol %' - Médiorésinol Liriorésinol B

Schéma N°10 : isolement des principes actifs des tiges de Doliocarpus dentatus
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5.1.5.2. _ données physico-chimigues des molécules isolées

Acide bémlinique (51)

31 R = COOH Acide bétunilique
22 R = CH,0H Bétuline
33 R =CHO Aldéhyde de la bétuline
- cristaux blancs
- Point de fusion : 275-278°C
- Spectre de masse 1.E.m/z (abondance %): 457 (2)M-1, 220 (17), 207 (41), 189 (87)
- Spectre de RM.N. du 1H 2200 MHz (DMSOQODg) :

d ppm J HH(Hz) nombre de protons
C-29 1,66 s 3
C-30 4,60 - d 24 2

- Spectre de R.M.N. du 13 C, 50,3 MHz (DMSODg¢)

C:36,3 (C10) ; 38,3 (C4) ; 42,5 (C14) ; 55,4 (C17) ; 76,8 (C3); 150,3 (C20) ; 177,2 (C28)
CH : 37,6 (C13) ; 48,6 (C18) ; 48,6 (C19) ; 50 (C9) ; 54.9 (C5)

CH2 : 18,6 (C6) ; 20,5 (C11) ; 25,1 (C12) ; 27,1(C2) ; 28,1 (C21) ; 30,1 (C15) ; 31,7 (C16) ;
33,9 (C7) ; 36,7 (C22) ; 38,5 (C1) ; 109,6 (C30)

CH3 : 14,4 (C27) ; 15,7 (C24) ; 159 (C25) ; 15,9 (C26) ; 18,9 (C29) ; 29,2 (C23)
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Béuline (52)
- amorphe
- Spectre LR. (CHCI3) v en cm-1: 3520 HO, 2930, 1605.
- Spectre de masse I.LE.m/z (abondance %): 442 (38), 411 (72) M - CH20H, 207 (76), 189

(100).
- Spectre de RM.N. du !H 2200 MHz (CDCI3) :
O ppm J HH(Hz) nombre de protons
C-29 | 1,72 s 3
C-30 4,62 d 24 2
Aldéhyde de la bétuline (53)

- amorphe

- Spectre UV A max nm : 208 , 222 (épaulement), 264.

- Spectre LR. (CHCI3) v en cm-1: 352Q, 2930, 1605(CO).

- Spectre de masse I.LE.m/z (abondance %): 440 (13), 411 (10) M - CHO, 207 (56), 189 (47).
- Spectre de RM.N. du 1H 2 200 MHz (CDCl3) :

d ppm JHHMHz)  nombre de protons
C-29 1,69 s 3
C-30 4,70 d 24 2

C-28 9,68 ' s 1
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Liriorésinol B (54)

CH;

OH

R,
24 R1etR2=CH30  Syringarésinol ou liriorésinol B
, 55 R1=H et R2 = CH;0 Médiorésinol |
- cristaux blancs 56 RletR2=H Pinorésinol
- Point de fusion : 162-166°C

- Spectre LR. (KBr) v en cm1: 3520 (HO), 1615 (bandes aromatiques), 1110 (C-O).

- Spectre de masse L.E.m/z (abondance %): 418 (85), 388 (23), 358 (23), 235 (11), 193
(19)[Ar-CH-CH=CH2]"*,181 (42) Ar-CO™, 167 (29) Ar-CH2*> 164 (35), 151 (63), 131 (31).
- Spectre de RM.N. du 1H 2 200 MHz (CDCl3) :

O ppm T HHH2Z) nombre de protons
H-1letH-5 3,11 m 2
H-8ouH-4 3,71 m 2
H-40uH-8§ 3,73 m 2
CH30 3,94 s(élargi) 12
H-40uH-8§ 4,24 m 2
H-2etH-6 4,76 d 4 2
HO-4'etHO-4" 5,52 s(élargi) 2
H aromatiques 6,55 s(élargi) 4



Médiorésinol (55)
- cristaux blancs

- Point de fusion : 167-170°C

- Spectre LR. (KBr) v en cm-1: 3530 HO, 1610(bandes aromatiques), 1110 (C-0O).

- Spectre de masse L.E.m/z (abondance %): 388 (100), 344 (46), 181 (42) Ar2-CO™*, 167 (28)

Arp-CH2*, 151 (81) Ar1-CO*, 137 (28) Arp-CH1+» 131 (40).

- Spectre de RM.N. du 1H 2200 MHz (CDCl3) :

d ppm

H-1letH-5 3,11 m
H-8o0uH-4 3,71 m
CH30 3,89 s(élargi)
H-40uH-8 4,24 m
H-2etH-6 4,72 m
HO-4 . - 552 - s(élargi)
HO-4" 5,62 s(élargi)
H-2"etH-6" 6,57 s

H-2 6,80 m
H-5§ 6,85 m
H-¢6 » 6,95 m

J HH(Hz2)

nombre de protons

2
2
9
2
2
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Pinorésinol (56)

- amorphe

- Spectre LR. (KBr) v en cm-1: 3530 (HO), 1110(C-O)

- Spectre de masse I.E.m/z (abondance %): 358 (48), 280 (19), 205 (11), 163 (25) [Ar-CH-

CH=CH2], 151 (100) Ar-CO™, 137 (61) Ar-CH2™.

- Spectre de R.M.N. du IH 2 200 MHz (CDCl3) :

H-1etH-5
H-8ouH-4
CH3
H-40uH-38
H-2etH-6
HO
H-2etH-2"?
H-6etH-6"?
H-5etH-5"

o ppm
3,11 m
3,85 dd
391 S
4,25 m
4,75 d
5,63 s(élargi)
6,90 d
6,88 d
- 6,84 d

J HH(Hz2)

8:;4

2,5

10

N NN N NN NN

nombre de protons
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5.1.6. Jacaranda copaia

5.1.6.1.  chimie extractive sur la drogue végétale

Tiges de Jacaranda copaia
fraction extraite au dichlorométhane
(5,13 g)

chromatographie surl colonne de silice ouverte

1 2 3 4 5 6 7
131 mg 28mg 338 mg 536 496 mg 190 mg 83 mg

3
. ) \ h graphic\  (Chromatographic
chromatographie’ chromatographie chromatographie | sur couche sur couche
PLC sur silice PLC sur silice PLC sur silice épaisse de silice paisse de silice
1 2 1 2

97 mg 189mg - 286mg 212mg 30 mg 95 mg 30mg

, o

chromm;gnphie chmmal:graphie chromu;gupiﬁe chonw;guplﬁz CmoD T
sur couche sur couche sur couche sur couche doms 1o méthomol i
épaisse de silice ¢paisse de silice épaisse de silice Spaisse de silice dans le méthanol methano ans le méthanol

/
/

I«

<

1 1 1 1 Jacaranone 1 Jacaranone Jacaranone
39mg 10mg 135 mg 44mg 93 mg 1 38mg
\/ _ /
dans le méthanol
Acide ursolique Jacaranone '
impur 147 mg

49 mg

Schéma N°14 : isolement des principes actifs des tiges de Jacaranda copaia




( chromatographis\
| surcolomne |

Noliplighins7

Feuilles de Jacaranda copaia
fraction extraite au dichlorométhane
(9, 66 g)

chromatographie sur| colonne ouverte de silice

[ [
1 2 3
112 mg 47 mg 95 mg

~1

Acide ursolique
impur
43 mg

4
110 mg

Acide ursolique
impur
20 mg

3
1900 mg

1069 mg

atographie
| sur colonne de silice fine |
\ sur 2 fois 500 mg J

N

—_T— -7 -
1 1
295mg 228 mg

chromatographie e Flash-chromatographie sur "\

4
1157 mg

NS
T T
1 2

1063 mg

( chromatographie\
| surcolonne

o i

1 2
610mg 453 mg

sur couche colorme de silice fine
épaissede silice /] 0N e e em e e
p— T
1 1
469 mg
35 mg
| !
Flash-ch graphie sur h grap
colonne de silice fine sur couche
_______ épaisse de silice
| i
Acide ursolique Acide ursolique
2mg 3mg

Schéma N°135 : isolement des principes actifs des feuilles de Jacaranda copaia
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Jacaranone
non cristallisée
453 mg




1.6.2. onnées physico-chimigues des molécules isolée
Acide ursolique (57)

57 Acide ursolique

- amorphe

- Spectre de masse I.E.m/z (abondance %) : 456 (2,6%); 248 (100%) ; 207 (26%) ; 203 (66%)
; 133 (34%)

- Spectre LR. (KBr) v en cm1 : 3420 ; 2920 ; 1070.

Jacaranone (58)

HO  CH,COCH;

58 Jacaranone

- Cristaux jaunes

- Point de fusion : 74-79°C

- Spectre IL.R. (KBr) v en cm-1: 3380 (OH), 1715(C=0 ester), 1665(C=0 conjugué), 1625,
865 (bandes aromatiques).

- Spectre de masse I.LE.m/z (abondance %): 182 (5%) ; 150 (25%) ; 122 (22%); 109 (100%) ;
81 (23%) ; 74 (11%).
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- Spectre de RM.N. du 1H 2 200 MHz (CDCI13) :

CH2CO
OCH3
HO-1
H-3etH-5
H-2etH-6

d ppm
2,71

3,77

3,95
6,21

6,96

J HH(Hz)

Shz
Shz

nombre de protons
2H
3H
1H
2H
2H
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5.2. BIOLOGIE

5.2.1. Tests réalisés a I'Institut Pasteur de Cayenne

5.2.1.1. Paludisme
5.2.1.1.1.  in vitro 201
321111 Lesparasites
Il s'agit d'une souche de référence obtenue de Wilson (Londre), la souche chloroquino-
sensible "Ouganda Palo Alto" (souche FUP) qui a été adaptée tout d'abord sur le singe écureuil
(Saimiri sciureus), sans perdre de son potentiel infectant pour les globules rouges humains202,

Cette souche, maintenue en permanence sur des Saimiri splénectomisés, a été cultivée sur des

érythrocytes humains A+ frais.

521112 Les réactif i

* Le milieu RPMI 1640 (SIGMA) est reconstitué de la maniére suivante :
10,4g de RPMI (prépesés par le fabricant), 2,1g de bicarbonate de sodium, 2,0g de glucose,
8,3g d'HEPES ( SIGMA) qui permet de maintenir le milieu 2 un pH de 6,9 4 7,1, 10 mg de
gentamicine (UNICET), de I'eau distillée (BIOSEDRA) gsp 1000 ml. Le milieu est stérilisé par
filtration sur des membranes millipores de 0,22 pm, distribué en flacons de 200 ml puis
conservé au congélateur a -20°C pendant plusieurs mois.

* Sérum humain
Le sérum A* de donneurs humains est utilisé de préférence. La réalisation d'un mélange de
plusieurs sérums permet d'obtenir des taux de multiplications reproductibles d'une
manipulation a l'autre. Le sérum est clarifié par centrifugation puis par filtrations successives a
0,8 pm et 0,45 pm. Le sérum est ensuite stérilisé par filtration a 0,22 pm. 11 est distribué en
tubes de 50 ml puis conservé au congélateur & 20 pendant plusieurs mois.

* RPMI+sérum humain
Le RPMI est supplémenté avec 10 % de sérum. 1l est stérilis€ une nouvelle fois par filtration &
0,22 um puis conservé en flacons de 200 ml a -20 °C.

* Erythrocytes humains du groupe A+
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Le sang est prélevé sur citrates (ACD), puis centrifugé 2 1800t/mn pendant 10 mn. Le plasma
est éliminé et le culot lavé deux fois avec du RPML. Le culot du demnier lavage est repris avec un
volume équivalent de RPMI+ sérum humain. Les hématies sont conservés a +4 °C pendant 10

jours au maximum.
321113  Culwre

* Dilution de la culture meére
100 pl de la culture mére sont prélevés. Apres centrifugation, un frottis est réalisé€ sur le culot.
Ce frottis est fixé au méthanol puis coloré au Giemsa 4 10%(RAL). La parasitémie est
déterminée. Le culot parasité est ainsi dilué avec des globules rouges de mani¢re & amener le
mélange a une parasitémie comprise entre 0,2 et 1,0 %. Le mélange est lavé deux fois avec du
RPMI avant la mise en culture.

* Mise en culture
La quantité de culot globulaire parasité nécessaire est dilué avec le RPMI+sérum humain pour
réaliser un hématocrite de 5 a 10 %. Le mélange est introduit stérilement dans des boites de -
Pétri qui sont placées dans une étuve & 37 °C en atmosphere controlée en O2 ( composition du
mélange 5 % d'02, 5 % de CO2, 90 % d'N2).

* Entretien des cultures
La parasitémie est suivie quotidiennement par la réalisation de frottis. Le liquide nutritif est
remplacé quotidiennement par du milieu frais préalablement équilibré a 37 °C. Les cultures sont

diluées tous les 3 ou 4 jours par addition d'hématies fraiches.

Le milieu de culture est distribué dans des cupules a raison de 0.5 ml par cupule. Puis,
on met les extraits de plantes a raison de 100 pg par ml de milieu. On ajoute dans chaque
cupule 50 pl d'une suspension parasitaire de 96 heures, obtenue par mélange de globules
rouges en suspension dags le RPMI et d'érythrocytes infectés pour obtenir un niveau initial de
parasitémie de O.50 & 1%. Les cupules sont mises 2 incuber a 37 °C sous le mélange gazeux

précédant. Des frottis colorés sont préparés a 0 h et 96 h. Des témoins milieu et solvant sont
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préparés en paralléle dans les mémes conditions. Le calcul des pourcentages d'inhibition de la

parasitémie se fait de 1a maniére suivante :

pourcentage d'inhibition = 100 - ( parasitémie de l'extrait x 100)
parasitémie du solvant

5.2.1.2. ILeishmaniose

5.2.1.2.1. in vitro 145
521211 Souches
* Parasites

Il s'agit d'une souche (ref : MHOM/GF/84 CAY H 142) obtenue a Cayenne le 25 janvier 1984
A partir de la 1ésion unique d'un malade atteint de leishmaniose cutanée, et entretenue a 1'Institut
Pasteur de Cayenne sous forme promastigote par culture sur RPMI et sous forme amastigote
par passage de hamster 3 hamster. Sa spéciation a été€ obtenue a I'aide de 12 iso-enzymes (Dr
Desjeux, L. B.B.A,, La Paz) et a permis de la rapporter 2 1'espéce Leishmania mexicana
amazonensis.

*Souris
Ce sont des souris Swiss provenant de I'élevage de I'Institut Pasteur de Cayenne

* Hamsters

Il s'agit de hamsters dorés, Mesocriatus auratus, de 'élevage de I'Institut Pasteur de Cayenne.

5.2.1.2.1.2 Mili sactif riel

* Milieu de culture des macrophages
Le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) est utilisé comme milieu de culture des
macrophages. Il est supplémenté par 2g.1-1 de NaHCO3, 4,5 g1 de glucose, 10% de sérum
de veau foetal (SVF, Flow), 0,2% de L. Glutamine (Eurobio) et 1% d'une solution
d'antibiotique contenant 10mg.ml-1 de néomycine, 10 mg.ml‘1 de streptomycine et 10 000

ULml-1 de pénicilline.



* Milieu de culture des parasites
Pour les parasites, le milieu de culture utilisé est le RPMI 1640 (Gibco) supplémenté par 2g.l'1
de NaHCO3, 8,31g.1"1 d'Hépes, 10 mg.l'1 de gentamicine. Avant utilisation on ajoute 15% de
SVF, 10% d'Ancotil ® (fluocytosine & 1%, Roche) et 1% d'une solution d'antibiotique
contenant 20 mg.ml-! de streptomycine, 20 mg.ml-1 de néomycine et 20 000 ULml-1 de
pénicilline.
* Récolte des macrophages
Elle est effectuée 2 l'aide d'une solution saline isotonique, le PBS (Phosphate Buffered Saline)
sans calcium ni magnésium, supplémenté par 4,8 U.ml-1d'héparine® (Choay).
* Produits testés
- substances antileishmaniennes :
pentamidine méthanesulfonate (lot 254 0244) et N-méthyl-glucamine antimoniate (lot 254 0307)
gracieusement fournis par le laboratoire Spécia.
- solvants :
0 éthanol(Prolabo)
0 glycérol (Prolabo)
0 alcool isoamylique (Prolabo)
0 diméthylsulfoxide (Prolabo)
* Colorations des préparations
Les réactifs suivants sont utilisés:
- solution de Zencker (eau distillée 100ml, chlorure mercurique 5g, bichromate de potassium
2,5g, sulfate de sodium 1g), »
- acide acétique (Prolabo),
- solution de Lugol (eau distillée 50 ml, iode sublimé 2g, iodure de potassium 4g),
- thiosulfate de sodium 2 5%,
- Giemsa Rapide (réactifs RAL)
- fixateur de Gurr (High Wycmobe Bucks, U.K.)
- bleu trypan (Sigma)
* Matériel
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- plaques a 24 trous pour culture cellulaire (Nunc) & fond plat
- lamelles couvre objet de verre, 12 mm de diametre
- seringues 2 usage unique (Plastipak ® Becton Dickinson).
les expérimen

52.1.2.13.1. Maintien des parasites

* forme promastigote
Les parasites sont maintenus sous forme promastigote en culture in vitro par repiquages
successifs (tous les quinze jours) dans du RPMI 1640 supplémenté par 15% SVF, 10%
d'Ancotil ®, et 1% de solution d'antibiotiques.

* forme amastigote
Les formes amastigotes de L.m. amazonensis ont été obtenues par inoculation sous cutanée (au
niveau de la face dorsale des pattes arriéres des hamsters) des promastigotes de culture, les
granulomes étant apparus 8 a 10 semaines plus tard. Par la suite, les hamsters sont inoculés
directement avec des formes amastigotes, les granulomes se développant alors plus rapidement,

en 6 semaines.

52.12.132. Test d'activité sur promastigotes en culture

Une série de 15 tubes sont ensemencés avec S0 pl de milieu de culture contenant environ
8.106 pam.éitc:s.ml'1 soit 400 000 parasites par tube. Par ailleurs, les extraits secs des plantes
sont dissous dans du RPMI 1640 complet aux concentrations suivantes : 1 - 0,1 - 10-2 et 103
mg.ml‘l. Les solutions obtenues sont distribuées dans les tubes a raison de 1 ml/tube et de trois
tubes pour chaque concentration testée, dans les trois tubes témoins on rajoute siﬁplement 1 ml
de RPMI complet. Un comptage du nombre de Leishmania dans chaque tube est réalisé
immédiaternent a 1'aide d'une cellule de Malassez. Les tubes sont alors stockés a 24-26° C, a
l'abri: de la lumiére. Apres quarante-huit heures, une nouvelle numération des parasites de

chaque tube est réalisée et les moyennes des triplicates calculées. Les résultats sont exprimés

par le calcul du pourcentage de promastigotes survivants par rapport aux tubes témoins.
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52.12.133. Test d'activité sur amastigotes infectant les macrophages

* Récolte des macrophages
Les souris, males ou femelles adultes (20 a 30 g), sont mises en diéte hydrique environ douze
heures avant expérimentation ; ce qui permet une réduction du volume du transit intestinal et
diminue les risques de contamination fécale du matériel cellulaire récolté. Les animaux sont tués
par rupture de la moelle cervicale : la téte étant maintenue sur un plan dur, une traction brusque
est exercée sur la queue. Les souris sont immédiatement exsanguinées par section des vaisseaux
du cou aux ciseaux afin de réduire les risques de contamination sanguine en cas dhémorragie
intrapéritonéale. Au niveau de 1'abdomen, la peau est mouillée & 1'éthanol & 70€. Une incision
est pratiquée dans la région périombilicale, en prenant soin de la décoller du plan musculaire ; &
partir des leévres de l'orifice on tire dans le sens craniocaudale, la peau étant alors ramenée au
niveau des épaules et des cuisses de I'animal, ce qui découvre largement le péritoine. Dans la
région sous ombilicale on injecte ensuite, rapidement, 8 & 10 ml de PBS froid hépariné (48 U
d'héparine pour 1 ml de PBS). La présence d'héparine, 'absence de calcium et de magnésium
dans le milieu et son maintien & basse température inhibent I'adhérence des macrophages
périton€aux aux supports durant les manipulations de récolte. Le liquide d'ascite est
immédiatement récupéré par ponction lente au niveau d'un flanc, l'aiguille étant écartée des
anses intestinales de fagon 2 éviter le colmatage du biseau. 7 2 8 ml sont ainsi obtenus pour
chaque souris. Le liquide d'ascite est stocké & 4 ° C dans un tube A centrifugation. Le protocole
est répété avec d'autres souris. Les liquides péritonéaux de souris sont rassemblés et
centrifugés a2 900 T / mn, 2 4°C pendant 10 mn. Le surnageant est rejeté et les cellules remises
en suspension dans du PBS hépariné et centrifugées a nouveau. L'opération est renouvelée
deux fois. Au dernier culot sont ajoutés 5 ml de milieu de culture (DMEM avec 10% SVF, 2%
L. Glutamine, 1% d'antibiotique) ; la présence de sérum de veau foetal est nécessaire &
'adhérence des macrophages. La solution est homogénéisée et maintenue 2 la température de la
glace fondante. Les éléments cellulaires sont comptés 2 1a cellule de Thomas et la concentration
est ajustée afin d'obtenir 2.106 cellules.mi-1 (chaque souris permet d'obtenir environ 106

cellules). Les cellules sont réparties dans une boite de Costar & 24 puits contenant 24 lamelles
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stériles, 2 raison de 100 ! par lamelle soit 2.107 cellules environ. La boite est incubée en étuve
a 37°C en présence d'air enrichi de 6 & 8 % de CO? pendant 2 a 3 heures. Les cellules ayant
adhéré, la solution est éliminée a la pipette Pasteur (ce qui permet de rejeter les cellules en
suspension) et remplacée par du milieu nutritif complet a raison de 1 ml par cupule. Le
pourcentage des macrophages parmi les cellules récoltées est estimé entre 40 et 60 %, les autres
cellules étant des lymphocytes, des mastocytes et quelques rares polynucléaires neutrophiles.

* Préparation des parasites et infection
Pour obtenir des amastigotés, un hamster présentant un granulome non ulcéré, de taille
suffisante est sélectionné. L'animal est tué a 1'éther. La patte arriére est nettoyée a 1'alcool iodé
puis a I'éthanol a 70°. A l'aide d'une pince et d'un bistouri stériles, on réséque le granulome, le
clivage se faisant d'autant plus facilement que la 1ésion est de taille importante. Le granulome
est alors haché au dessus d'un mortier contenant du sable stérile et 5 ml de chlorure de sodium a
0,9 %. Le tout est homogénéisé au pilon et la suspension est recueillie a la pipette et centrifugée
4 2000 t/mn pendant 10 mn (4 4° C). On obtient trois -couches : le surnageant contenant des
débris de parasites et de cellules, le fond avec le sable et les gros débris du granulome, et la
couche intermédiaire formée principalement de parasites et de globules rouges. Cette derni¢re
est reprise dans un autre tube, rincée au chlorure de sodium a 0,9 % et centrifugée A nouveau,
ce qui permet de séparer les globules rouges des parasites qui se présentent alors sous forme
d'un couche blanche, crémeuse. Les parasites sont repris dans du milieu nutritif (DMEM avec
10 % SVF, 2 % L.Glutamine et 1 % de la solution d'antibiotiques précédante), dilués et
comptés 2 la cellule de Thomas. Un granulome permet d'obtenir environ 108 parasites. La
concentration est ajustée a 106 parasites /ml. L'infection des macrophages se fait en remplagant
le milieu nutritif des cellules par la suspension de parasites, 4 raison d'un millilitre par lamelle
soit 106 parasites, ce qui donnerait la proportion de cinq parasites pour une cellule. En fait,
compte tenu du pourcentage de macrophages dans les cellules récoltées on obtient un chiffre
théorique de 10 parasites par macrophage. Les boites sont remises a I'étuve & 37° C sous
atmosphere de 6 a 8 % de CO2 pendant une heure, temps suffisant pour obtenir I'infection des
macrophages. Le milieu qui contenait les parasites est alors éliminé et remplacé par du milieu

neuf.
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* Test d'activité sur les amastigotes intracellulaires
Apres l'i:xfection des macrophages les cellules sont mises dans un milieu nutritif (DMEM avec
10 % SVF, 2 %L. glutamine, 1 % antibiotique) qui contient les extraits dissous a 1 - 0,1 - 0,01
et 0,001 mg.mi-1. Trois cupules sont préparées pour chaque concentration testée. Par ailleurs,
trois lamelles de cellules infectées non traitées serviront de témoin. Les boites sont rcmisesﬁ
incuber en étuves pendéﬁt 48 heures. Passé ce délai, les lamelles sont fixées et colorées, aprés
un ringage au PBS.

* Fixation et coloration des préparations
Les préparations sont fixées par une solution de Zencker supplémentée par 4 % d'acide acétique
pendant 10 minutes, puis rincées 2 1'eau du robinet. Le mordangage est effectué par la solution
de ijgél pendant 5 minutes et su1v1 par un nouveau ringage au thiosulfate de sodium a 5 %.
Les lémelles sont ensuite colorées au Giemsa a 10% pendant 15 minutes, rincées a 1'eau du
robinet et séchées. Pour le montage, les lamelles sont collées sur une lame avec une goutte de
fixateur de Gur, la face de la lamelle qui sert de support aux cellules regardant ia lame. |

* Lecture
La lecture vse fait & I'immersion (grossissement 100X). Pour chaque lamelle, dix champs sont
examinés. Le nombre de macrophages et le nombre de parasites intracellulaires sont notés pour
chaque champ. La moyenne des dix champs puis la moyenne des triplicates est calculée. On en
déduit, pour chaque concentration testée et pour les témoins, le nombre moyen de parasites par

cellule, et I'indice de survie est calculée de la fagon suivante :
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i
nb de parasites dans 100 cellules témoins

Il y a une vingtaine de cellules par champ, on examine donc environ deux cents cellules
par lamelle soit six cents cellules pour chaque concentration testée (trois lamelles par

concentrations testée).
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* Tests de viabilité cellulaire.
Pour chaque extrait de plante étudiée, des tests de viabilité cellulaire sont effectués sur des
macrophages non parasités. Les cellules sont mises au contact des produits a tester aux
différentes concentrations (1 - 0,1 - 0,01 et 0,001 mg.mi-1) pendant 48 heures. Un triplicate de
lamelles est réalisé pour chaque concentration testée, ainsi que trois lamelles témoins. Au
moment de la lecture, le milieu contenant les extraits dissous est remplacé par du bleu Trypan a
0,4 %. aprés une minute de contact, les lamelles sont sorties des cupules, retournées sur une
lame et examinées au microscope ; le cytoplasme des cellules mortes se colore en bleu, ce qui
les distingue des cellules viables qui ne prennent pas le colorant. Le pourcentage de survie des

macrophages est alors calculé par rapport au témoin.

5.2.1.2.2. in vivo
221221,  Souches

* 11 s'agit de la méme souche (ref : MHOM/GE/84 CAY H 142) que celle utilisée pour
les essais in vitro permettant ainsi d'avoir des résultats homogenes.

* Les souris BALB/c utilisées a Cayenne sont venues par avion de I'élevage industriel
de IFFA-CREDO. Les controles sanitaires effectués par I'éleveur les donnent exemptes des

affections courantes des rongeurs.
5.2.1.2.2.2 p I .

Un nodule extrait d'un hamster infecté par la souche H142 six semaines avant, est
homogénéisé dans un broyeur de Potter stérile et repris dans du RPMI 1640 seul. La
suspension est diluée pour injecter, une quantité de 200 000 amastigotes dans une des pattes
arriere de souris BALB/c dans un volume de 50 pl. Une heure apres l'infection, les produits a
tester et les substances de référence sont injectés par la voie sous-cutanée pendant 5 jours
consécutif. Un témoin solvant est préparé dans les mémes conditions. Une patte arri¢re sur
deux est infecté, 'autre patte reste indemne de toute infection. La mesure de 1'épaisseur des
pattes avec un pied a coulisse se fait une semaine apres l'infection et cela chaque semaine
pendant huit semaines, temps nécessaire pour le développement du nodule leishmanien avant

ulcération203. Le calcul de l'accroissement en épaisseur du nodule se fait en soustrayant



l'épaisseur de la patte non infectée de I'épaisseur de la patte infectée, ce qui €limine les facteurs

de croissance corporelle individuelle des rongeurs.

5.2.2. Tests réalisés a la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry

5.2.2.1.  Paludisme in vivo
5.2.2.1.1. Souche

Une souche référencée de P. yoelii provenant du Muséum Nationale d'Histoire Naturelle
est entretenue périodiquement au laboratoire de parasitologie de la Faculté de Pharmacie de
Chiatenay-Malabry par passage sur des souris CD1 maéles jeunes de 20g = 2 g provenant de
I'élevage industriel de Charles Rivers France. Les souris sont garanties sans infection par
I'éleveur qui assure les contréles de routines concernant les pathologie les plus courantes des
rongeurs, avec une vérification une fois par an de la présence d'Eperythrozon coccoides. Cette
souche de P. yoelii par passage permanent sur les rongeurs conserve sa virulence en tuant les

souris en une dizaine de jours.

5.2.2.1.2. Réactifs

*Réactif de Marcano préparé au laboratoire pour diluer les hématies parasitées au 1/200
et permettre ainsi leur numération.

* eau physiologique a 9 g de NaCl par litre stérile pour la dilution finale avant injection
des hématies parasitées. _

* des seringues hypodermiques de 1 ml graduées au 1/10 et équipées d'aiguilles dite &
tuberculine de petite taille permettant a la fois l'injection des parasites et des produits a tester.

* Héparine (Choay) qui assure I'incoagulabilité du sang recueilli de la souris donneuse.

* Colorant de Giemsa rapide (RAL) dilué 2 10 % avec de I'eau du robinet pour assurer

une coloration des frottis en 10 mn,
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5.2.2.1.3. Protocole expérimental

Les souris miles sont préférées afin que le test ne soit pas perturbé par le cycle sexuel
hormonal de la femelle. On démarre l'infestation a 1'aide d'une souris donneuse dont 20% des
hématies sont parasitées. Le sang parasité est récupéré par une ponction au sinus retro-
orbiculaire a I'aide d'une pipette Pasteur héparinée. Une numération des hématies ainsi qu'un
frottis sont effectués pour évaluer le nombre de parasites dans la prise de sang afin d'injecter 10
millions de parasites par souris dans 0,1 ml de sang dilué dans de I'eau physiologique. Une
souris avec 20% de parasitémie permet d'infester ainsi environ une centaine de souris.
L'injection peut se faire en intrapéritonéale ou en intraveineuse. La voie intrapéritonéale est plus
pratique et assure des temps de manipulation plus courts. Mais la parasitémie obtenue est moins
réguli¢re qu'en intra-veineuse. Il faut d'ailleurs veiller en intra-péritonéale a enfoncer l'aiguille
assez nettement dans un premier temps puis 2 retirer particllement l'aiguille pour assurer une
injection dans la cavité péritonéale et non dans les viscéres eux-mémes. Les souris sont
réparties au hasard en lots de 5. Le jour de l'infestation est indiqué comme jour JO et est aussi le
premier jour de I'introduction des composés a tester, on injecte ainsi quatre doses
médicamenteuses a JO, J1, J2, J3. Des lots témoins solvants et témoins curatif-avec de la
chloroquine (SPECIA) a 5 mg.kg‘1 sont traités de la méme fagon. A J4, un frottis est effectué a
partir du sang prélevé au bout de la queue de la souris et coloré a 1a coloration de Giemsa. Les
hématies parasitées sont données comme un pourcentage du total des hématies présentes dans
les 5 2 10 champs de microscope lus par lame. Les résultats finaux sont calculés comme le
pourcentage d'inhibition du lot traité par rapport au lot témoin n'ayant regu que le solvant. Un

écart type sur la moyenne des mesures est donné pour chaque lot de 5 souris.

2.2.2 ishmaniose

5.2.2.2.1. in vitro
522211 Souches

11 s'agit de la méme souche de Leishmania mexicana amazonensis (ref : MHOM/GF/84
CAY H 142) obtenue a Cayenne le 25 janvier 1984 A partir de la 1ésion unique d'un malade

atteint de leishmaniose cutanée et que nous avons transférée 2 Chitenay-Malabry 2 partir d'un
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hamster infecté et de cultures de promastigote sur RPMIL.

Une autre souche de la méme espéce LV 79 (ref : MPRO/BR/72:M1841) nous a été
aimablement donnée en 1988 par Rabinovitch de 'Institut Pasteur de Paris. Cette souche est
maintenue infectante par passages successifs sur souris BALB/c 2 I'Institut Pasteur puis sur

hamster au laboratoire de Parasitologie de la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry.
522212 Mili <actif

La culture des lesihmanies est assurée sur milieu RPMI 1640 (GIBCO) contenant de
 I'HEPES, des bicarbonates, de la glutamine. Ces réactifs sont ajoutés par l'industriel et le
milieu est complémenté extemporanément dans le laboratoire avec 10 % de sérum dé veau foetal
(GIBCO) , 50 pl de Penicilline G 2 200 000 U.L.ml-1(SPECIA) et 50 ul de Streptomycine 2
200 mg.mi-1 (SPECIA)

522213, Protocoles expérimentaux204

5222.13.1. Préparations des macrophages

Au préalable, des lamelles rondes (PROSCIENCE) sont préparées, rincées pendant 24

heures a l'acide nitrique dilué au tiers dans de larges boites de Pétri en verre (diameétre 10 cm).
Ensuite, les lamelles sont rincées a I'eau distillée jusqu'a ce que les bains de ringage soit au pH
de I'eau distillée. Elles sont ensuite séchées dans ces boites de Pétri munies d'un disque de
papier filtre évitant aux lamelles d'adhérer au verre. Elles sont stérilisées par la chaleur seche au
Poupinel. Un million de macrophages péritonéaux non inflammatoires sont prélevés par souris
(ici des souris black 6). La souris est tuée par rupture de la moelle épiniére par traction cranio-
caudale puis elle est trempée dans l'alcool a2 70°€. La peau abdominale est disséquée en
pratiquant une boutonniére, et ouverture large dégageant la peau de la paroi musculaire. 5 ml de
PBS sans héparine sont injectés dans le péritoine 2 froid avec une aiguille de 18GX1 1/2 ou
1.2X40 mm au centre du péritoine en soulevant la paroi abdominale avec une pince. Le PBS
froid est reponctionné apres plusieurs tractions avec la pince sur la paroi abdominale pour
assurer le bon détachement des macrophages. La manipulation de récupération des

macrophages se déroule sous la hotte 2 flux laminaire. Les macrophages sont poolés dans un
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tube a centrifuger de S0 ml. La suspension est centrifugée a 1600 t/mn pendant 10 mn 2 froid.
Le surnageant est €liminé. Les macrophages sont mis en suspension dans un volume adéquat de
milieu RPMI complet pour la numération et ils sont passés a la seringue pour assurer une bonne
désagrégation des agrégats de cellules ( aiguilles de 0.45 X 12 mm ou 26G X 1/2). Seulement
20 a 30 % de ces cellules (aprés numération des cellules autres que les hématies) sont des
macrophages qui adhéreront i la lamelle de verre. Aprés numération, une concentration de 109
cellules dans 100 pl de milieu complet avec 5% de SVF et 50 pl de solution de gentamicine
doit étre obtenue. Des aliquots de 100 pl sont déposés sur chacune des lamelles de verre placées
dans les puits d'une boite a culture 224 puits. Les cellules "platent” 37 °C pendant 2 heures
sous 5% de CO2 dans une étuve 3 CO2. Les lamelles sont rincées deux 2 trois fois avec 0,5ml
de RPMI+MOPS sans SVF pour éliminer les impuretés et surtout les cellules non adhérentes.
Le surnageant sur les lamelles est remplacé par du milieu frais (RPMI + glutamine + SVF +

gentamicine) 2 raison de 0.5 ml de milieu par puits.

5222132. Préparations des amastigotes

Pour obtenir le nombre d'amastigotes nécessaire aux manipulations, des souris BALB/c
sont utilisées. Les souris infectées présentant des granulomes méme surinfectés sont utilisables.
En moyenne, entre 800 millions et un milliard d'amastigotes sont obtenus avec les deux pattes
arrieres d'une souris bien infectée. Les souris sont tuées par rupture de la moelle épiniére. Les
pattes infectées sont coupées et placées dans de 1'alcool a 70€ pour le transport jusqu'a la hotte.
Les pattes sont placées dans du milieu de Hanks contenant 25 mmol.I-! de tampon MOPS
(SIGMA) et 100 pl de solution meére de gentamfcinc /10 ml de milieu. La partie en croiite de
I'ulcération est éliminée. Chaque granulome est dilacéré en petits morceaux que l'on place dans
un broyeur de Potter stérile. Le broyage est fait le plus finement possible dans environ 5 ml de
milieu. Chaque granulome broyé€ est transféré dans un tube a centrifuger de 20 ml ot est ajouté
encore Sml de milieu. Une premiére centrifugation 2 froid 2 S00 t/mn sépare les débris de tissus
d'avec les amastigotes qui restent en suspension.La suspension est récupérée délicatement en
laissant quelques mm de suspension au fond du tube A centrifuger. Elle est recentrifugée

toujours a froid pendant 10 mn a 2800 t/mn et le surnageant est vidé dans un bécher de



décontamination. Le culot reste bien accroché au fond du tube. Les culots sont lavés trois fois
toujours avec du milieu de Hanks+ MOPS. Le culot est remis en suspension dans 2 ml de
milieu complet (RPMI+MOPS+SVF 5% +gentamicine) pour permettre sa désagrégation par
passage 2 la seringue. Une dilution d'un aliquot au 1/10 permet de compter les amastigotes. Le
volume de milieu nécessaire est ajouté pour obtenir une concentration de 15 106 amastigotes par

ml permettant une bonne conservation pendant 24 2 48 heures a 34°C a ['air.

5222133. Infection des macrophages

Apres vérification vingt-quatre heures apres de la non contamination des cultures de
macrophages et d'amas@gotes, les amastigotes sont recentrifugés et placés dans le RPMI
complet a raison d'un rai?port amastigotcs/macrophageé égale a 5, c'est a dire une concentration
de 500 000 amastigotes ;;our 0.5 ml de milieu. Le milieu des puits contenant les macrophages

est remplacé par cette suspension d'amastigotes. L'infection se fait durant une nuit.

5222134. Test des composés

Le surnageant est éliminé le lendemain, et les composés 2 tester sont mis en contact avec
les cultures soit sous la forme de 0.5ml de milieu complet par puits et 10 pl de solution des
composés a tester soit les composés a tester sont dissous au préalable dans les 0.5 ml de milieu.
les cultures sont placées de nouveau a I'étuve 4 35°C sous 5% de CO2 pendant 48 heures. Le
milieu est remplacé A ce moment 12 et laissé incuber encore 24 heures avant la fixation. Le temps

d'exposition aux composés peut €tre variable.

5222.135. Coloration et lecture

Les lamelles sont fixées au méthanol pendant 10 mn directement dans les puits. Les
lamelles sont colorées au GIEMSA a 10% pendant 10 mn. Elles sont rincées abondamment
l'eau du robinet dans les puits et mises a sécher sur du papier filtre en utilisant le couvercle de la
boite de culture comme protection et comme repére des lamelles. Les lamelles sont montées
avec de la résine Eukitt 2 inclusion trés fluide. Elles séchent au moins deux heures et la lecture

des macrophages parasités et non parasités (sans compter le nombre d'amastigotes par
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macrophage) est faite au grossissement 40 fois. Pour chaque puit, le pourcentage de cellules
parasitées est calculé par rapport au nombre total de macrophages sur la lamelle. Pour chaque

triplicate, I'écart-type des mesures est calculé ainsi que 1'indice de survie des amastigotes par

rapport au témoin.
5.2.2.2.2. In vivo
522221,  Souches

* L'isolat de L. m. amazonensis LV 79 (ref : MPRO/BR/72:M1841) a été utilisé pour
les tests in vivo.
* Les souris BALB/c proviennent de I'élevage industriel de Charles Rivers France avec

les mémes garanties sanitaires que les souris CD1.
522222 Protocoles expérimentaux

Un nodule extrait d'un hamster infecté par la souche LV79, 6 semaiﬁes avant, est
homogénéisé dans un broyeur de Potter stérile et repris dans du RPMI 1640 a diluer pour
obtenir une injection dans une des pattes arriére de souris BALB/c, une quantité de 200 000
amastigotes dans un volume de 50 pl.

Quinze jours apres l'infection, les produits 2 tester et les substances de références sont injectés
par la voie sous-cutanée pendant 5 jours consécutifs soit injectés le jour JO en une seule dose
par injection dans la lésion suivant la quantité de principe actif disponible. Un témoin de solvant
est préparé dans les mémes conditions. Les deux pattes arriére sont infectées. La mesure de
I'épaisseur des pattes se fait avec un appareil 3 mesurer le pli cutané une semaine apres
l'infection et cela chaque semaine pendant huit semaines, temps nécessaire pour le

développement du nodule leishmanien avant ulcération203,



5§.2.3. Résultats des essais sur le
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paludisme expérimental des rongeurs

% parasitémie 5 jours %d’inhibition 5 jours

Lot 1 (5 souris) témoin solvant 14+5

100 pl DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 2 (5 souris) t¢émoin chloroquine - 0 100
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) MS 741 26 5 0
fraction "insoluble” du bois de tige d'Andira coriacea

1g/kg / souris / 3 jours en S.C. une souris est morte
Lot 4 (5 souris)MS 744 24 £19 0
fraction CH,Cl, du bois detronc de Hymenolobium flavum

1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 5 (5 souris) MS 744 14 £6 0
fraction "insoluble” du bois de tronc de Hymenolobium flavuin

1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 6 (5 souris) MS 745 fraction éthéro-pétroléique 25 £2 0
bois de tronc de Wacapoua americana

1g/kg / souris / 3 jours en S.C. deux souris sont mortes

Lot 7 (5 souris) MS 741 22 +12 0
fraction CH,Cl, du bois de tronc de Wacapoua americana

800 mg/kg / souris / 2 jours en S.C.

Lot 8 (5 souris) JFK 72 18 £11 0
fraction CH,C, de Ludwigia hyssopifolia P.E.

1g/kg / souris / 3 jours en S.C.

Lot 9 (5 souris) JFK 72 20 £15 0
fraction "insoluble” de Ludwigia hyssopifolia P.E.

800 mg/kg / souris / 3 jours en S.C.

Lot 10 (5 souris) JFK 72 - : -
fraction butanolique de Ludwigia hyssopifolia P.E.

1g/kg / souris / 2 jours en S.C. toutes les souris sont mortes

Lot 11 (5 souris) P et G 1964
fraction butanolique de Sapium ciliatum F.
1g/kg / souris / 1 jour en S.C.

toutes les souris sont mortes

Tableau N°135 : essais de fractions sur le modele Plasmodium berghei yoelii infectant la souris.




Lot 1 (5 souris) témoin solvant
100 1 DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 2 (5 souris) témoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) P et G 1971
fraction A I'éther de pétrole d'Eugenia sp nov F.
1g/kg / souris / 3 jours en S.C.

Lot 4 (5 souris) Pet G 1971
fraction CH,Cl, d'Eugenia sp nov F.
1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 5 (5 souris) Pet G 1971
fraction butanolique d'Eugenia sp nov F.
1g/kg / souris / 1 jouren S.C.

Lot 6 (5 souris)P et G 1971
fraction aqueuse d'Eugenia sp nov F.
1g/kg / souris / 3 jours en S.C.

Lot 7 (5 souris) JFK 132
fraction A I'hexane d'Eichornia crassipes P.E.
1g/kg / souris /4 jours en S.C.

Lot 8 (5 souris) JFK 132
fraction CH,Cl, d'Eichornia crassipes P.E..
1g/kg / souris /4 jours en S.C.

Lot 8 (5 souris) JFK 132
fraction butanolique d'Eichornia crassipes P.E.
1g/kg / souris /4 joursen S.C.

Lot S (5 souris) JFK 132
fraction aqueused'Eichornia crassipes P.E.
1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

% parasitémie 5 jours

23 +9
une souris est morte

22 £3

23

quatre souris sont mortes

21 +5
trois souris sont mortes

20 £7

20 £7

19 £8

%d’inhibition 5 jours

Lot 1 (5 souris) témoin infection

Lot 1 (5 souris) témoin solvant
100 pl DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 2 (5 souris) témoin chloroquine
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) JFK 106
fraction A I'éther de pétrole de Sipanea pratensis P.E.
1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 4 (5 souris) JFK 106
fraction CH,Cl, de Sipanea pratensis P E.
1g/kg / souris / 4 joursen S.C.

Lot 5 (5 souris) JFK 106
fraction butanolique de Sipanea pratensis P.E.
1g/kg / souris / 4 jour en S.C.

% parasitémie 5 jours

23 £15

20 £12

%d’inhibition 5 jours

100

24

Tableau N°15 (suite) : essais de fractions sur le modgle Plasmodium berghei yoelii infectant la souris.
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| mporssimieSjous __ _ %d'iohibitonSjous _ |
Lot 6 (5 souris) JFK 106 34 £8 0
fraction aqueuse de Sipanea pratensis P.E.

1g/kg / souris/ 4 jours en S.C.

Lot 7 (5 souris) PG 1964 - -
fraction butanolique deSapium ciliatum F.

500 mg/kg / souris / 1 jours en S.C. toutes les souris sont mortes

Lot 1 (5 souris) témoin infection S5+11

Lot 2 (5 souris) témoin solvant 39+ 12

100 pt DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) témoin chloroquine 0 ' 100
Smg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 4 (5 souris) PG 1964 49 +31 0
fraction butanolique de Sapium ciliatumF.

100 mg/kg / souris / 4 jours en S.C. deux souris sont mortes

Lot 5 (5 souris) JFK 72 77 0
fraction butanolique de Ludwigia hyssopifolia P.E.

500 mg/kg / souris / 1 jours en S.C. quatre souris sont mortes

Lot 6 (5 souris) JFK 72 - -
fraction butanolique de Ludwigia hyssopifolia P.E.

100 mg/kg / souris / 2 jours en S.C. toutes les souris sont mortes

Lot 7 (5 souris) JFK 77 46t 15 0
fraction a I'éther de pétrole de Phyllantus amarus P.E.

lg/kg / souris / 4 jour en S.C.

Lot 8 (5 souris) JFK 77 : toutes les souris sont mortes

fraction méthanolique de Phyllantus amarus P.E.

1g/kg / souris / 4 jour en S.C.

Lot 9 (5 souris) MS 810 ' 56 £10 0
fraction & I'hexane du bois de tronc de Peltogyne sp

lg/kg / souris / 4 joursen S.C. une souris est morte

Lot 10 (5 souris) MS 810 4710 0
fracion CH,Cl, du bois de tronc de Peltogyne sp

1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 11 (5 souris) MS 8§10 42+13 0
fraction "insoluble” du bois de tronc de Peltogyne sp

1g/kg / souris /4 jours en S.C.

Lot 12 (5 souris) MS 811 58 £13 0
fraction a 'hexane du bois de tronc de Andira coriacea

1g/kg / souris /2 jours en S.C. une souris est morte

Lot 13 (5 souris) MS 811 50 0
fraction CH,CL, du bois de tronc de Andira coriacea

1g/kg / souris / 2 jour en S.C. quatre souris sont mortes

Lot 14 (5 souris) MS 811 45 +12 0
fraction "insoluble” du bois de tronc de Andira coriacea

1g/kg / souris / 4 jours en S.C. :

Tableay N°15 (suite) : essais de fractions sur le modele Plasmodium berghei yoelii infectant la souris.
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Lot 15 (S souris) DS 2103
fraction CH,CL, du bois de tronc de Andira inermis
1g/kg / souris/ 1 jours en S.C.

Lot 16 (5 souris) DS 2103

fraction "insoluble" du bois de tronc de Andira inermis
1g/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 1 (5 souris) témoin solvant

100 1l DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 2 (5 souris) témoin chloroquine
Smg/kg / souris /4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) JFK 77

fraction méthanolique de Phyllantus amarus P.E.
500 mg/kg / souris / 2 jours en S.C.

Lot 9 (5 souris) témoin solvant

100 pl DMSO / souris / 4 jours en S.C.

Lot 3 (5 souris) MS 645
percolation éthanolique de Fagara rhoifolia E.T.
1g/kg / souris /1 jour en S.C.

Lot 10 (5 souris)MS 645
percolation éthanolique de Fagara rhoifolia E.T.
100 mg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 8 (5 souris)
quinine
50 mg/kg / souris / 4 jours en S.C.

Lot 12 (5 souris) AF 66

percolation éthanolique de Abuta bullata R.
100 mg/kg / souris / 1 jour en S.C.

10 mg/kg / souris / 3 jours en S.C.

% parasitémie 5 jours %d’inhibition 5 jours
trois souris sont mortes
45 +10 0

une souris est morte

38+10
0 100
2619 32

deux souris sont mortes

51 0

quatre souris sont mortes

36+ 14 0
1£1 94
36+17 0

une souris est morte

Tableay N°135 (fin) : essais de fractions sur le modele Plasmodium berghei yoelii infectant la souris.
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Résultats du criblage antileishmanien in vitro
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Identification des plantes modéles
testées *  |expérimentaux 2mg/ml 1lmg/ml 0.5 mg/ml 0.lmg/ml  0.01mg/ml 0.001mg/ml+
________ e ———— e ——————
Promastig.
A survivants 29 100 96 100
AMARYLLIDACEAE F_ Do _]
Hymenocallis tubiflora Amastig
Bu. (MS 561) intracell
sol. = 0.9 mg/ml LS.
B Macrophages
survivants
%
Promastig.
A survivants
AMARYLLIDACEAE %
Hymenocallis tubiflora | ~Amastig. |
Bu. (MS 561) intracell. NC * NC 75 85
sol. & saturation B LS.
=9.6 mg/ml Macrophages
survivants 0 10 100 100
%
Promastig.
A survivants 100 100 100 100
BIGNONIACEAE %
Callychlamys latifolia Amastig
T.PetG1973) intracell 54 100 100 95
sol. = 0.9 mg/ml B 1IS.
Macrophages
survivants 90 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 69 100 100
BIGNONIACEAE %
Callychlamys latifolia [ TAmastig. T
T. Pet G 1973) intracell. 47 84 85
sol.a saturation B 1S.
=35 mg/ml Macrophages
survivants 100 100 100
% .
Promastig.
A survivants 0 90 85 94
BIGNONIACEAE % |
Jacaranda copaia [ TAmastig. |
F.(CF 2397) intracell. NC 92 98 96
sol. = 0.8 mg/ml B 1IS.
Macrophages
survivants 10 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 0 56 91 100 -
%
CAESALPINIACEAE [ ~Amastig. |
E.T. (MS 626) intracell. 75 76 82 95
sol. > 2 mg/ml B 1IS.
Macrophages
survivants 0 78 98 99 99
%

Tableau N°20 : essai d’activité comparé des extraits aqueux de plantes présumées leishmanicides sur les modeles Leishmania
mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture
modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.

Organes testés : F.= feuille; T.= tige; R:= racine;Rh.= rhizome;P.A = partie aérienne; P.E.= plante entitre; E.T.= écorce de

tige;Bu= bulbe.
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Identification des plantes modeles
testées expérimentaux | 2mg/ml Img/ml 0.5mg/ml 0.lmg/ml 0.0Img/mi 0.001 mg/mi
Promastig.
A survivants 82 93 100 100
CLUSIACEAE P
Vismia sp Amastig
E.T. (MS 215) intracell. NC 96 96 98
sol. < 5 mg/ml B IS.
Macrophages
survivants 30 90 100 100
%
Promastig.
A survivants 83 100 86 100
CLUSIACEAE B
Vismia sp Amastig
E.T. (MS 216) intracel} NC 95 100 92
so.<5mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 30 90 100 100
%
Promastig.
A survivants 18 61 82 100
DILLENIACEAE F % :
Doliocarpus dentatus Amastig
T. (MS 271) intracell NC 90 92 93
B 1S.
Macrophages
survivants 50 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 94 88 95 98
LECYTHIDACEAE %
Gustavia angusta Amastig
F. (MS 197) intracell. 6 87 81 96
sol. = Img/ml B LS.
Macrophages
survivants .50 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 6 85 88 60
MORACEAE %
Cecropia obtusa Amastig
F.(JFK 1) intracell NC 93 100 91
sol. < 4mg/ml B IS. :
Macrophages
survivants 50 100 100 100
%
03mg/ml 0.06mg/ml 0.03mg/ml  0.015mg/ml 0.003mg/ml
Promastig
A survivants 60 85 85 85
MELASTOMACEAE | _ %__ _ __ __
Clidemia hirta var.elegans Amastig
P.E. JFK 70) intracell 31 67 100
sol. = 30 mg/ml B LS.
dans DMSO Macrophages .
survivants 96 98 98 98 -
%

Tableau N°20 (suite) : Essai d’activité comparé des extraits aqueux de plantes présumées leishmanicides sur le modele Leishmania
mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture,
modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.
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I

Identification des plantg[ modéles
testées expérimentaux | 2mg/ml 1mg/ml 0.5mg/ml 0.lmg/ml 0.0lmg/ml 0.001 mg/ml
Promastig.
A survivants 37 38 81 76 95
RUBIACEAE % |
Faramea guianensis "~ “Amastig.
F.(JIDG 7489) intracell. 5 87 97 100
sol. <= 11mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 100 100 100 100
%
"Promastig.
A survivants
RUBIACEAE %
Faramea guianensis TAmastg. |
F. JJIDG 7489) intracell. 2 29 55
sol. <= 10mg/m B LS.
Macrophages
survivants 60 90 95
%
Promastig.
A survivants
RUBIACEAE %
Faramea guianensis Amastig.
F. JJIDG 7489) intracell. 32 57 100
sol .2 saturation B LS.
=21.6 mg/ml Macrophages
survivants 95 100 100
%o
Promastig. .
A survivants 100 100 72 100
RUBIACEAE %
Faramea guianensis Amastig. ]
T.(JIDG 7489) intracell. 34 62 69 95
sol. = 1 mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 95 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 100 100 100 100
RUBIACEAE %
Faramea guianensis [~ TAmastig. -
F.(JIDG 8834) intracell. NC 13 69 98
sol. = Smg/ml B LS.
Macrophages
survivants 15 95 100 100
%
Promastig.
A survivants 21 41 100 100
RUBIACEAE % ]
Faramea guianensis Amastig
T.(JJDG 8834) intracell. 15 41 73 -
sol. = Img/ml B LS.
Macrophages
survivants 90 100 100 -
%

Tableay N°20 (suite) : essai d-activité comparé des extraits aqueux de plantes présumées sur les modéles Leishmania mexicana

amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture;
modele B = amastigotes infectant les macrophages de souris.
* NC=non comptable; les débris cellulaires des macrophages tués empechent le dénombrement des amastygotes




179

plantes modéles
testées expérimentanx |2mg/ml Img/ml 0.5 mg/ml 0.lmg/ml  0.0lmg/ml 0.001 mg/ml
Promastig.
A survivants 100 100 100
RUBIACEAE % _]
Faramea guianensis Amastig
R. (JIDG 8834) intracell. 66 96 98
sol. = 0.5mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 100 100 100
%
Promastig.
A survivants 90 92 100 100 100 100
RUBIACEAE % _]
Faramea lourteigiana Amastig
R.(MS 639) intracell
sol. > 2mg/ml B IS.
Macrophages
survivants 94 98 98 99
%
Promastig.
A survivants 63 85 100 100 100
RUBIACEAE P _ _
Faramea lourteigiana - Amastig
P.A.(MS 639) intracell NC 87 NC 99 100
sol. > 2mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 62 83 86 - 96
%
Promastig.
A survivants 65 76 95 100 -
RUBIACEAE Yo __ __
Faramea capillipes Amastig.
P.A.(MS 653) intracell.
sol. > 2mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 0 90 95 97 97
%
Promastig.
| A_survivants | 100 100 100 100
VITACEAE %
Cissus erosa Amastig. -
P.A.(CF 2374) intracell. 88 96 87 96
sol. <= 3mg/ml B LS.
Macrophages
survivants 90 90 90 100
%
Promastig.
A survivants 41 61 100 100
ZINGIBERACEAE %
Renealmia guianensis Amastig
Rh.(JFK 5) intracell. NC 91 92 97
sol. =4 mg/ml B IS.
Macrophages
survivants 20 100 100 100
%

Tableau N°20 (suite) : essai d’activité comparé des extraits aqueux de plantes présumées leishmanicides sur les modeles Leishma-
nia mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture
modele B = amastigotes sur macrophages de souris.

*NC=non comptable ; les débris cellulaires des macrophages tués empechent le dénombrement des amastigotes
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Identification des plante( modéles

testées expérimentaux | 2mg/ml Img/ml 0.5 mg/mi 0.lmg/mi 0.0lmg/mi 0.001 mg/ml
Promastig.
A survivants
ZINGIBERACEAE % _
Renealmia guianensis Amastig
Rh.(JFK 5) intracell - 89 96 91 94
sol.a saturation B LS.
=28.5 mg/ml Macrophages
survivants 0 80 100 100 100
%

Tableau N°20 (fin) : Essai d’activité comparé des extraits aqueux de plantes présumées leishmanicides sur les modgles Leishma-
nia mexicana amazonensis in vitro

modele A = promastigotes en culture
modetle B = amastigotes sur macrophages de souris.




5.2.5.
séparées

Résultats des essais antileishmaniens in vitro sur les fractions
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r Fractions
testées

modéles
expérimentaux

2mg/ml

Img/mi

0.5 mg/mi 0.1mg/mi

0.001 mg/mi

Extrait CHCI,
sol.a saturation
= 3mg/mi

Promastig.
A survivants
%
TAmasug.
intracell.
B LS.
Macrophages
survivants
%

17

71

Extrait acétate
d'éthyle - précipité
sol. > 3mg/ml

Promastig.
A survivants

survivants
%

59

80

85

82

38

100

88

87

100

Extrait a I'acétate
d’éthyle
sol. <= 0.1 mg/mi

Promastig.
A survivants

65

100

100

Extrait
a l'acétone
sol. > 3mg/ml

10(0)*

11

20(0)*

25

NC(2)*

50(70)*

49
92(80)*

100(100)*

Extrait éthanolique
sol.>3mg/ml

intracell.

B LS.
Macrophages
survivants
%

53

47

NC

55

68

91

100

70

100

décoction
agquecuse
s0l.> 3mg/ml

Promastig.
A survivants
I
Amastig.
intracell.
B LS.
Macrophages
survivants

%

54

95

43

100

73

100

87

100

*cct essal a éié recommencé aprés reséchage de la drogue.

Tabhleau N°22 : Activité des fractions de polarité croissante extraites des feuilles de Faramaea guianensis
RUBIACEAE®J.L.D.G. 8834) sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro :

modeéle A = promastigotes en culture

modele B = amastigotes infectant des macrophages de souris.
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extraits
testés

modeles
expérimentaux

2mg/ml Img/ml 0.5 mg/ml 0.1mg/ml

0.01mg/mi

Extrait FG 7 A
sol. > 10 mg/ml
dans H20

Promastig.
survivants

95 99

100 100

68

100

100

96

100

100

93

100

100

99

fraction FG 8 A

sol < 0.5mg/ml
dans H20

Promastig.

@38y

43

89

Fraction FG 8§ B

sol.= 1 mg/ml
dans H20

56

g7

75

95**

91

95

93

98

Fraction FG 8 C

sol.= Img/ml
dans H20

survivants
%

53

84**

100

73

64**

100

100

91

100

98

98

Fraction FG 8D

sol=1mg/ml
dans H20

Promastig.
survivants

63

79

100

50

87

100

56

97

100

62

97

Fraction FG8 E

sol.=1mg/ml
dans H20

survivants
%

56

76

100

64

85

100

65

98

100

79

99

Tableay N°23 : Activité des fractions saponosidiques des feuilles de Faramea guianensis
RUBIACEAEUJIDG 8834) sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro :

modele A = promastigotes en culture,
modele B = amastigotes sur macrophages de souris.

* = 38 % de macrophages non platés dans une cupule, inhibition totale sur les deux autres cupules
** = macrophages non platés ronds mais non colorés.
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extraits
testés

modeles
expérimentaux

2mg/ml

Img/ml 0.5 mg/ml 0.1mg/ml

0.01mg/ml

Fraction FG8 G

sol.< 30 mg/ml
dans H20

Promastig.
A survivants

Macrophages
survivants
%

85

82 100

100

49 65
64 79 85

97 96

100

96
98

94

Fraction FG 8 1

sol.< 5 mg/ml
dans H20

Promastig.

survivants
%

100

22

100 100 100

52 55 52
80 98 100

58 98 99

100

83
100

97

Fraction FG 8 K

sol> 10 mg/ml
dans H20

Promastig.
A survivants

survivants
%

100

48
80

98

100 100 100

77 100

100 100 100

96 99

100

97

Tableau N°23 (fin) : Activité des fractions saponosidiques des feuilles de Faramea guianensis (RUBIA-
CEAE) sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro
modele A= promastigotes en culture,

modele B = amastigotes infectant des macrophages de souris.
N.B. : les chiffres en gras correspondent 2 des séries de tests refaits
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]l Matiere Végétale (Bidens cynapiifolia P.E.) |
\

Fraction "insoluble”

Doscs en H

ses en mgmi ¢
(sol. dans le DMSQ: Smg/mi)| 0.05 | 0.01 0.008 0.001 (sol. dans io DMSOw30 mg/ml) 03| 006| 003| 0015 0.003
Promastig. Promasdg.
survivenis en % 98 le 100 smyvivans ca % 87 7BJ 92 4 100
—_———-—————-—te—d e _dee_ 44 =S e ————— 1= Al Dt Wl
Amanig. 7] méthanol pendant 60 h Amastig.
L inmacell (LS.) 68 100 I _;ﬂ_ﬂﬂ(is_)_____ 100 100 100
_______ O P B B 2 BLE
suvivans e % 95 los | | o Extrait méthanolique survyvenms en % | 92 | 98 | 98 |98

Eau 1 volume CH,CL, 2 volumes

n-Butanol

rExtraiz au dichlorométhane ’

Mﬂm‘,ﬂl‘:
pyn (s0l. dans lo DMSO: 30mganl} | 0.3 00 | om | oms 0.003
o1 | o001 - Promastg, T
ig- survivaois en % 92 100 100 100
100 L‘w survivenisen® | 63 100 | 100 L 100 {100 L e PR U NN R PRI SR
e o o ] [ e o s e e e, e e e o [ o Amasug.
Amasig. W intracell (LS. u 82 8
Amasug, intraceil. (1S.) 3] 100)| 100 - . L....___)___._- R NS IO NI, H
wwaceli (15) | xm% 100 an L_ _____ ___________F__ Miurontmees - —=
- - - - M 'Gl < i
R ] Mg | e s survivants en % s % | % | 97
survivants en % [ 0 83 98 100

Tableau N°24 : Extraction par des solvants de polarité croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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| Matitre Vegérle  (Callychlamys latifolia T) |

.o N Doses en mg/ml
Fraction "insoluble (ol dms o DMSO=20mg/mi | 02 | 0.04 | 0.02 | 0.01 | 0.00t
Promuastig.
survivas en % 66 0 &7 76
__________ B B A

-

. méthanol pendant 60 h

|
Extrait méthanoliquef

Eau 1 volume CH,CL, 2 volumes

. [ Extrait an dichlorométhane

Doses en mgAmi :
(sol dms e DMSO:30mg/mi) | 0.2 | 0.04 0.02 0.01 0.001
Promastig.
n-Butanol eau Lnn-viv-meni 50 94 88 100
Amastig.
_1“5";@-)._..__.._____r_“__ LIS [ S
Extrait butanolique résidu aquenx lyophilisé sarvivams on % 0 | % o8 0% %
Doses en mg/mi : Dosssenmgml: | 2 1 0.5 o1 | 001 Dosos en s o0.m
{sol. dansDMSQ) 03 0.06{ 0.03| 0015|0003 e ———y b e e e s e
Promastig. survivents en % 83 9 100 100 100 intracell (1S 36
L!\;n’wvanum% L 82 kil 80 91 ————— e e e L
Amasug. Amanig.
stracell. (15.) 68 | 92 | 92 | pivmcell@S) _| 100[ 100 { 100 | 100 | 100
______ for e e e e e 2 L 22
Macrophages Macrophages
survivams en % &S “xﬂ w!l 9 | suvivamsen® | 95 97 98 97 »

Tableau N°25 :Extraction par des soivants de polarité croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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graissage a

éther de

enmgymi: v

{sol. dsns le DMSQ: Smg/ml)| 0.05 | 0.01 0.005 0.001
Promastig.
survivanis en % k1 83 90
Amastig.
intraceil. (LS.) J 50 »
Macrophages I
survivanis en % 47 30 92 95

|
|
i

|

i Matiére Végétale

(Clidemia hirtaP.E.)

méthanol pendant 60 h

trait méthanolique

I

- ==

Eau 1 volume

n-Butanol

Doses en mg/mi : 0.0t
130l dans l'eau) 2 1 05 0.1 0.01

Promasig. 97
[novvamsens |4 | 0| s | | o0 -
Amasug. 100
imraceil. (15.) 4 L 8 | 95 L _+
Macrophages 98
sarvivanms en % 0 48 9% 95

—_

Tahleay N°26 : Extraction par des solvants de polarité

et activité

Doses en mg/mi :

(s0l. dems te DMSOm30 magimi)

03| 008 0

0.003

—_——t e e e —

4]

N N

91 n 80

| Exwrait au dichlorométhane |

aich

Doses en mg/mi :

{sol. ders ie DMSO0: 10mg/ml) | 0.1

om

0.01

0.005 0.001

Promasiig.
srvivantisen %

Amaxig.
intracell (LS.)

sarvivenes en %

_———— e e e e}

o — e —
o |

o

—— e e — ]

0.00

——— e ———

100

cr

in vitro des fractions ainsi extraites
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—

\i Matiére Végétale

(Cecropia obtusa F.)

[Doses en mprml:
(sol. dans e DMSO: Smg/ml)| 0.0 |00t | 0.005 | 001
Promastig.
survivans en % J” 100 1 100
_________ ——m—t =
Amaig. F r méthanol pendant 60 h
inmraceil (LS.) J |
Extrait méthanolique |/
survivanes en % 0 0 0 0
Eau 1 volume
n-Butanol eau
Doses en mgmi : Dasctenmgiml: | 2 1 0s | o1 |oot
(sol. dans l'eau) 2 1 os | at | ao
Promastig.
Promasug. survivamsen® | 100 100 100 [ 100 [ 100
jruvamsen |60 | wo) o) woo | oo f | )l L —— -
Amastig-
Amasug. intracell. (1S.) 8t 84 100
fmeell @8y | . wo f o ]
r_..___.... —— P S o
Mactophages svvamsen® | 0 3| 6 | 93 |6
survivants ea % 0 [ [ s | 9

Tableau N°27 : Extraction par des solvants de polarité

Fraction “insoluble”

et activité antil

Dases en mg/ml :
(sol. dany is DMSOmS mg/ml) 0.08 | 0.0t 0.005 | 0.001
Promasug.
survivares en % 100 100 100
___________ _———t e e e ]
Amastig.
intracell (LS.) J J 0 J 0
sarvivants en % 95 | 100 100 100
CH,CL, 2volumes
| Extrait au dichlorométhane l
Dases e mp/mit : r
(soL dans le DMSO: 5 mg/ml) | 0.05 0.01 0.008 0.001
Promastig.
servivans ea % 84 64 95 -
- : ———— - - —
ingaceil (1S.) 49 100
Macrophages
survivanis ea % 94 100 100 100
ish i in vitro des fractions ainsi extraites

Cr




'éther ¢ 10

enmg/mi:
(sol. dans le DMSOQ: Smgsml | 0.05 | 0.01 a.008 0.001
Promasig.
sureivarss en % 66 L1} n
Amuastig.
intracell (LS.) ™ 100
e —— ..____..L__..r__.
survivans en %- 66 96 98 98
Précipié éther de Pétrole
Acidebétu I8
Dosts en mg/mi :
(sal. dans ie DMSO: 30mg/ml 03| 006|003 0014 0.003
Promastig.
srviventsen % l” ;] IOJW _J
e a —_——t ettt ————
inracell (LS.) L J a5 | 30 |00
survivens ea % o [o |eo o6 |99 7
n-Butanol

T
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Matiére Végétale (Doliocarpus dentatus T.) ‘||

méthanol pendant 60 h

|
Extrait méthanolique

Eau 1 volume

Extrait aqueux

cau

résidu aqueux lyophilisé

0.5

Amastig.

intracell. (1.5.) 36
______ e o o o e o 2
Macrophages

survivans en % 40 50 p

[m|u]

90 91

survivans en % o_J 0 12| 92
— =

Amustig.
\ Lm intracel. (LS.) 8 | 100
sureivanis on K Q 20 L] 90

Tableay N°29 : Extraction par des solvants de polarité

Fraction "insoluble” Doses en :
001 | 0.001
8 |9

. b — ]

ineracell (L5.) i . 0 | w00
r_ Macrophages 1 7]

suvivanss e % 0|95 |97 |97 | 1w

CH,CL, 2 volumes

[ Extrait au dichlorométhane J

Doses en mg/ml ;
(sol. dans io DMSO:30 mg/mi) | 03 0.06 003 0.015 0.003
Promastig.
survivams en % J 33 _J 65 80 97 .
Amastig. r

| nmacel LS9 ] AU SN N SO WU~ S IO .
Macrophages
sarvivants en % 0 48 93 91 92

croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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Dosuenmymi:
(sol. dans ie DMSOQ: Smg/ml)| 0.05 | 0.0 0005 0.001
Promastig,
survivanis e %
r ———————— e ——-r—.——-————
Amasng.
| inracedl. (1.S.) 100 100
________ _T —_——— e — ]
survivants en % 91 96 96 98
Eau 1 volume
Extrait aqueux

—

i
i
L

{ Matire Végétale

{Leonotis nepetaefolia P.E.)

t

Marc

méthanol pendant 60 h

I
Extrait méthanolique

n-Butanol eau
Extrait butanolique . [résidu aqueux lyophiliséJ

Doses en mg/mi : .
(sal. dans l'eau) 2 r 1 05 | o1 | oo [ |Poecemsmi:| 2 [ 1 | 03| ot 00l

. Promastig.
""’".‘“‘5- survivams en %
pvamen®_ L ___%___._______ IR N AR NI ISR S
Amasig. Amastig.
[ulxzu.(l.S) 80 100 mLm 100 1 )imraceil, (15) 100 100 100 | 100 | 100
————— [ ——— e e e nd e T e |y . e an e . e e [ e ]

ges

7 survivants en % ﬂ 100 100 | 100 ) 100

survivanis en %

Fraction "insoluble”

Doses ea mg/mi :
(sol. dans le DMSO=20 mg/mi) 02| 004| 002 001 [ 0.01
Promastig.
il U SRS PO HNGE NV I
Amastig. W
L intraceil, (1.S.) 100 100 100
_______ ————t——|——T-—1—"
Macrophages
survivans en % 9% | 98 98 98 98
[ Extrait au dichlorométhaneil
Dosty en mg/mi :
(sol. dans ie DMSO: 10mg/mD) | 0.1 002 0.01 0.008 0.001
mviwu.eui
T e i e
Amasug. r—
ireracell. (1.5.) 100 100
Macrophages
survivanis ea %

Tableau N°30 : Extraction par des solvants de polarité croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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Matiere Végétale  (Jacaranda copaia F.) ”

Py Fraction "insoluble” Dowos cu mgami :

(sol. cans le DMSO: Smg/mb)| 0.05 | 001 | 0008 [ 0.001 (soL dans e DMSO=30mg/mi)|  0.3| 006 | 0.3 | o.015| 0.003
Promastig. Promasig.
survivans en % 82 n 7 survivants en % 0 0 2 s a8
Amasig. méthanol pendant 60 h Amagig. T
inmacell (LS.) 100 100 I | imracell .5.) - - 100 | 100 | 100
e e
survivanis en % 75 |88 ss | 91 Exrrait méthanolique survivams en % 5| 9% | ®w | 9 | 9%

\ CH,CL 2 volumes

Eau 1 volume

n-Butanol eau

ésidu aqueux lyophilisé Extrait au dich[orome’lhanej

] hﬂlw!
Doses en mg/mi : Dosss enmg/ml : | 2 1 os | o1 |00 (sol. dem Ja DMSO: Smg/mi) | 0.05 | 0.
(sol. dans leau) 2| 1 o5 | a1 | o; = - - 0| o | o
P . Promastig. )
Promasug. suvvasen® | 7 43 n 91 100 survivams en % E] 1 88
lvvansen®e |0 | 0 | 2 138 |48 | e —_————rt—t—_—f,—— T Tmem T [ o e o e
Amasty F F Amazig. Amasig.
3. intracell (LS. 0 [} 40 [+ 100 inracell. (LS.)
intracell. (LS.} - - - 0 a3 ___is_)________________ —————————— _..____._.1_..._lul_
—————— N EU Y S Sty Mpu.ip N
Macrophages Macrophages sumivanisen % 0 [} 61 86
survivans en % 0 0 3 bed bed survivants en % 87 98 [ [ 2]

Tableau N°31 : Extraction par des solvants de polarité croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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!

Matitre Végétale  (Jacaranda copaia T.) '

i
1

I'hexane Fraction "insoluble”

M L. 2
enm 7 mm.l
(sol. dans le DMSO: Smg/mi)| 0.05 | 0.01 0005 | 0.001 (sol. dans le DMSO=10mptml)| 0.1 002 | 001 o0005| 0.0
Promastig.
Promasug. survivant -
survivams en % 100 100 100 ___—:i _____ —— __l.m__l(_l)_._la;"_l-w_
[ s, T W méthanol pendant 60 h Mtu X B S A
| ineracell. (LS.} | 7 | 100 | gy AP _——te e S L
-------- - . . . A M ﬂphl'-
Macrophages Extrait méthanolique srvevans en % 2| 95 4 | 9 [
survivants en % 17 285 50 98
Eau 1 volume CHCL, 2 volumes
Extrair aqueux
n-Butanol
Extrait au dichlorométhane
Doses en mg/ml :
Tor (sok dans e DMSO: 20mg/mi)| 0.2 04 | 002 | 001 0.002
o1 | a0 P .
” survivans cn % 0 4 a7 100
0] 10 | 100 | —— [y T T T
ig. ineracell. (LS.) 0 70
l S N e 4 - - -J . 4 - . _l __________ e TSy NONIpI NI JE
e p———— —T Macrophages
Macrophages i % 0 10
arvvansen % | 93 95 94 % 9 survivarus en 10 96 9
s 95 | 98

Tableau N°32 : Extraction par des solvants de polarité ~croissante et activité antileishmanienne in vitro des fractions ainsi extraites
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extraits
testés

modeles
expérimentaux

2mg/ml

Img/ml 0.5 mg/ml 0.1mg/ml

0.01mg/ml

Extrait FG 2

sol.a saturation
=3mg/ml
dans H20

Promastig.
survivants

Macrophages

%

0

17 71

0

fraction FG9B

sol =5mg/ml
dans le DMSO

Amastig.***
intracell.

LS.
Macrophages**
survivants

%

81

73

97

92

Fraction FG 9D

sol.=5mg/ml B
dans le DMSO

Promastig. *
survivants

%

Amastig. ***
intracell.

LS.
Macrophages**
survivants

100

58

100

98

100

98

fraction FG 10 B

sol = 30 mg/ml
dans le DMSO

survivants

intracell,

LS.
Macrophages**
survivants

%

0.003 mg/ml

91

Fraction FG 10 C

sol.= 30 mg/ml
dans le DMSO

Promastig. *
survivants

Macrophages**
survivants

75

0

80 99

94 95

100

97

Tableau N°33 : Activité des fractions des feuilles de Faramea guianensis RUBIACEAEJJDG 8834)
soluble dans le DMSO sur les modeles Leishmania mexicana amazonensis in vitro
modele A= promastigotes en.culture,
modele B= amastigotes infectant des macrophages de souris.

* concentration maximale tolérée en DMSO par les promastigotes = 0.2 %
** concentration maximale tolérée en DMSO par les macrophages= 1 %
*** concentration maximale tolérée en DMSO par les amastigotes = 0.1 %
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Sujet : Etudes de plantes antiparasitaires du plateau des Guyanes en Amazonie :
antipaludiques et antileishmaniens.

Résumé:  Les travaux rapportés ici ont €t€ consacrés a l'isolement et 3 la
confirmation d'activité de divers composés de plantes présumées antipaludiques et
antileishmaniennes utilisées traditionnellement pour ces usages antiparasitaires par les
populations de Guyane frangaise et du Surinam.

Ces plantes ont €té sélectionnées 2 partir d'inventaires ethnobotaniques préliminaires dont
certains ont été effectuées par nos soins notamment au Surinam.

Nous avons montré que 'étude de l'activité antleishmanienne des extraits de plantes doit
étre évaluée parallélement par des tests in vitro sur les modeéles les plus proches de la
pathologie humaine, avec utilisation des amastigotes et in vivo par un test, le modale
cutané a Leishmania mexicana amazonensis en infiltration chez la souris, se rapprochant
des conditions d'emploi de ces plantes par les populations en médecine traditionnelle.
Quatre plantes ont été analysées en vue de l'isolement de leurs constituants :

* I'étude du bois d'Andira coriacea , présumée antipaludique, a permis la mise en
évidence et l'identification de quatre composés polyphénoliques dont un composé
nouveau, le désmethyllaxiflorane.

* L'étude des feuilles de Faramea guianensis, présumée antileishmanienne, a abouti &
l'identification de deux flavanes, composés naturels nouveaux.

* L'étude des tiges de Doliocarpus dentatus , également présumée antileishmanienne, a
permis d'y caractériser six composés ,

* L'émde des feuilles et des tiges de Jacaranda copaia a conduit 3 identifier deux
composés, l'acide ursolique et Ia jacaranone, qui ont manifesté in vive une certaine
action antileishmanienne. Des composés de synthése voisins de la jacaranone, des
acétates de benzoquinones, ont présenté une activité plus intéressante sur la leishmaniose
cutanée expérimentale de la souris,

Certe thése a permis de vérifier que l'usage traditionnel des plantes contre ces maladies
parasitaires n'est pas dénué de fondement en particulier pour la leishmaniose.

Mots clés: antileishmaniens, antipaludiques, Plasmodium berghei yoelii, Plasmodium
Jfalciparum, Leishmania mexicana amazonensis, médecine traditionnelle, plantes
médicinales, Guyane, Surinam, désméthyllaxiflorane, flavanes, lignanes
furofuranniques, triterpénes bétuliniques, jacaranone, acide ursolique, benzoquinones.





