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Sl se rencontre des plantes et des fleurs
maladroites ou malchanceuses, il n’en est point spient
entierement dénuées de sagesse et d’ingéniositétes o
s’évertuent a 'accomplissement de leur ceuvretetont la
magnifique ambition d’envahir et de conquérir lafage
du globe en y multipliant a I'infini la forme d'estence
gu’elles représentent. Pour atteindre ce but, elbed, a
raison de la loi qui les enchaine au sol, a vainces
difficultés bien plus grandes que celles qui s’y a la
multiplication des animaux. Aussi la plupart, otieg
recours a des ruses, a des combinaisons, a uneineaieh
a des piéges, qui, sous le rapport de la mécanideela
balistique, de l'aviation, de I'observation des ectes, par
exemple, précédérent souvent les inventions et les
connaissances de 'homme.

Maeterlinck M.



ABREVIATIONS ET SYMBOLES

Abréviations

AcOEt acétate d’éthyle

AcONa acétate de sodium

Ag NO3 nitrate d’'argent

ATP adénosine triphosphate

ButOH butanol

CCM chromatographie sur couche mince

CCMP chromatographie sur colonne sous moyenrssiore
CLHP chromatographie liquide haute performance
b large

CDsOD méthanol deutéré

CDCl; chloroforme deutéré

CHCl; dichlorométane

CH3OH ou MeOH  méthanol

CHCl; chloroforme

COSsY correlated spectroscopy

CPC chromatographie de partage centrifuge

Cq carbone quaternaire

d doublet

dd doublet dédoublé

ddd doublet dédoublé dédoublé

dt doublet de triplet

DMSO diméthyle sulfoxide

DMSO-d6 diméthyle sulfoxide deutéré

ESI spectrométrie de masse par électrospray
G6PDH glucose 6-phosphate déshydrogénase
Hept Heptane

Hex hexane

HMBC heteronuclear multiple bond connectivity
HSQC heteronuclear single quantum coherence
IR infra rouge

K kelvin

LDH lactate déshydrogénase

m multiplet

Na sodium

NADPH nicotinamide adénine dinucléotide phosphfatene réduite
NaOH hydroxyde de sodium

NOESY nuclear Overhauser enhancement spectroscopy
qd quadruplet

RMN résonance magnéetique nucléaire

RMN *H résonance magnétique nucléaire du proton
RMN (Jumop) =C résonance magnétique nucléaire du carbone I3vedulé
S singulet

Si silice

t triplet

Tol toluene

u.m.a. unité de masse atomique

uv

ultraviolet



Symboles

Hz hertz

J constante de couplage exprimée en Hz
Jgem constante de couplage géminale

Jvic constante de couplage vicinale

m/z masse/charge d'un ion

ppm partie par million

o déplacement chimique exprimé en ppm
Amax longueur d’onde d’absorption maximale
Définitions

« Pharmacopée » dans ce travail, le terme « phap@adraditionnelle» ne désigne pas
seulement un recueil écrit mais un ensemble deeneatmédicales issu

d’une tradition orale ou écrite.

« Remede » tous ce qui peut servir a combattreé@wepir une maladie.
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A INTRODUCTION

Depuis des millénaires, I’'homme puise dans sonrenmement les connaissances
nécessaires a sa survie et a son mieux étre. Anémnte de posséder 'usage du langage, il
pouvait transmettre I'expérience de la médecindestout type de remédes naturels pour
finalement élaborer ce que nous appelons aujoure’fes médecine traditionnelle ». L'étude
de ces connaissances ancestrales par les sciendesnes révele progressivement quelques
secrets de la nature qui permettent a ’'homme desposre son évolution. C’est dans ce
cadre que des disciplines hétérogenes telles gbetinique, la phytochimie, la biologie,
'anthropologie et bien d'autres sont mises en @wfin de décrire et d'interpréter les
« pharmacopées traditionnelles ».

Les travaux ici présentés regroupent I'exercicaa@breuses disciplines et surtout de
tres nombreux collaborateurs auxquels je témoigne profonde gratitude. Cette étude
concerne les plantes issues de différentes médetiaditionnelles d’Amazonie et utilisées
contre la premiére cause de mortalité dans le molepaludisme.

En premier lieu nous décrirons le paludisme suivkest axes historiques, biologiques
et thérapeutiques en se rapprochant ponctuelleduecds de I’Amérique du Sud.

En second lieu, nous nous intéresserons a difigsefiudes ethnopharmacologiques
réalisées en Amazonie afin de sélectionner desgdaanti-parasitaires susceptibles d’'étre
anti-paludiques. La premiére de ces études, réatinéGuyane par des chercheurs de I'IRD
(Institut de Recherche et Développement), a mel@ésg&lection de deux plantes qui seront
étudiées dans une troisieme et quatrieme partissecande enquéte, réalisée au Pérou par
notre équipe, a permis de révéler l'activité aaiphodiale de huit autres plantes dont quatre
d’intérét thérapeutique.

Les troisieme et quatrieme parties de ce travaie{[E) seront consacrées a I'étude
phytochimique bio-guidée de deux plantd3dsdudoxandra cuspidatdaas, etTapirira
guyanensisAubl.) issues de la sélection ethnopharmacologigadisée en Guyane et dont
nous avons isolé les principaux composés respasald I'activité antiplasmodiale de ces
plantes et confirmant leur utilisation traditionieel

Enfin, nous étudierons le cas des plantes et desipes actifs les plus intéressants

pour discuter leurs potentiels thérapeutiques ealidité de ce travalil.



B GENERALITES

La domestication de la nature a constitué pourd’@umain un atout majeur de son
evolution. Néanmoins, il reste soumis a certain@straintes d’ordre écologique évoluant
avec lui, a 'exemple des maladies infectieuses.

Parmi celles-ci figure le paludisme, qui n'est gant la conséquence que d'un
parasite unicellulaire primitif (un protozoaire)aim demeure la maladie la plus meurtriere
dans le monde. En effet, ce fleau concerne 41 %hdenanité soit 2,3 milliards de cas
(comprenant primo-infections et récidives). Avee unortalité évaluée a environ 2,1 millions
de déces par an, cette infection est d’autant péfiaste qu’elle concerne, pour la moitié des
cas, des enfants de moins de 5 ans (http://wwwintftopics/malaria/fz. Cette maladie
affecte tout particulierement les pays en voie éeetbppement. On observe une corrélation
entre paludisme et sous-développement, nuisanéaelappement économique et social des
pays concernés et freinant de ce fait la lutteat® contre le parasirown, 1987]

L’agent du paludisme est un hématozoaire du gBraemodiumtransmis a ’lhomme par la
pigqare d’'un moustique femelle du geeopheles

Le traitement de cette infection a connu de grarmiemcées au X1 siécle grace a
l'utilisation de la quinine (issue d’'une Rubiacediémérique du Sud du geni@inchong,
pour combattre le parasite, et grace au DDT (ingdet: dichlorodiphényltrichloroéthane)
qui a, entre autres, localement supprimé les adeph&n revanche, au milieu du X%
siecle, le parasite et son héte définitif ont déppE les résistances nécessaires a leurs survies,
provoquant la recrudescence de la maladie et ansd# besoin de trouver de nouveaux
principes médicamenteux.

Des lors, les schémas thérapeutiques se sont fisceisant a détruire les souches résistantes
sans occasionner d'effets secondaires majeurs, &wutdemeurant économiquement
accessiblefBenoit-Vical, 2005]

Ces trois objectifs cités (efficacité, innocuité agtcessibilité) n’ont pas encore été
atteints. La phytothérapie est dans ce domainenuédecine a privilégier car elle pourrait
garantir le libre acces au traitement. Pour ce eglide l'innocuité et de l'efficacité des
remeédes, les drogues végétales ont déja prouvénkéunét, puisqu’elles sont a I'origine de la
découverte de deux anti-paludiques majeurs : laimggiet I'artémisinine, ayant servi de base
pour I'hémisynthese de nombreux meédicaments majegladoroquine, méfloquine,
primaquine, arthéméther. [Willcox, 2004 ; Gilani, 2005]



Par ailleurs, les zones impaludées sont souveréiesiten régions tropicales et fournissent une
tres grande diversité d'espéces végétales. La tm¥leale ces espéces par enquéte
ethnopharmacologique est d’autant plus efficace tpge populations concernées sont
confrontées a cette maladie depuis de nombreubesjgendant lesquels ils ont pu accumuler
une grande expérience de la pathologie et de sede{Phillipson, 1991 ; Shepard, 2004]

La démarche scientifique reliant I'étape de codatss plantes a celle de leur étude chimique
bioguidée requiert un grand nombre d’acteurs e¢sgte une étroite collaboration entre

divers univers culturels. Cette collaboration 2&&fne menée a bien grace a la relation de
confiance mutuelle établie avec nos partenairespéans, péruviens et plus largement

Amérindiens.

1. Geénéralités sur I'histoire du paludisme

1.1. Historique du genrePlasmodium

Le paludisme est une maladie trés répandue damseheble du regne animal
(vertébrés, reptiles, insectes...) ce qui laisseymnés de I'ancienneté de son agent pathogeéene,
le Plasmodium De nombreuses especes du genre sont décrites, tondieés possedent un
ancétre commun appartenant a la sous-classe dadiescLa nature de I'hdte principal de ce
parasite originel (un diptére ou un vertébré) est tontroversée, néanmoins, il est prouvé
gue le paludisme humain est issu du paludisme Bi(pies exactement d’'une hépathocystose
du Cercopitheque[Garnham, 1966 ; Nozais, 1996]

L'origine géographique de son apparition chez legesi a fait I'objet de nombreuses
hypothéses. En effet, si 'on considére la granaentjté de formes delasmodiumchez les
singes d’Asie par rapport a celles des singes @ja&, nous pourrions déduire que le parasite
a eu plus de temps pour évoluer et se diversitiedespremier continent (I’Asie) que sur le
deuxieme (cette remarque ne tenant pas comptesgeses transmises a I’homme telles que
P. falciparumet P. ovale,moins anciennes, qui seraient originaires d’Afeqompte tenu de
leur forte ressemblance avBc gonderidu singe africain)wWood, 1975 ; Escalante, 1998]
Cependant, les études génétiques phylogéniquesntesc et plus exactes, des différents
Plasmodiumtendent a infirmer cette hypothése et a attribwsr @aludismes humains une
origine africaingSenior, 2001 ; Yotoko, 2006]



Néanmoins I'ensemble des hypothéses concernaraileipme du singe permettent de dater
I'origine de cePlasmodiuma environ -500 000 & -1 000 000 d’années, déman#iasi que

ce parasite a toujours co-évolué avec I'étre humain

1.2. Historique du paludisme chez 'lhomme.

1.2.1. Dans le monde
Les premiéres traces de paludisme datent d’il §GD5%ns, en Egypte, comme en témoigne la
présence d’antigenes antipaludiques et de spléraliaggdécouverts sur des momies. Le
papyrus d’Ebers (-1570) mentionne également Iansphié€galie associée a des fiévres avec un
traitement de la maladie. La présence de la matstimentionnée en Chine, 2 700 ans av. J.-
C., époque a laquelle le médecin de I'empereur Bldar{appelé Nei Ching) décrit dans son
ouvrage les symptdmes de la fievre tierce ou gyaterenant tous les 3 ou 4 jours), associée
a une splénomégalie. Ces fiévres sont symboliséed’gpparition de trois démons : 'un
portant un marteau (pour la céphalalgie), 'autieseau d’eau (pour les frissons) et le dernier
est muni d’'un four (pour la fievre), illustrant isosymptoémes caractéristigues de l'acces
palustre.
En Gréce, vers —2000 av. J.-C., Hippocrate étaglement un descriptif fidele des
symptémes palustres, précisant que la fievre questtda plus grave, mais il ne fait pas de
rapprochement avec la présence de moustiques, eifae plutét a un déséquilibre des
humeurs du corps lié a I'eau stagnante environn&meevanche, a la méme époque en Inde,
le chirurgien Sursuta associe parfaitement ce tgpéévre a la présence de moustiques. La
littérature grecque (avec les récits d’'Homere, mlasSophocle, d’'Aristote et de Plato...
offre un témoignage de la persistance de la makdieours des siecles. Par la suite, 'empire
romain sera également soumis a ce probleme de gabligue, lui érigeant méme une déesse
(« Febris »). L'origine étymologique du mot paludes vient du latin galus» signifiant
« marais », et le mot malaria est issu de l'italiemmal’aria » désignant le mauvais air.
De siecle en siecle, cette maladie resta endéndigng le Sud de I'Europe, voire épidémique

dans les régions du Nord, notamment en Angleterr@ologne et en Russie.



1.2.2.Concernant les Amériques

De nombreuses hypothéses ont été formulées comtdiodagine du paludisme en

Amérique, mais la plus probable est celle de Néeidu parasite avec la colonisation.
En effet, ce continent ne recéle pas une grandétgad’especes delasmodium(seuls les
mammiféres en sont atteints), ce qui suppose up&mntation récente et non spontanée du
parasite, suite a une invasion.
Trois grandes invasions ont ponctué I'histoire AegeriquegHopkins, 1959]:
- La premiére eu lieu lors de la glaciation (il y & @00 a 40 000 ans),
lorsque les premiers hommes passerent par le ddedBering reliant la
Russie a I'Alaska.
- La seconde invasion (encore incertaine) fut dirigéeles Vikings au X"
siécle.
- La troisieme fut celle de la conquéte espagnolpoetugaise du XVéme
siécle (en écartant I'hnypothése d’'une découverteedeterritoires par les
Chinois 50 ans plus t6t avec Zheng He, un eunugjugli I'empereur Zhu
Di avait confié la flotte chinoise).

Concernant la premiére invasion (par le détroiBdeng), les conditions climatiques
n'étaient pas favorables a la survie du parasiteequiert une température supérieure a 15°C.
De plus, les iles parsemant le chemin entre leg deveriqgues sont exemptes d’anopheles.
Concernant les invasions vikings, les conditionsnaligues avant et pendant le voyage
écartent aussi I'hypothése de I'importation de Eadie a cette période. L’hypothése la plus
probable reste donc celle de 'importationPlasmodium(et de nombreuses autres maladies

infectieuses) par les conquistadors et leurs esslafricains.

1.3. Histoire de la thérapeutigue anti-paludique en
Europe

Jusqu'au XVIf™siécle, aucun traitement anti-paludique efficaesistait en Europe.
En 1663, grace aux observations du pere Pedro ld@d@a, la poudre de quinquina acquit la
réputation d’'un médicament efficace contre la nialddes missionnaires jésuites installés en
Equateur avaient remarqué que les indigenes manthBécorce d'un arbre particulier
lorsqu’ils éprouvaient des frissons. Plus tardnéimonnera a cet arbre le nomGeachona

inspiré de la comtesse Chinchon, épouse du viceuoPérou dont on raconte qu’elle fut



guérie de ses acces fébriles grace a cette plaatsont les Jésuites, a l'initiative du Cardinal
Juan de Lugo, qui populariseront cette poudre, mémé&e « poudre des Jésuites », ou
« poudre de la Comtesse », avec la guérison deleggrersonnalités de I'’époque, telles que
Charles Il en Angleterre ou le grand Dauphin (fis Louis XIV) en France. Mais cette
poudre de plante miraculeuse d’origine si lointa@st alors trop onéreuse pour la grande
majorité des malades. C’est en 1820 que commehcdire de la quinine, principe actif
anti-paludique isolé du Quinquina par PelletierCaiventou. La structure définitive de ce
composeé ne sera établie qu’en 1908 et sa synth@s@joe sera réalisée pour la premiére fois
en 1944 par Woodward et Doering. La seule maniér®drnir de la quinine aux populations
malades repose jusqu'a 18°2guerre mondiale sur son extraction & partir Glachona
ledgerianaet Cinchona calisayacultivés entre autres a Java par une sociétaruaise.

A partir de la seconde moitié du X3 siécle, les avancées de la chimie de synthése
permettent la fabrication d’autres principes addfgi-paludiques, tels que la pamaquine, la
guimacrine, la chloroquine, I'amodiaquine, la prgquie, la pyriméthamine, qui sont pour
beaucoup d’entre eux encore utilisés de nos jours.

Dans les années soixante, I'émergence de soucheB. dalciparum résistantes a la
chloroquine a stimulé la recherche de nouvellestoudés actives telles que la méfloquine,
I'halofantrine... C’est dans ce cadre que le « giag-h Artemisia annual.) a été étudié,
avec l'isolement de l'artémisinine en 1972 (a Slahgqui est actuellement l'une des
molécules anti-paludiques les plus efficaces. Lesnpers témoignages de ['utilisation de
cette plante remontent a plus de 2000 ans, comm@rdeve la découverte d'une
« prescription » la mentionnant dans une tombeaddyhastie Han datée a —168 av. J.-C.
[Sherman, 1998]

Suite a la valorisation de ce principe actif, déswis de I'artémisinine comme l'artéméther
ou I'artésunate de sodium ont été synthétisésdadimeliorer I'activité de ce principe actif.

La découverte de grands médicaments tels que medatipaludiques montre I'incidence que
peuvent avoir les médecines traditionnelles ehtiepharmacologie sur le développement des
techniques thérapeutiques modernes, notammentlead®maines de la phytothérapie et de

la chimie des produits naturels.



2. Geéneralités sur la biologie duPlasmodium

2.1. Cycle et biologie duPlasmodium

En 1880, un médecin militaire francais (A. Lavera®ntifie et caractérise pour la premiere
fois le Plasmodiumhumain . falciparun). Ces travaux seront poursuivis plus tard par bien
d’autres scientifiques dont R. Ross qui établit 1897 le cycle biologique complet du

parasite.

2.1.1. Classification

Regne : Protozoaire (protiste)

Embranchement: Apicomplexa

Classe : Sporozoaire (Haemosporidea)
Sous-classe : Coccidiasina

Ordre : Eucoccidies (Haemosporida)
Sous-ordre : Haemosporina

Famille : Plasmodidae

Genre : Plasmodium

Il existe chez ’homme quatre especedPtssmodium(P. ovaleStephensP. vivaxFeletti et
Graci, P. malariae Feletti et Graci eP. falciparumWelch) de répartitions géographiques

variées, et provoqguant des paludismes de symptéogae diverses.

2.1.2. Cycle biologique

Malgré leur nombre (un peu plus d'une centaimm)ids les especes &asmodium
possedent des cycles biologiques tres similaireg@tssitent deux hotes :
- Un moustique femelle du genmenopheles héte définitif, chez lequel
s’effectue le cycle sexué.
- Un héte intermédiaire (un vertébré) chez lequalé&®ule le cycle asexué

haploide du parasite.



2.1.2.1 Cycle sexué chez I'anophéle femelle
Tout d’abord, le moustique se contamine en prem@ntepas sanguin chez un individu
porteur du parasite, ingérant ainsi quelques garytes.
Puis, lePlasmodiunsubit une premiere maturation au sein du moustigee gameétocytes se
différencient en gametes, qui, apres fécondatiogerdreront un ceuf mobile (ookinete)
traversant la paroi gastrique. Une fois dans lat€aeelomique, I'oocyste (ceuf immobile) va
donner naissance a plusieurs sporozoites migragtijaux glandes salivaires du moustique
d’ou ils seront éjectés lors du prochain repas wande 'h6te. La durée de cette maturation
est étroitement liee a la température extérieuse eRemple, pouP. falciparum il n’y a pas
de maturation en dessous de 18° C ou au-dessus’dmais elle est optimale vers 24° C. ||
existe donc peu de risques de contamination endgsti

2.1.2.2. Cycle asexué chez 'lhomme
Ce cycle est divisé en deux parties, 'une exoéogiytaire, I'autre endoérythrocytaire.
Cycle exoérythrocytaire

Apres inoculation dans 'lhomme par I'anophéle fdemdbrs d’'un repas sanguin, les
sporozoites migrent jusqu’au foie pour devenir desphozoites hépatocytaires. Ces
trophozoites vont grossir et accroitre leur nomigenoyaux (jusqu'a 10 000 ou 30 000)
formant ainsi des corps bleus ou schizontes, pnsoigl’éclatement de I'hépatocyte avec
libération dans le sang des mérozoites issus dpieh@oyau. Selon les espéces, une partie de
la souche peut rester dans le foie. Il peut doawajr, pour les espéeces mineures, plusieurs
acces dits de reviviscence a partir de la soudtialenhépatique (ce qui n'est pas le cas avec
Plasmodium falciparui Pour P. vivax ou P. ovale certains sporozoites restent a I'état
guiescent dans les hépatocytes, sous forme d’hyjiieoz.e foie sert alors d’'organe réservoir
pendant plusieurs années (Figure 1).

Cycle endoérythrocytaire

Apres reconnaissance de certains récepteurs meant@siles hématies, le mérozoite
pénetre a l'intérieur du globule rouge pour s’y mouwles acides aminés de I'hémoglobine
('héme restante sera polymérisée en hémozoinepakasite augmente alors de taille et se
multiplie jusqu'a former un schizonte mar qui prque I'éclatement de la cellule sanguine et
la libération des mérozoites avec I'hnémozoine &mant une poussée de fievre avec des
acces pernicieux dus a des micro-thromboses céeébdans les cas d’une infectionPa
falciparum.

La durée totale du cycle endoérythrocytaire est&lbeures poup. falciparum P. ovaleetP.

vivax provoquant des fievres tierces ; ce cycle durkeites pouP. malariae(fievre quarte).



Il N’y a pas de rechutes liées aux formes exoévgijinires concernam. falciparumet P.
malariaemais seulement des reviviscences endoérythroegtair
Les testsin vitro que nous avons reéalisés lors de ce travail porsemt la partie

endoérythrocytaire du cycle.
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Figure 1 : Cycle biologique deP. falciparum
(http://www.simulium.bio.uottawa.ca/bio2525/labadRrcoles/protozoa.htm)

2.2. Description de la maladie

2.2.1. Acces de primo-invasion

- Phase d'incubation : « silencieuse », elle cpmed a la schizogonie hépatique et dure 12 a
20 jours et parfois plus.

- Phase d'invasion : la fievre est continue asso&i@n malaise général, des courbatures, des
céphalées, des nausées ou des vomissements e¢ pigodiarrhées. La splénomégalie est

absente au début et peut apparaitre au cours duatetion sans traitement.



- L'évolution : avec un traitement approprié, ors@te une disparition des symptdmes en
guelques jours. En I'absence de traitement, la symatologie disparait aprés plusieurs acces

fébriles, mais des rechutes par reviviscence sghizique apparaitront par la suite.

2.2.2. Fievre tierce bénigne

Elle correspond aux acces par reviviscence schizqge.
L'acceés est stéréotypé, précédé par des prodraczéphalées, nausées, herpées labial), puis
débute brutalement avec :

- frissons

- fievre

- sueurs et défervescences thermiques.
La rate est souvent hypertrophiée pendant I'ateemalade peut avoir plusieurs acces durant
la journée. Puis les symptdmes disparaissent gayoparaitre 48 h plus tard. Ceci correspond
au rythme tierce des accés. Sous traitement, ligwal est rapidement favorable. Sans
traitement, la guérison survient spontanément apnesdouzaine d'accés, mais des rechutes
peuvent survenir dans les 3 ans selon une fréqguesriable en rapport avec les isolats de

Plasmodiumau niveau hépatique (20 jours a plusieurs mois).

2.2.3. Formes cliniques

Les formes frustes ou asymptomatiques sont frégaamt zone d'endémie.

Les fievres rémittentes sont rares et corresportianantage a une infestation massive.

2.2.3.1. Paludismes &lasmodium ovalest vivax
Globalement la symptomatologie est semblable das deux cas, comme décrit
précédemment. L'espec® vivax(avecP. falciparun) est la plus fréquente en Amérique du
Sud,P. ovaleétant surtout présente en Afrique.

2.2.3.2. Paludisme ®lasmodium malariae
Ce paludisme comporte quelques différences avet éspeces précédentes.
- L'incubation est plus longue (autour de 3 senw@iglus).
- Les acces fébriles en phase d'état ont un cy@dane (I'accés survient un jour sur trois).

- Des complications a type de néphrites quartapesdecrites mais rares.
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2.2.3.3. Paludisme ®lasmodium falciparum
Acceés simples B. falciparum

Ce sont des acces palustres classiques sans agoende malignité, alors qu’il s’agit du
paludisme le plus mortel. lls se caractérisenigbasieurs phases :

- phase d’incubation : asymptomatique durant 7 s

- phase d'invasion : caractérisée par une fieuntirage (39°-40°) accompagnée de céphalées,
nausées ou vomissements

- phase d'état : les acces prennent une évoluiotypk tierce (toutes les 48 h) et sont
caractérisés par de la fievre 39°-40°, des frissdas sueurs accompagnées de céphalées, de
vomissements et d'une splénomégalie avec parfeihi@patomégalie

- évolution : en dehors du traitement, un accesigieux peut survenir a tout moment de
révolution d'un acces simple. Avec un traitemerficate, I'évolution est favorable en
guelques jours.

Acceés pernicieux ou neuropaludisme

C'est la complication la plus redoutable au décduns paludisme R. falciparumcar elle est
souvent mortelle.

Le début est brutal, foudroyant, le malade tomhesda coma avec une insuffisance rénale
aigué, un oedéme pulmonaire, une encéphalite dbipanne coagulation intravasculaire
disséminée.

Le diagnostic et le traitement doivent étre étatbisgence, en méme temps que des soins de
réanimation. En l'occurrence d'un tel traitemend, dQuérison se fera sans seéquelles

neurologiques. Toutefois le taux de |étalité rédteé dans le cas d’un diagnostic tardif.

2.2.3.4. Complications générales aux quatre especefa fievre
bilieuse hémoglobinurique
Elle survient aprés un traitement par la quinine smite a un brusque changement de
température au cours d'une prophylaxie par la neir{fretour en métropole des anciens
coloniaux). C'est une tubulo-néphrite aigué fébf@ecident immuno-allergique a la quinine)
qui se caractérise par de la fievre (40°C), desdbhdgies, de la paleur, un ictere, des urines

rouges ou brunes par hémoglobinurie; la mort satwdéa quelques jours dans 30 % des cas.
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2.2.3.5. Cas particuliers

Le paludisme post transfusionnel
Le diagnostic doit étre envisagé quand il existe symptomatologie évoquant le paludisme
apres une transfusion de sang. Il est caractéaiséme incubation trés courte et I'absence de

reviviscence schizogonique pour toutes les espéces.

Associations
Association possible de 2 especeftismodium symptomatologie atypique.

Associations possibles : paludisme + virose (hépatiu bactériose (salmonellose) ou autre

parasitose (amibiase...).

Paludisme de I'enfant

Les nouveaux-nés sont protégés pendant les 3 psemmieis de la vie par les anticorps
maternels, puis I'enfant traverse une période qurdi entre 4 mois et 4 ans. La
symptomatologie peut étre trompeuse en particydmur P. falciparum avec parfois un

aspect de choléra, anémie, convulsions qui pemtitbaliagnostic.

Le paludisme de la femme enceinte
Il est plus grave pour les femmes primipares, fearssque de contamination de I'enfant est

peu éleve.

Autres cas particuliers
Paludisme de limmunodéprimé (accés palustres tégistques parfois graves, mais sans

rechutes aprés traitement), paludisme des aéroflertsiagnostic est souvent tardif, la

mortalité est de ce fait, de I'ordre de 10 %)...

2.2.4. Protections individuelles contre les formegraves

de paludisme

La résistance de certains individus aux formeseagale paludisme peut étre expliquée
par des particularités génétiques telles que lpath@cytose (hémoglobine S), la thalassémie
("), l'ovalocytose mélanésienne, la déficience en B6Ehzyme impliquée dans la voie des
pentoses et générant du NADPH, co-enzyme confémarglutathion son réle anti-oxydant,
mais cette déficience entraine également de fdmtswolyses lors de traitements a la
primaquine et autres anti-paludiques), les growgaesyuins Duffy (-) (contr®. vivay ou

certains groupes HLA (HLA-B-53...). Souvent, I'épidé@hgie de ces maladies ou
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particularités génétiques montre une plus grandalence dans les zones de paludisme
endémiquédinhorn, 1997 ; Abel, 1999]

D’autres particularités, telles que des régimesusieement lactés (déficients en acide
para-aminobenzoique) ou hypo-protéinés, ou la poésde certains pathogenes (tels que des
bactéries comm&lebsiella pneumoniaehez le singe)Gysin, 1993 ; Mohandass, 2005]
sont autant de circonstances allant contre le dgpelment du parasite, bien qu’elles ne
facilitent pas la vie du malade.

2.3. Traitements curatifs du paludisme

Les dérivés de la quinine, autrefois largementisétl, ont vu leur efficacité tres
diminuée en raison de I'’émergence de résistancesiefement, ces principes actifs ne sont
utilisés que pour de rares paludismeB.dalciparumchloroquinosensibles ou contre les 3
autres espéeceB. ovale P. malariag P. vivax Dans le cas d®. falciparumchloroquino-
résistant, de nouvelles combinaisons médicamerddalies que les ACT (Artemisinin-based
combination therapy) sont utilisées.

2.3.1. Les cibles plasmodiales des médicaments

Face a la résistance plasmodiale, la compréhenlgsmodes d’action cellulaire des
médicaments antipaludiques est essentielle afiptidhdser leur emploi et de comprendre les
mécanismes impliqués dans cette résistanc@lasmodiundispose pour son développement
intra-érythrocytaire d’'un métabolisme et de moydesdéfense spécifiques qui constituent

autant de cibles aux anti-paludiques. On distingue

- la vacuole nutritive du parasite qui constitue de&2ge de la digestion de
’hémoglobine, de la cristallisation de I'héme etsdmoyens de défense contre le stress

oxydant ;

- le cytoplasme comportant le cytosol et deux oitgaressentiels : les mitochondries

et I'apicoplaste ; ils sont nécessaires a la bith®ge des acides nucléiques ;

- la membrane plasmatique (constituée de phosptietip de canaux calciques et

parasitophores) qui est le siege du transporttimutnel.
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2.3.2. Modes d’action des principaux anti-paludique

actuels

Les principaux anti-paludiques actuels peuvent @assés selon leur mode d’action en deux

catégories.

2.3.2.1. Les schizonticides électifs (sanguins &fsulaires)
Ce groupe comprend les dérivés quinoléigues etdagés de I'artémisinine.

Les dérivés quinoléiquesce sont les amino-4-quinoléines (chloroquine,odiauine),

amino-8-quinoléines (primaquine) et les amino-alsoéquinine, méfloquine, halofantrine,
luméfantrine). Ces molécules interférent avec ldabmlisme de I'hémoglobine dans la

vacuole nutritive en inhibant la formation de I'héxoine.

halofantrine

méfloquine /j FsC g OH =\ _u
HO. : uinine ,"'
%H N~ "Me | ?
CFa cl cl

chlorogquine (
Ho N

- OH r
H.. Q/”
N ~
S
amodiaguine
Cl M

Les dérivés de l'artémisinin@rtésunate, artéméther) : cette nouvelle classdipaludiques

de type peroxyde interfére également avec le mésabe de I’'hnémoglobine, par libération de
radicaux libres, toxiques pour le parasite. Lesvéérde l'artémisinine ont également une
action gameétocytocide, qui réduit la transmissibtimite les risques de voir émerger des

résistances.
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R : H : dihydroartémisinine

R : Me : artemether

R : Et: arteether

R : OCO(CH,),COONa : artesunate

R : OCHy(p-CsH4)COOH : acide artelinique

artémisinine

2.3.2.2. Les inhibiteurs des acides nucléiques
Ce sont des antimétabolites qui bloguent la dimigia noyau de I'hématozoaire. Ce
groupe comprend les antifolates, les naphtoqumené&es antibiotiques.

Les anti-folates ils sont répartis en deux familles, les antifolg (sulfamides, dont la

sulfadoxine ; sulfones), et les antifoliniques (uranil, pyriméthamine). lls agissent au
niveau de la voie de synthese des folates, qui sss¢ntiels a la biosynthése des acides
nucléiques. Les antifoliques inhibent la dihydropéde synthétase (DHPS) produisant I'acide
folique. Les antifoliniques inhibent la dihydroftéaréductase (DHFR) produisant I'acide

folinique.
H H H o DO NTT
M. _N._ _N L
S..
JoR ANl n
o NH  NH St
sulfadoxine HzN proguanil

Les naphtoguinonesl’atovaquone est un inhibiteur puissant des famgimitochondriales

bloguant la chaine de transfert d’électrons auanivée son enzyme-clef, la dihydroorotate
deshydrogénase (DHOdase). Elle a peu d’'impact pleétaue lorsqu’elle est utilisée seule.

En combinaison avec un anti-métabolite (proguawif),observe une intéressante synergie
d’action grace a une inhibition séquentielle deyiathese des pyrimidines. Une originalité de
I'association atovaquone-proguanil réside dans aion sur le stade hépatocytaire Rle

falciparum

7
G‘ OH atovaquone

o
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Les antibiotiques les tétracyclines (doxycycline), les macrolidggrythromycine,

azythromycine, clindamycine) peuvent inhiber la tegse protéique par inhibition de

certaines fonctions de I'apicoplaste.

érythromycine

doxycycline

2.3.2.3. Les associations d’anti-paludiques

Les nouveaux anti-paludiques ayant fait I'objetdd#weloppements récents sont tous
associés, en bithérapie au moins, et se démarglemtiennes associations telles que : la
sulfadoxine-pyriméthamine (Fansi@&jr capable de sélectionner rapidement des mutants
résistants. Certaines sont fixes: [Iatovaquonepanil (Malaron®), I'arthéméter-
luméfantrine (Coarte, Riame®), chlorproguanil-dapsone (Lapddp D’autres sont libres,
associant toujours un dérivé de I'artémisinine. rbepidité d’action permet la réduction du
risque de transmission et l'absence de chimio@sist deP. falciparum(artésunate-
meéfloquine, artésunate-amodiaquine, artésunatagarine-pyriméthamine).

En prophylaxie, les associations chloroquine-pragugsavarin®) et atovaguone-
proguanil (Malarone®) sont recommandées dans lesszde chloroquino-résistance.

(http : /lwww.medecinetropicale.free.fr/spe/paluguiiitm.)
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C SELECTION DE PLANTES
D’AMAZONIE TESTEES SUR P.
FALCIPARUM

Les plantes tropicales étudiées ont principalerdenk origines.

Le premier groupe d’espéces, originaire de Guyaaerchise, est issu de plusieurs
enquétes ethnopharmacologiques effectuées précéstenpar d’autres équipes de travalil.
Deux de ces plantes, les plus actiirewitro sur P. falciparum ont alors fait I'objet d'une
étude chimique (isolement des principes actifspaguidage détaillé dans les parties D et E).

Le second groupe concerne des especes originaird®ébu et correspond a des
plantes utilisées en médecine traditionnelle parQeechua des basses terres amazoniennes
pour soigner les crises de paludisme (en particldidievre et d’autres symptébmes de cette
maladie). L'enquéte ethnopharmacologique réalisgenps soins réunit d’'une part un corpus
de données concernant la conception de la maladiegs groupes ethniques, et d’autre part,
met en évidence l'activité antiplasmodiale de ¢eesplantes jusqu’a présent peu étudiées.

Les testsin vitro réalisés surP. falciparumsont basées sur deux techniques de
détections. La premiére, appelée « test LDH » du de I'enzyme lactate déshydrogénase,
ou également appelée «XTT » (sel de tétrazoliunrepose sur une détection
spectrophotométrique (absorption a 450 nm) dédates la partie « Matériel et méthodes ».
La seconde méthode employée est plus sensible stebaur le radio-marquage a
'hypoxanthine tritiée (également décrite danpdétie « Matériel et méthodes »).

1. Plantes issues de la médecine traditionnelle guyasa

1.1. Généralités sur la Guyane francaise

La Guyane francaise est un département couvransurfi@ce de 91 000 kmz, peuplé
d’environ 202 000 habitants (http://www.insee.frécensement.htm.).
Parmi cette population, les Amérindiens constitulentsubstrat le plus ancien. lls sont
subdivisés en trois familles linguistiques que sestTupi-guarani (Wayapi et Emerillon), les

Arawak (Palikur et Arawak-Lokono) et les Karib (aMes Kali'na ou Galibi et les Wayana).
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Le groupe culturel majoritaire est constitué deol&®, partageant leur territoire avec d’autres
groupes tels que les émigrés haitiens et brésiliessFrancais métropolitains, les Noirs

Marrons et d’autres minorités (Hmongs, Chinois..ij(Fe 3).

QO Localisation ponctuelle Amérindiens
B Créoles I Kali'na (Galibi)
[l Populations mixtes @ Wayana

(Créoles, immigrés, Européens...) ] Ara_wak
B Noirs Marrons (Aluku, Paramaka, Ndjuka) [l Palikur
[7] Populations mixtes et mobiles Wayapi

des placers Emerillon

B Hmong

Sinnamary
< lles du Salut

rr

Sk

t-Georges

Aluku
Maripasoula =
SURINAM

o

= rois-Sauts
o 0 25  50km

BRESIL I -

/

Sources : Frangoise et Pierre GRENAND - 2001
D'aprés I'Atfas illustré de la Guyane, sous la direction de |. BARRET, IRD Editions, 2001.

Figure 3 : Carte de répartition des populations dé&suyane francaise [Grenand, 1987 ]

La forét équatoriale domine largement ce territaiétimité par I'océan et par deux
fleuves : le Maroni et 'Oyapock.

Son climat principalement tropical favorise la jmence du paludisme malgré les
efforts gouvernementaux déployés pour éradiquendkadie. Trois especes &éasmodium
sont présentes sur le territoire et offrent uneron géographique originale : la majorité

18



des paludismes R. falciparumet P. malariaesont situés le long du fleuve Maroni, alors que
P. vivaxse trouve essentiellement distribué sur les bedgelOyapock|[Grenand, 1987 ;
Hurault, 1998].

1.2. Seélection des plantes

Diverses études ethnopharmacologiques menéesliRar dnt permis de sélectionner

19 especes veégeétales ayant un lien avec le traitemhe paludisme ou des maladies
parasitaires. Certaines de ces plantes sont égaleis®ues d'une recherche bioguidée
systématique effectuée sur la famille des Fabadeseicoup de ces espéces étant employées
dans [lindustrie du boi§Cirad-forét, 1993]. Les plantes ont été traitées par différents
solvants, tels que le dichlorométhane, puis le aré&h (ou acétone/eau, 7/3, pour les
Fabaceae), ou par infusion dans 'eau. Les extphitsnus ont été testés surfalciparum en
utilisant une détection colorimétrique (LDH : enzaytactate déshydrogénase, décrite dans la

partie « matériel et méthodes ») (Tableau 1).

Alexa wachenheimBenoist (Fabaceae) (580 ind.)

Les Waydapi utilisent I'écorce de cet arbre en ¢gvaxterne contre la fievre. Une espéce
voisine, A. imperatricis(R.H. Schomb.) Baill. est également employée paral@érindiens
(du Nord-Ouest) contre le paludisme et les morsweBothrops (serpent venimeux).
[Grenand, 1987]

Andira coriaceaPulle (GB2844)

et Andira excelsaH. B. K. (Vouacapoua americand.B.K.) (Fabaceae) (GB2849)

Les copeaux de boisAihdira coriaceageuvent provoquer une diminution de la parasitémie
lorsqu’ils servent de litiere chez les singes impak[Sauvain, 1989] La séve d’'une autre
espéce du méme genwk. (surinamensigBondt) Splitg. ex Amshoff.) est également utidisé
en Guyane pour guérir les lésions buccalpé&raft, 2001], (http://www.igitur-

archive.library.uu.nl.)Cirad-forét, 1993].

Chimarrhis turbinata DC. ; (Pseudochimaris turbinatBucke) (Rubiaceae) (GB3026)
La décoction des feuilles est utilisée en Guyaaedaise pour soigner le paludisfBertani,
2005]
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Dicorynia guianensisAmshoff (Fabaceae) (GB2840)

Un usage des copeaux de bois comme piscicide estucdes populations créoles. Ce

processus de péche par empoisonnement exige tenteait rapide des poissons (vidage et
écaillage), car cette plante présente égalemenefiiets toxiques pour I'organisme humain.

(http://www.igitur-archive.library.uu.nl|Cirad-forét, 1993].

Diplotropis purpureaRich. (Fabaceae) (GB2838)
Cet arbre, dont la solidité a fait sa réputatioen@mmeé « Tatabu » en Arawak « Tata »
signifiant dur), est fréequemment utilisé dans lastouction des canoés, et possede par

ailleurs des propriétés anti-fongiqé&srad-forét, 1993 ; Miller, 2003].

Eperuasp. (Fabaceae) (GB2845)

Les copeaux de ce genre de bois, utilisés comimaeelitauraient un effet bénéfique contre le
paludisme chez les singes écureuils en captiSigngiri sciureuy[Sauvain, 1989]

L'espéceE. falcata Aubl. est utilisée par les Alukus et les Créolesnowe analgésique
dentaire (décoction de I'écorce), et la résineeasployée par les Saramaka pour ses vertus

cicatrisantes (I'effet antiseptique a été démointnétro) [Delaveau, 1988]

Hymenea courbarilL. (Fabaceae) (GB3036)

En médecine traditionnelle créole, la décoctioé&mrce de tronc de cet arbre tres commun
possede une fonction dépurative et antipyrétiquiglittonnée de sucre, elle peut remplacer le
thé. On utilise également la résine pour traiter pdaies récentes. Chez les Wayapi, les
sécrétions résineuses fraiches ainsi que I'ardkefclits offre un reméde contre la dysenterie.
Les Palikur, quant a eux, se servent de la résaiehe délayée dans de I'eau pour combattre
les « vents » (douleurs abdominales) et les « nouxoeur ». L'écorce est préparée en
décoction (avec du miel) contre les maux d’estof@menand, 1987]

Le thé de courbaril est également utilisé contrgrippe, les courbatures et le paludisme, et
I'arille est comestibl¢Cirad-forét, 1993 ; Andel, 2000 ; Bertani, 2005]

Hymenolobium flavumKIleinh (Fabaceae) (GB2848)

L'écorce de ce grand arbre est préparée en dénodiotitre d’antiseptique local,
(http://www.igitur-archive.library.uu.nl.). Une dinution de la parasitémie chez les singes
atteints de paludisme est également observée lansusage de ce bois en litigigauvain,
1989 ; Cirad-forét, 1993]
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Inga albaWilld. (Fabaceae) (231 ind.)

Cette espéce, comme de nombreuses autres espaoésndugenre, produit une seve riche en
tanin utilisée comme colorant, ainsi que des froisiestibles. Les Wayapi utilisent I'écorce
rapée et pressée en usage externe contre les deemauccales et les pigdres de fourmi chez
'enfant. De maniere générale, on observe un uageent de I'écorce contre les infections

cutanées et pour ses vertus cicatrisgiéesnand, 1987 ; Andel, 200Q]

Parkia nitida Milk. (Fabaceae) (638 ind.)

Les Tiriyo (de la famille linguistigue Karib) du Boam utilisent le bois de cet arbre en
décoction (une fois rapé), mais aussi en lavagerestpour soigner les fievres. Les Wayapi
de Guyane, pour leur part, ne se servent que gartee noire du fruit gu’ils consomment

pour son godt suci€irad-forét, 1993] (http: //www.MedPlantsGui3.).

Paramachaerium ormosioideBucke, Pterocarpus ormosioidd3ucke) (539 ind.) ;

et Pterocarpus rohriiVahl. (Fabaceae) (GB3017)

P. rohrii est une espece utilisée en Guyane contre le paladis vivg seule la décoction des
feuilles présente une activité sur la soginéectée palP. yhoel) mais aucune activité n'a été

enregistrée contri. falciparum(in vitro) [Bertani, 2005].

Peltogynesp. (Fabaceae) (GB2843)

Ce genre se compose d’especes employées commeebonstructionK. venosaVahl.)
Benth.). Placés en litiere, les copeaux auraieneftet positif contre le paludisme observé
chez des spécimens de singes écureuils en capBaitéain, 1989 ; Cirad-forét, 1993]

Pseudoxandra cuspidatiélaas. (Fabaceae) (GB2983)
Les indiens Wayapi et Palikur utilisent le décodtécorce contre le paludisniBertani,
2005]

Psidium persooniMc Vaugh. (Myrtaceae) (MF2057)
La décoction de I'écorce (avec ou sans les felikss administrée par voie orale pour ses
vertus anti-diarrhéigue et anti-paludiq@renand, 1987 ; Bertani, 2005]

Tapirira guianensisAubl. (Anacardiaceae) (GB3068)
La décoction de I'écorce est utilisée comme aratittligique et anti-vomitif. En usage
externe, les bienfaits de cette décoction sontusipar les Amérindiens contre le muguet (en

bain de bouche) et les infections de la peau,ifacil également la cicatrisation. Les usages

21



thérapeutiques traditionnels de cette espéce pergate nombreuses similitudes avec celles
d’Anacardium occidentale. (cajou), dont on connait aussi un usage cdatieishmaniose
[Grenand, 1987]

En Bolivie, chez les indiens Tacana, I'écorceldguyanensigst utilisée contre le paludisme
[Deharo, 2001]

Wisteria floribundaWilld. (Fabaceae)
Cette plante ornementale d’origine asiatique (laigk) n’a pas fait I'objet d’'une sélection
par enquéte ethnopharmacologique, mais a été iséleée suivant ['’hypothese

phytochimique de la présence d’isoflavones antigigluegKonoshima, 1988]

Zygia racemosducke (Fabaceae) (GB2847)
Les espéces appartenant a ce genre sont utilissresinogrand nombre de populations
indiennes d’Ameérique du Sud (exZ: latifolia Fawc et Rendle). La décoction de I'écorce, en

lavage externe, permet de lutter contre les doslleniporelles et les fievres.
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1.3. Activité antiplasmodiale des plantes sélectinées

(test LDH)
Tableau 1 : Activité antiplasmodiale des extraits d plante testés
Rapport (%) : Extrait / Activité
Plante seche antiplasmodiale
Familles Acetone Clsp (LDH) P.
Drogues CH.Cl,|eau (7/3) H,O [falciparum (FcB1)
ou MeOH (1g/ml)
Alexa wachenheimBenoist; ET Papilionaceae 0,8 8,7 0,2 /]
Andira coriace¢ Pulle ; CB Papilionaceae 0,7 1,8 10,2|38,3 (CH,Cl,)
Andira excelsiH. B. K. ; CB Papilionaceae 3,1 7,1 0,8 /]
Chimarrhis turbinataDC. ; ET Rubiaceae 1,7 13,0 0,6 10/]
Dicorynia guianensisAmshoff. ; CB Caesalpinaceae| 0,1 2,5 4.6 [0/]
Diplotropis purpureaRich. ; CB Papilionaceae 0,2 5,2 7,3 /]
Eperuasp. ; CB Caesalpinaceae| 2,4 14,4 3,4 /]
Hymenea courbarilL. ; CB Caesalpinaceae| 0,3 7,2 2,7 /]
Hymenolobium flavumKleinh. ; CB Papilionaceae 0,2 6,1 2,1 10/]
Inga albaWilld. ; ET Mimosaceae 0,4 20,5 0,5 /]
Parkia nitida Mik. ; ET Mimosaceae 0,9 7,8 0,5 (/]
Paramachaerium ormosioidesDucke ;ET |Papilionacae 0,4 14,2 1,0 ]
Peltogynesp. ; CB Caesalpinaceae| 0,1 8,1 1,0 ]
10,0 (CHCIy) ;
Pseudoxandra cuspidatiaas. ; ET Annonaceae  |1,3 6,0 72 22,5 (MeOH);
36,2 (H0)
Psidium persooniMc Vaugh. ; F+ T Myrtaceae 0,6 14,3 123| @
Pterocarpus rohriivahl. ; E+ T Papilionaceae 1,9 23,7 0,9 (/]
Pterocarpus rohrii ;F 4,3 4,2 0,9 1]
Tapirira guianensisAubl. ; ET Anacardiaceae | 3,2 7,3 1,5 19,2 (CHCly)
Wisteria floribundaWilld. ; F Papilionaceae 3,3 12,3 0,3 %]
Wisteria floribunda; E + T 0,9 4,9 0,3 a
Zygia racemosducke ; CB Mimosaceae 0,4 1,8 0,7 |35,2 (CHCly)

CB : Cceur de Bois ET : Ecorce de Tige F: Fesille T:Tiges

Les espéces appartenant a la famille des Fabao¢adéotraitées par le dichlorométhane puis pamaftange
acétone/eau (7/3, VIV) afin d'optimiser les rendategtandis que les autres espéces ont été tratedu
méthanol. Ces extraits successifs ont été effectaés pression (100 bar) a 50°C par 2 x 10 ml dejwh
solvant. L'extraction par I'eau a été réaliséeiparsion de la drogue séche.

Parmi les plantes testées, quatre extraits;CHont été retenus :

- Andira coriacea possédant une faible activité {£F 38,3 ug/ml) et déja
étudiée pour ses iso-flavones antiplasmodi@asivain, 1989]

- Zygia racemosa espece peu etudiée mais d’activité faible (Ci5@5,2

pag/mi).
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- Tapirira guianensis activit¢ modérée (G4 = 19,2 pg/ml) mais ne
comportant que peu de données bibliographiquesecoant les composés
gu’elle renferme.

- Pseudoxandra cuspidatabonne activité (Gh = 10,0 pg/ml) avec peu de
données bibliographiques concernant les composélegienferme.

Les criteres bibliographiques et biologiques onmtme de procéder a la sélection des

deux plantes les plus activeB. (cuspidataet T. guianensis dont I'étude phytochimique

bioguidée sera décrite dans les parties D et E.

2. Plantes issues de Ila médecine traditionnelle

péruvienne (Quechua)

Cette enquéte ethnopharmacologique concerne lageplautilisées en médecine
traditionnelle par les Quechua d’Amazonie peuplastrives des fleuves Pastaza et Napo.
Elle a été menée a bien entre 2004 et 2006 enephssétapes, aboutissant a la sélection de
diverses plantes activas vitro contreP. falciparum
Ne pouvant juger de l'efficacité d’'un type de médecsans considération préalable des
pratiques culturelles attenantes, nous présentéesnsociétés Quechua des basses terres, en
détaillant leur conception de la médeciigkin, 1988]. Puis nous dresserons l'inventaire

complet des especes testées pour enfin conclut@astivité antiplasmodiale de ces plantes.

2.1. Présentation des groupes ethniques étudiés

2.1.1. Contexte général
Deux groupes Quechua du Pérou ont principalensdehu notre attention lors de
cette enquéte ethnopharmacologique. lls occupent zienes isolées du département de

Loreto (Amazonie péruvienne septentrionale) et sgpdrtis aux abords de deux grands

fleuves affluents de '’'Amazone : le Napo et le Raat(Figure 4).
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Figure 4 : Répartition géographique des zones d’étle

En dépit des efforts d’évangélisation déployées @mope coloniale, les Quechua sont
restés fideles a leurs représentations animistesndnde [Descola, 2005] lIs comptent
environ 3 000 individus pour le Pastaza, 5 000 p@wégion du Napo, sur une population de
800 000 habitants dans le département de Loretmdbtal national de 27,3 millions de
Péruviens. Cette minorité ethniqgue se compose idiohas originaires de groupes ethniques
variés, parfois disparus de nos jours (comme leigroAndoa, de la famille linguistique
Zaparo), réunis en période coloniale dans les orissiou la langue quechua servait de langue
véhiculaire pour communiquer. lls occupent actuediet de vastes territoires amazoniens et
entretiennent des relations étroites d’échange ’'etetmariages avec les populations
indiennes voisines (Achuar et Kandoshi dans leorédu Pastaza).

Les Quechua du Napo, plus exactement Kichwa dala@®&nomination accordée par
les missionnaires, se désignent eux-mémes parrésgn « Napo runa » (habitants du
Napo). lls sont rassemblés autour d’'une missionidicaine appelée Angoteros, proche de la
frontiére équatorienne.

Les Quechua du haut Pastaza, s'identifiant commimga», plus isolés
géographiquement, résultent d'un extraordinairessage de populations indigénes avec
lesquels ils co-habitent comme les Achuar et lesddahi (groupes Jivaro), et les anciens
Andoa.

Ces groupes tirent leur subsistance de I'horticalt(principalement la culture de
manioc et de plantain), a laquelle sont associéssadtivités comme la chasse (les gibiers de

prédilection étant le singe, le pécari, le tapir, .la) péche et la cueillette. Les principaux
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contacts noués avec la société nationale sont €glplis ponctuellement avec les blcherons
(en particulier sur le Napo), quelques commercanéis itinérants ou des compagnies
pétrolieres (sur le haut Pastaza). Les migratippostanées sont attribuées a la dynamique des
eéchanges interethniques et a la quéte de nouvedlesources naturelles (en gibier par

exemple).

2.1.2. Contexte culturel

2.1.2.1. Conceptions de la médecine et de la malkadchez les
Quechua d’Amazonie.

La médecine traditionnelle Quechua d’Amazonie

Une observation hative du mode de vie indigeneepaéta croire que I'environnement, ici la
forét tropicale, contraint ’'homme et le modéliseialement et culturellement (théorie du

« déterminisme biologique »). Cette observation tiemt pas compte de la capacité
d’adaptation des peuples indigenes alors considévésme passifs, et donc peu aptes a
dépasser les contraintes d’un milieu naturel reskh réalité, si nous considérons I'exemple
des peuples Quechua des basses terres, nous aissgwds témoignent non seulement
d’'une remarquable adaptation a leur environnenmeais qu’ils en possedent de surcroit une
excellente maitrise empirique et connaissancequ@tiCes savoirs sont associés a un respect
de I'équilibre environnemental leur permettant eproduire I'exploitation de ses ressources.
Cette adaptation se manifeste au travers des tpedside péche, de chasse, de culture... mais
aussi des pratiques médicales.

Ces pratiques résultent essentiellement de I'éetpée et sont transmises oralement,
quelquefois au sein d’'une tradition discursive étek comme les récits mythologiques.
L’efficacité de ce systéme de transmission des @gsances ne fait nul doute. En effet, nous
constatons que chez les Quechua des basses tarsayoir n’est pas I'apanage exclusif
d'une élite, mais s’étend a I'ensemble des membiese méme communauté (hommes,
femmes et enfants), notamment en ce qui conceragade de nombreuses plantes
médicinales. Néanmoins, certaines personnes pi@adigées comme les chamanes (appelés
« Yachak » ou « Banku ») occupent un rble impor@ams la médecine traditionnelle et

interviennent dans les maladies graves ou inex@dgu
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La maladie chez les Quechua

De maniere simplifiée, nous pouvons considérerlggi®uechua des basses terres distinguent
trois catégories de maladie d’'aprées leur étiologie

» Les maladies attribuées a des causes sensiblaskuy » (sensations de froid,
de chaleur, d’humidité...) et dont la symptomatologeste bénigne. Ces
maladies sont généralement soignées par les plantes

» Les maladies connues sous les termes « pahu snkusina » ou « kutipa »
(signifiant la vengeance) causées par la rencodtom mauvais esprit
(« supay ») se manifestent par des symptdomes plgsigccompagnés d’un
désordre émotionnel. Ces maladies font suite aurespect d’'un tabou, par
exemple, un chasseur tuant impunément le gibies sawir préalablement
averti le maitre spirituel du gibier, ou bien ueenime ayant ses menstruations
alors gqu’elle se baigne dans la riviere... Ce typemddadie est associé a un
certain nombre de croyances animistes Quechua.

» Enfin, les maladies appelées « wiruti », du nom filsshettes de sarbacane
utilisées couramment pour chasser, symbolisentuicimauvais sort fiché
(virtuellement) par un ennemi humain, un chamaresdle corps de sa
victime. L’étiologie de ces maladies est imputéa sorcellerie.

Dans ces deux derniers cas, guérisseurs ou chamsanéssollicités, conjointement a
I'utilisation des remedes a base de plantes, dénmairx et d’animaux. Ces étiologies font
référence a une notion extériorisante de la malddisant appel a des agents pathogénes
situés en dehors du corps souffrant (qu’il s’agidsechamane ennemi ou de I'esprit

malveillant).

Cette conception s’appuie sur une représentatioticpéere de la physiologie humaine.
En effet, les Quechua considérent que le corps muesh animé par trois éléments vitaux

dotés de fonctions distinctives et pouvant étralieés dans plusieurs organes :

- Le foie et le cceur («shunku ») correspondent aoulfés de réflexion
(intellect) et au principe régissant les humeurs

- La moélle épiniere et I'occiput (« fiukchu ») soss@ciés a la vigilance.

- Le sommet du crane et la fontanelle (« korona nj associés au « souffle »
(« samay ») de lindividu et reflétent I'état d@rhe, par extension I'état de
santé de I'individu (un individu atteint de mala@ist dit avoir « perdu » son
souffle, et le thérapeute indigéne sera chargéodéfler du tabac sur le

sommet du crane pour obtenir la guérison).
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Les deux organes, foie et cceur, sont curieusemegitoupés sous la méme
dénomination : « shunku », et sont paradoxalemerndgidge de la raison et des émotions
[Iglesias, 1989 ; Iglesias, 1991]

Dans ce contexte culturel, le paludisme fait I'dlj@ine double interprétation :

En I'absence de gravité des symptémes, il peutadtribué a une cause connue et considéré
comme appartenant a la catégorie « unkuy », c'eitedié a une cause sensible et
susceptible d'étre soignée par les plantes ou é&siacaments « modernes ».

En revanche, si l'acces palustre mene a la mor&ades souffrances trop élevées, les
symptdmes sont imputés a un acte de sorcelleasi-a-dire « wiruti ». Dans ce dernier cas,
les plantes ne sont alors plus jugées suffisammfficces pour obtenir la guérison, cette
derniére nécessitant I'accomplissement de ritugdsnaniques ayant pour finalité la recherche
du « coupable », c’est-a-dire du responsable dsdecellement.

L’étiologie du paludisme chez les Quechua d’Amaeast donc polyvalente et varie suivant

la gravité diagnostiquée.

2.1.2.2. Les plantes utilisées par les Quechua

Symbolisme et sélection des plantes de la « Phaméadndigéne »

La transmission des connaissances chez les Quesheasentiellement orale et repose sur
la communication de savoir faire et de compétesgesboliques, tel que I'apprentissage
des mythes ou des chants. Cet usage du symbolismetrsuve dans ['utilisation des
plantes, comme Tlillustre la théorie des signatucgs mene a la sélection de plantes dont

les caracteres morphologiques rappellent ceuxatgdhe ou de la partie a traiter...

La sélection des plantes peut également se fonded’'autres caractéres organoleptiques
associés aux propriétés intrinséques de la plaelles que son amertume (les « principes

amers » tels queagamea guianensiubl.), sa causticité, son godt (piquant...), sonusde

Symboles et taxonomie botanique

Les noms vernaculaires Quechua donnés aux plaatestérisent les especes de maniere
sensible (organoleptique), ou rendent compte des |lguopriétés médicinales et de leur
provenance (ce qui est également le cas dans lamaature latine).
Etude taxonomique des plantes collectées au ceunstie enquéte:

» Taxonomie établie en fonction des caractéres otgptiques :
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« Puma kaspi », signifiant arbre-jaguar, en raiderla couleur de I'écorce, le nom
latin : Roucheria punctatdDucke mentionne aussi cette caractéristique (¢tpée » a
'image des ocelles caractéristiques du pelagéadenal).

« Abuta macho »Abuta rufescengubl.) signifiant Abuta male, en raison de I'aspec
dressé de ses rameaux et par opposition a « Alartdbria » : Abuta femelleAputa
grandifolia (Mart.) Sandwith), aux rameaux courbés.

« Yura wapa »\irola calophylla(Spruce) Warb.), signifiant cumal (hnom d’arbre en
espagnol régional) blanc.

« Asna panka »Qyphomandra hartwegui{Miers) Walp.) qui signifie feuille mal-
odorante.

» Taxonomie établie en fonction de la provenance :

« Sacha mangua »Gfias neuberthiiJ.F. Macbr.) espece pour laquelle le préfixe
« sacha » (forét sauvage) fait référence a undesaollecte distant (localisé dans la forét
primaire).

« Palometa wayu »Lacistema aggregatur(P.J. Bergius) Rusby) signifiant fruit de
Palometa, une espece de poisson d’Amazdviidosoma sp. Cette espece « Palometa
wayu » est en effet recherchée a proximité dessadeau.

» Taxonomie établie en fonction des effets et degatidns :

« Chiri kaspi, Chiri sanango B(unfelsia grandifloraPlow.) signifiant « Arbre du

froid », linfusion des parties aériennes est s#ii comme anti-grippal et anti-

inflammatoire.

Dans un systeme de transmission orale des conneéssaune plante efficace et

simple a reconnaitre est une plante qui sera niigtiexue dans la « Pharmacopée indigene ».

Des conclusions similaires ont été observées daanquéte ethnopharmacologique menée

chez des populations Machiguenga d’Amazonie pémmé&¢Shepard, 1999] L'origine des

noms vernaculaires fournit donc de trés nombreunsksations sur les especes sélectionnées

(utilisation, identification, origine...)

Culture et collecte des plantes médicinales

La collecte des plantes médicinales s’effectue énéml sur les sites ou elles poussent

spontanémeniBlack, 1978] Cependant, certaines especes sont égalememneesiltiafin de

garantir un acces permanent et immédiat, pourrdiftés raisons :

» Dans le cas d’'une utilisation contre des malad@srounes, a 'exemple des plantes
possédant des vertus antipyrétiques ou anti-inflatoimles comme : « Chiri kaspi,
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Chiri sanango » Brunfelsia grandifloraPlow, ou la « Pirpina » Verbena litoralis

Kunth, ou encore la « Patiquina Biffenbachia obliquaPoeppig.

» D’autres plantes actives et d'usage fréquent pduédre cultivées, comme les
ichtyotoxiques utilisés pour la péche (« Barbasce&Maso » et « Waka ») : ex:
Clibadium surinamensk. (Asteraceae)...

> Les espéeces nécessaires en urgence sont égalertieves (remedes des morsures de
serpent, piqdres...)

> Les plantes a usage cérémoniel : la « Guayudbex guayusd.oes.(Aquifoliaceae):
purgatif, vomitif également utilisé contre le pakrde, ou le « Toé »Datura arborea
L., hallucinogéngKohn, 1992]

Les plantations sont limitées a quelques individigpersés, mais une grande attention
est portée a leur position géographique par ragpdrautres plantes, a la présence de cours
d'eau, a laltitude, a la lumiere... La collecte fdibbjet d'un rituel qui accompagne
également la préparation, comme lillustre I'exeenpgluivant deVerbena litoralis[Licuy
Yumbo, 1994

« Le genreVerbenaest collecté seulement les nuits de pleine lutiee @3 h et minuit,
car ce sont des plantes mystérieuses que l'orsaitéintieres ». Il existe de nombreuses
modalités de préparation de cette plante, associédss indications variées : expression a
froid de la plante entiere dans de I'eau de viealecitron, ou expression simple du jus des
feuilles dans I'eau. Ces préparations sont utdisgmmme antitussif, émétisant, vermifuge et
surtout comme anti-pyrétique (plus particuliérenaans les acces palustres).

La préparation d'une plante est un procédé incontle, transformant la plante en
médecine. Une fois le remede préparé, la manitrelle dont il est administré est également
tres importante (chant, mouvements, paroles...) ceemet d’établir un lien entre le patient
et le monde surnaturel, notamment dans le cas déadi@s graves de type « Pahu » ou

« Wiruti ».

2.1.3. Méthode d’enquéte ethnopharmacologique

Une recherche bibliographique (au Pérou) a toabafd permis la sélection d’'une
cinquantaine d’especes utilisées par difféerentupge ethniques contre la fievre ou la
malaria. Puis, grace a la collaboration avec laukaae Pharmacie d’lquitos (Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana : U.N.A.P.) eesaitl’autres recherches bibliographiques
menées en France, une vingtaine d’espéces furéedtiecdnées pour leur originalité et
partagées avec la U.N.A.P.. Parallelement a cétextton essentiellement bibliographique,

plusieurs enquétes ethnopharmacologiques ont éiéenalans différentes zones d’Amazonie
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péruvienne (région de Loreto) le long des fleuvempdy et Pastaza, parmi des ethnies
principalement Quechua (« Napo runa » et « Ingau»Jivaro (Achuar, Kandoshi), et autour
d’lquitos (capitale de Loreto essentiellement péaple populations métisses).

La méthode d’enquéte fut celle dite de « I'obstovaparticipante » menée a bien en
langue quechua, kaxakati ou espagnole suivanbtegdurs, et cela grace a I'anthropologue
Andréa-luz  Gutierrez-Choquevilca. Les informationsdemandées concernaient
principalement :

- la description des espéeces suivant leur provenariear
dénomination locale et la drogue utilisée

- le contexte des collectes (a I'occasion d’'une eitjpédde chasse ou
de péche, selon le moment de la journée, la saison)

- le mode de préparation

- les indications thérapeutiques.

Les plantes recherchées étaient celles utiliséetsectes symptémes du paludisme qui
sont, pour les Quechua : la fievre (« rupa » : aéms de chaleur), le tremblement (« chukchu
aycha »), les douleurs du cceur et du foie (« shumkuay »), les maux de téte («uma

muyurin »), la perte de vision (« yana rikurin e cela s’obscurcit »).

Le contexte dans lequel ces enquétes ont eu lipuésentait sous la forme d’'un échange de
connaissances et de savoir faire. En effet l'ii8gn dans chacun des groupes ethniques
grace a la participation a certains travaux cdfiec¢tulture, chasse, péche, construction des
maisons...) ou grace au soutien médical que je fesas, a permis de créer une relation
d’échange et de confiance favorisant I'apprentissias diverses pratiques médicales locales.
Enfin, il faut préciser que deux des plantes émslidMikania congestaet Pagamea
guyanensisne sont pas issues d’enquétes realisées ch&zuleshua, mais constituent des
remedes indiqués par les populations métisses laards d’lquitos, capitale du département
de Loreto, et dont I'une est décrite comme antifigu@ par J. A. Ducke dans I' « Amazonian
Ethnobotanical Dictionnary ppuke, 1994]
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2.2. Monographies simplifiees des plantes étudiées

Les fleurs sont parfois trés peu décrites car &ggoges de collecte n'ont pas permis
leur observation et la littérature ne les mentiopag ou trés peu.
Les photos ont été prises lors de la collecte posteriori a I'herbier de la UNAP (Iquitos),
certaines d’entre elles proviennent également de kiternet du muséum de Chicago
(http://www.fm2.fieldmuseum.org.).
Les dénominations ainsi que les répartitions gquggaes de chaque espece, ont été
obtenues sur le site International Plant Name Ir{dép : //www.ipni.org.).
Les informations collectées sur le terrain ont é€@mplémentées par des données
bibliographiques afin de fournir un maximum de mgeements sur les especes
sélectionnées.
Les plantes d’indication anti-paludique sont dgseess que les Quechua utilisent contre au

moins deux des symptomes décrits précédemment.
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Abuta rufescensAubl.
(021792)

Menispermaceae

Tige enroulé Partie aérienne

Synonymes ‘Aucun

Noms vernaculaires

“Pancha muca” (shipibo-conibo de I'Ucayali), “Abutagacho, Abuta amarillo” (Abuta male

ou Abuta jaune)

Description botanique

C’est une liane des plus grandes de sa famillapgeaux et pétioles tomenteux. Le limbe
feuilles, largement ovale puis acuminé, est ligsdessus sauf a la base des nervures, et

des
poilu

grisatre en dessous. Les nervures, saillantes, pamati-3-nervées. Les fleurs males et

femelles sont triméres velues et jaunes. Le fatiuae drupe ovale glabre.

Répartition géographique

Guyane, Pérou, Amérigue du sud tropicale

Utilisation traditionnelle

Décoction de la tige ou de I'écorce utilisée dansurare, ou contre les ulceres de I'esto
et le paludisme

Données phytochimiques

Alcaloides : Isoquinoléines (azuléno-isoquinoléines, indénousogiéines...), dibenza
guinoléines (Iménine), oxo-aporphines (splendilm@anomoschatoline...)

Drogues collectées Ecorce et feuilles

Bibliographie :[Krukoff, 1938 ; Lemée, 1955 ; Cavaet al, 1975 ; Boger, 1984 ; Arevalg
1994 ; Steele, 1999, 2008jttp : //www.flora brasiliensis.cria.org.)
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Cassia loretensiKillip & J. F. Macbr. Ex Killip .
(029585)

Fabaceae
(Caesalpinaceag

Feuille Ecorce du tronc

Synonymes

Senna loretensiKillip.

Noms vernaculaires

Waranka (Quechua du Pastaza)

Description botanique

C’est un arbre poussant au bord des cours d’eavapbatteindre une taille élevée. Ses rame
treés légers et son tronc sont cannelés voir quésirie petites crétes d’épines. Les feuilles
paripennées et munies de trés nombreux petitsideliopposés. L'inflorescence, en fascicl
terminaux, est constituée de petites fleurs dissrgtentameres aux pétales inégaux dor
naissance a des gousses déhiscentes.

Répartition géographique

Amazonie péruvienne (région de Loreto), Sud OuesaZonie

Utilisation traditionnelle

Décoction de I'écorce comme anti-pyrétique

Données phytochimiques :

La composition chimique de cet arbre n’a pas éhbdigel jusqu'a présent.

Drogues collectées Ecorce et feuilles

pauUX
sont
iles
nant

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Iglesias, 1989 ; Rtdr, 1990]

34



Cyphomandra hartwegii
(Miers) Walp.
(028197)

Solanaceae

=

Fruit Feuilles et bourgeon apical

Synonymes ‘Aucun

Noms vernaculaires

« Asna panka » (Quechua du Pastaza) signifiartikefenal-odorante »

Description botanique

C'est un arbre a feuilles alternes largement laéeso L'inflorescence est terminale,
panicule avec des fleurs pentaméres a corolle soadé@ base et donnant naissance 3
baies lisses ovales-cylindriques de 8 cm de lomgdsom de diameétre et divisées en d
loges. La pulpe rouge est comestible, de savedeaelle entoure des graines irrégulieren
réniformes et tres aplaties.

Répartition géographique

Pérou, Equateur, Colombie, en zone tropicale

Utilisation traditionnelle

Infusion des feuilles contre les troubles hépatgetecomme anti-pyrétique

Données phytochimiques

Cette espéce n'a pas encore été chimiquement aealys

Rq: Une autre espece du méme ge@gphiomandra betace8endt.) a déja été étudig
démontrant la présence de vitamines (C et caratéapidans les fruits, et d’alcaloides d
I'écorce et les racines (de type atropinique, aiataides non cycliques...).

Drogues collectées Ecorce, feuilles, fruits, racines

en
des

EuXx

nent

be,
ans

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Evans, 1972 ; Berton1990 ; Boyes, 1997]
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Eryngium foetidumL.
(033895)

Apiaceae

Parties aériennes

Synonymes

Eryngium yuccaefoliurivlichx.

Noms vernaculaires

« Sacha kulantro » (Quechua du Napo et du Pastapayalent au « Coriandre sauvage »

Description botanique

C’est une plante herbacée d’environ 30 cm de haatéeuilles étroitement oblongues mun
de grosses dents. L'inflorescence, en téte, eshdridue et composée de petites fle
blanches dans des bractées foliacées spinescentes.

ies
urs

Répartition géographique

Cette espece est largement répandue dans le mendade, en Asie, en Floride, en Egyj
en Amérique du Sud tropicale...

pte,

Utilisations traditionnelles

Les parties aériennes sont utilisées comme assa@smnt et la décoction des feuilles
employée contre les diarrhées, les troubles dmlieac et le paludisme.

Données phytochimiques

Présence de terpénes, stérots,cholestérol, campestérol, brassicastémisitostérol
avénastérol, clerostérol et leurs dérivés, isolEs feuilles. L'huile essentielle contient ¢
dérivés alkanes et alkénes comme le dodécenalceodk.. ainsi que de I'eugénol, defla
ionone et des dérivés du triméthyl-benzaldéhydauidés composés sont également prés
dans les feuilles tels que des saponosides etal@mbides.

Drogue collectée Feuilles

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Yeh, 1974 ; Forgac4983 ; Boger, 1984 ; Filadoro, 1991

est

les

sents

Pino, 1997 ; Garcia, 1999 ; Saenz, 1999 ; CardoZf)04 ; Eyres, 2005]
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Grias neuberthii

J.F. Macbr.
(033652)

Lecythidaceae

Fleu Feuille et rameau Pulpe du fruit et graine

Synonymes :Aucun

Noms vernaculaires

« Sacha mangua, Pitun » (Quechua du Napo et dazdasignifiant mangue de la forét

Description botanique

C’est un arbre de taille moyenne produisant unt fcomestible ressemblant a une pe
mangue. Les feuilles sont alternes, simples, pemées et oblongues-lancéolées. Les flg

jaunes, sont disposées en grappes axillaires rminiaes, elles possedent 4 pétales ¢
androcée en anneau (androphore) couronnant leaggm

tite
2UrS,
t un

Répartition géographique

Dans la région de Loreto (Pérou, zone tropicaléd 8ud-Ouest de ’Amazonie

Utilisations traditionnelles

La décoction de I'écorce de tige est utilisée conémétisant, apéritif, anti-pyrétique et cor
'anémie. La racine rapée dans I'eau chaude estogdxp contre les parasites intestinaux
cendre de I'écorce est appliquée sur les piglreseattes et les champignons. Le fruit
comestible.

Données phytochimiques

tre
La
est

Seul le fruit a fait I'objet d’études phytochimigerévélant la présence de flavonoides

(catéchol, daidzéine) et d’acides organiques (cigae) ferulique, caféique, sinapinique) ..|

Drogue collectée Ecorce

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; San Sebastian, 1995Cer6n, 1998 ; Garcia De Sotergd

2003]

37



Lacistema aggregatuniP. J.
Bergius) Rusby

(027242)

| acistemacea

Rameau feuillu

Synonymes

Lacistema myricoideSw., Piper aggregatunBerg.,Piper fasciculareRudge (Piperaceae)

Noms vernaculaires

« Huacapurana, Palometa wayu, trompo huayo » (Méti&apawari muyu » (Quechu
signifiant « fruit ou oeuf de poisson »

Description botanique

C’est un arbre de taille moyenne muni de feuillebogues-elliptiques acuminées alterne
pétiolées. L'inflorescence de couleur vert-jaunést disposée en épis axillaires de 2
groupés par 7 ou plus. Les fleurs sont hermaplesdivec 4 sépales irrégulierement ov|
denticulés, une seule étamine, un ovaire a 3 ldgedruit est une capsule a trois val
longue de 8 mm, rose foncée et de forme ellipseidal

Répartition géographique

Amérique du Sud tropicale, Antilles, Floride

Utilisations traditionnelles

Les fragments de bois et d’écorce sont macérésdiansum ou préparés par décoction ¢
I'eau. L’extrait est utilisé contre les rhumatisnegda fievre.

Données phytochimiques

Aucune étude chimique de I'espece n’a été publiéejaur.

Drogues collectées Ecorce et feuilles

a)

S et
cm

ales
/es

ans

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Rutter, 1990]
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Mikania congestaDC.
(025548)

Asteraceae

Partie aérienne fleurie Partie aérienne

Synonymes

Mikania scandengvar. congesta DC., Mikania micranthaKunth, Willoughbia scandens

Kuntze (varcongesta

Noms vernaculaires

« Sanquillo, Yana anku » (Quechua du Napo)

Description botanique

C’est une plante herbacée portant des feuilles simsopétiolées et hastées (en fer de lance).
L’inflorescence se présente sous forme de panid¢atesinaux et axillaires a long pédoncule,

formée de corymbes de petites fleurs avec desémmatiolacées. Les fleurs sont blanc
donnant naissance a des akénes munis d’aigrettes.

Nes,

Répartition géographique

Amazonie (Brésil), Floride

Utilisations traditionnelles

L’infusion des parties aériennes est utilisée cortaratif et anti-pyrétique

Données phytochimiques

Seuls des sesquiterpenes dilactones (dérivés duanolide, du scandénolide,

miscandénine...) ont été isolés des parties aériadmestte espece.

Drogue collectée Feuilles

Bibliographie : [Herz, 1970]
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Pagamea guianensi8ubl.
(035904)

Rubiaceae

Partie aérienne avec fruit séché

Synonymes:Aucun

Noms vernaculaires

« Tollinche ou Charvein » (Maroni, Guyane)

Description botanique

C’est un arbre de taille moyenne a tiges puberesgtabres. Les feuilles d’environ 2 cm s
8 cm sont opposées et lancéolées acuminées. lrisflence se situe a l'aisselle des rame
sous forme de capitules de fleurs vert-jaunatrecdralle est quadri ou penta-mére mesura
avec son tube ¥2 cm. Le fruit est une drupe de 5somd mm verte a bleu foncé.

Ur
aux
ANt

Répartition géographique

Amérique du Sud tropicale

Utilisation traditionnelle

Cette plante appartient a un genre souvent emgioyéne hallucinogéne. Elle est aussi
considérée comme « principe amer ».

Données phytochimiques

Ce genre n’a pas encore fait I'objet d’étude phiyimique.

Drogue collectée Feuilles

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; De Smet, 1985]
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Pithecellobium laetunBenth
(021229)

Fabaceae
(Mimosaceae)

Feuilles et fruits

Synonyme

Abarema laetdBenth,Mimosaceae inga laetgabaceae)

Noms vernaculaires

“Sirimpachi” (Quechua du Pastaza), “Chunta rukukaariQuechua du Napo) “Shimbillo”

Description botanique

C'est une liane a petits rameaux anguleux sans npasdédant des cotes fibreu
détachables. Les feuilles sont bi-foliolées avee wrille et des stipules. Les fleurs sont
panicules terminaux avec des calices coriacesgiés) et une corolle en entonnoir. Le f
est une capsule épaisse rouge renfermant des gaptaies et bleues.

ses
en
ruit

Répartition géographique

Ameérique du Sud tropicale

Utilisation traditionnelle

L’infusion des parties aériennes est utilisée @l#s crises de paludisme.

Données phytochimiques

Plante peu connue, il n’existe pas encore d’étldlmique concernant le genre.

Drogue collectée Parties aériennes

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Leonard, 1967]
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Roucheria punctataDucke
(033640)

Linaceae

Rameau feuillu

Synonyme

Hebepetalum punctatuBbucke

Noms vernaculaires

« Puma kaspiPuma sacha (Quechua du Napo) signifiant arbre jaguar ougagle la forét

Description botanique

Arbre de taille moyenne a feuilles pétiolées, samplancéolées et alternes. Les fleurs
régulieres hermaphrodites pentaméres a nombretasames. Le fruit est une drupe.

sont

Répartition géographique

Loreto (Amazonie péruvienne), Brésil, Colombie, &iguir

Utilisations traditionnelles

La décoction de I'écorce est utilisée comme ardirtieique et anti-paludique.

Données phytochimiques

Cette espéce n'a pas encore fait I'objet d’étudgquhimique.

Drogue collectée Ecorce

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Duke, 1994]
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Sabicea villosaVilld. ex Roem. et

Schult.
(024118)

Rubiaceae

Parties aériennes

Synonymes

Sabicea asperAubl., Sabicea hirsutdd.B.K.

Noms vernaculaires

« Curihjau, Huasca mullaca » (Quechua du Napo)

Description botanique

Liane a petits rameaux d’abord velus grisatres pulsescents, munis de feuilles oppog
elliptigues-oblongues acuminées ebilpes sur les deux faces. Les fleurs, tétram
blanches a roses, sont petites, sessiles et despesépanicule. Elles donnent naissance
petites baies violettes.

sees

a de

Répartition géographique

Amazonie

Utilisations traditionnelles

L'infusion des feuilles est administrée contredésrhées, les troubles de I'estomac et co
le paludisme.

Données phytochimiques

Aucune étude chimique de cette espéce n'a encodneuéliée.

Drogue collectée Parties aériennes

ntre

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Duke, 1994]
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Verbena litoralisKunth
(033670)

Verbenaceae

Partie aérienne fleurie

Synonymes

Verbena littwalis Kunth. (écriture plus commune mais mal orthogréehi

Noms vernaculaires

« Pirpina », signifiant verveine (Quechua du NapduePastaza)

Description botanique

C’est une plante herbacée ressemblakieebena officinalisL. mais avec des feuilles pl
larges, lancéolées et dentelées. Ces feuilles,sg@@go n'ont pas de pétioles. L'infloresce

nce

est longue, terminale, en épis de petites fleuragoeeres violettes. Le fruit, inclus dans le

calice, se fend en 2 coques a maturité contenanjrdénes sans albumen.

Répartition géographique

Amérique du Sud et Asie, dans les zones de cliropical

Utilisations traditionnelles

Expression a froid dans de I'eau de vie avec dwritde la plante entiére, ou expression

simple dans l'eau du jus des feuilles; ces préas sont utilisées comme antitus
émétisant, vermifuge et surtout anti-pyrétique gplparticulierement lors de crises
paludisme).

Données phytochimiques

Les publications mentionnent la présence d’iridsid@mples ou glycosilés (verbenal
brasoside...) de caféoyl-glycoside (verbascosidenlcdloides, d’huile essentielle,

chalcones simples ou dimérisées (verbenachalcate)stérols, de naphtoquinones,
vitamines A et B, de tritepénes (acides ursoligo&sanolique...) isolés des parties aérier
de cette espece.

Drogue collectée Parties aériennes

Sif,
de

ne

de
de

nes

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Iglesias, 1989 ; M&j, 1996 ; Li, 2001 ; Li, 2003a, b]
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Virola calophylla (Spruce)

Warb.
(035901)

Myristicaceae

Rameau feuillu

Synonymes

Myristica calophyllaSpruce Palala calophyllaKuntze

Noms vernaculaires

«Yura wapa », signifiant « Cumal blanc » (Quechu®dpo et du Pastaza)

Description botanique

Cet arbre possede des feuilles ob-ovales pennieeiernes relativement grandes (jus
30 cm sur 15 cm). Les fleurs, dioiques, sont diégsen panicules et donnent naissance
fruits arrondis.

gu'a
a des

Répartition géographique

Amérique du Sud (Amazonie), Brésil, Equateur, Cdi@m

Utilisations thérapeutiques

La décoction du bois est utilisée contre les tresilie I'estomac, de la vésicule biliaire
comme anti-paludique. En usage externe, elle di&éat contre la gale et les mycoses.
groupes Bora et Huitoto du Pérou chiquent ou pritempoudre de bois pour ses proprid
hallucinogénes.

Données phytochimiques

L’écorce et les feuilles ont déja fait I'objet diéies phytochimiques qui ont mis en évide
la présence de composés psychotropes comme desgiéke tryptamine, carboline,
présence de nicotine. Autres composés : stéraidign@nes, chalcones...

Rq : Une espece voisin¥/ifola surinamensidRole) posséde une huile essentielle don
propriétés anti-paludiques, dues a des sesquitesg@eérodiol), ont été démontrées.

Drogues collectées Ecorce et feuilles

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Alvarez, 1987 ; Mils, 1987 ; Constanza, 1998 ; Lope

et
Les
btés

nce
et

L les

1999]
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Zygia latifolia Fawc. et Rendle
(021217)

Fabaceae
(Mimosaceag

Feuilles (« Yutsu »)

Synonymes

Albizzia latifoliaBoiv., Mimosa latifoliaL., Pithecellobium latifoliunBenth.

Noms vernaculaires

« Yutsu » (Quechua du Pastaza)

Description botanique

C’est un arbre glabre muni de feuilles pétioléegebnées a 3 ou 5 folioles acumin
L'inflorescence est en capitule ou en épis denspetiées fleurs sessiles roses qui donne
naissance a des gousses falciformes.

Répartition géographique

Amérique du Sud (Amazonie), Antilles...

Utilisations thérapeutiques

L’infusion issue des feuilles est employée commeété&ant et anti-pyrétique.

Données phytochimiques

La plante contiendrait des alcaloides qui n'ontgrasore été identifiés.

Drogue collectée Parties aériennes

Bibliographie : [Lemée, 1955 ; Leonard, 1967 ; Ruér, 1990]

és.
ront

Rq. : Il existe plusieurs espéces portant le nomaaulaire de Yutsu, ou llutsu. Il se pourrait

gue I'espéce considérée dans cette monographieinpas la méme que celle désignée
les Quechua ; en revanche, il est certain qued@sgestée e&lygia latifolia.
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D’autres plantes ont été collectées et testées lmaitude fut interrompue en raison
de la publication de leurs activités par une adimeipe de recherchgvist, 2006]. La
similitude des résultats obtenus par cette équiperais de valider notre travail. Parmi ces
especes, quelques unes possedent une activitéaantgaialein vitro (Clso des extraits < 30
pg/ml) mais n'ont pas encore donné lieu a un tigMaytochimique bioguidé. Il s’agit des
especes suivantes :

Doliocarpus dentatusStandle (Dilleniaceae)Campsiandra angustifoli&spruce (Fabaceae)
[Kvist, 2006], Ampelozizyphus amazoniciicke (RhamnaceadKrettli, 2001], Croton
lechleri MUll. Arg. (EuphorbiaceagMejia, 1996 ; Lewis, 1999Jet Isertia hypoleucaBenth
(Rubiaceae)Youngken, 1970]

D’autres plantes ont également été mises de d¢atEservées comme sujets d’études pour
I'Université d’lquitos (UNAP).

2.3. Extractions et activités biologiques

Chacune des drogues provenant des 14 plantes préegdurent traitées 2 fois (= 2 x
100 ml) par 3 solvants successifs a 30°C :
- hexane (permettant d’extraire une grande partigigments tels
gue les chlorophylles ainsi que les substancesllssapolaires).
- dichlorométhane

- méthanol (permettant I'extraction de composés phlaires).

Nous avons choisi ce protocole d’extraction afialbdénir un maximum de composés
représentatifs de la totalité chimique de la plaAtesi, certaines activités antiplasmodiales
vitro ont pu étre caractérisées sur ces extraits aladegpupréparations traditionnelles n’en
présentaient que peu.

Les 63 extraits obtenus furent tesi@witro sur une souche chloroquino-résistante de
Plasmodium falciparum(FcB1) a des concentrations de 10 et 50 pg/ml aétection a
I’hypoxanthine tritiee. Cette technique de détetiar radio-marquage, plus sensible que la
technique colorimétrique précédemment utilisée gesrplantes de Guyane (test LDH, ou
XTT) est détaillée dans la partie « Matériel et moéies ». Toute concentration inhibitrice a
50% (Ckg) supérieure a 50 pg/mL ayant été choisie comnwiugasur le parasita vitro.

Un extrait aux propriétés anti-parasitaires ne potrétre applicable dans un protocole
thérapeutique que s’il est faiblement toxique \toxicité de chaque extrait actif a été testée
sur cellule humaine (cellules tumorales du seifCAV). Nous avons ainsi obtenu I'index de
sélectivité de chaque extrait correspondant auaraggtotoxicité / activité antiplasmodiale
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Les tests biologiques effectués ont été suffisammeproductibles pour limiter le

nombre d’expériences a deux séries.

Tableau 2 : Activités antiplasmodiales (IGy < 50 pg/ml) et index de sélectivité des
extraits.

Drogues actives Extraits Activiié vitro  Cytotoxicité Index de
surP.falciparum )P sélectivité®
FcB1 (2f Clso (Mg/ml)  sur FcB1

Clso (Lg/ml)

Abuta rufescenfubl.  E CH,CI, 2,3+ 0,4 22,5+ 45 9.6
(Menispermaceae), E MeOH 3,8+0,3 44,0+ 3,0 11,5
écorce et feuilles  F CH,Cl, 7.9+0,1 36,5+ 3,5 4.6

F MeOH 3,2+0,2 > 50,0 >15,6
F Hex 28+ 4.0 35 1,3
Cyphomandra hartwegii F CH,Cl, 10,0+ 4 33,0£ 0,5 3,3
(Miers) Walp. F Hex 32,2+ 8,8 38,0+ 3,0 1,3
(Solanaceae), écorce R CH,Cl, 30,5+ 12,5 29 1,0
Eryngium foetidunt..
(Apiaceae), feuilles F CHCI, 37,048 28,3+ 4,8 0,8
Grias neuberthii.F.
Macbr. (Lecythidaceae),E MeOH 22,0 0.0 > 50,0 > 2,2
ecorce
Lacistema aggregatum
(P. J. Bergius) Rusby E CHClI, 74+25 41,0+ 1,0 5,5
(Lacistemaceae), écorce
Pagamea guianensis
Aubl. (Rubiaceae), F CHCl, 18,5+1,5 31,0+ 3,0 1,7
feuilles
Sabicea villosavilld.
ex Roem. & Schult.
(Rubiaceae), parties PA Hex 53+1,1 > 50,0 >9,5
aériennes
Virola calophylla
(Spruce) Warb. E CH.CI, 4,3+0,4 35,5 0,5 8,3
(Myristicaceae), écorce
cQ“ 0,14 > 100,0 > 500,0
Dox® ND 0,4 ND

#Index de sélectivité: GIMCF7/Clsg FcB1
® Nombre d’expériences
°+ écart type.

4CQ, chloroquine ; témoin positif dans I'inhibitiole croissance. falciparum.

°Dox, doxorubicine ; témoin positif dans I'inhibiticle croissance des cellules MCF7

E : écorce, F : feuilles, PA : parties aériennesra&tines

Détection a I’hypoxanthine tritiée
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2.4. Conclusion

Parmi les 63 extraits testés en duplicata, 14 sersvélés actifs contrie. falciparum
avec des Gh < 40 pg/ml. Le rendement obtenu (8 espéces vé&geaatives sur 14 testées)
justifie I'étude réalisée et confirme la qualitésamnnaissances médicales indigénes.

Cing espéces sont particulierement intéressantegison de la sélectivité de leurs
effets, il s’agit de A. rufescens, L. aggregaturv. calophylla C. hartwegii (extraits
dichlorométhane) 8. villosa(extrait hexanique). En effet, lessgde ces extraits sup.
falciparumsont comprises entre 4,3 et 10 pg/ml pour destayicités faibles (Gbh: > 35,5
png/ml), correspondant a des index de sélectivipéseurs a 3,3.

L’étude bibliographique de ces espéces et de lgenses révele qu'aucune de ces
plantes n’a encore été travaillée pour ses pr@wianti-paludiques. Cependaft,rufescens
renferme des bisbensyl-isoquinoléines, composésnfpielilement anti-paludiques, et cette
espéce appartient au méme genre Aoeta grandifoliaMart. déja étudiée pour ce type de
propriété. Concernarl{. calophylla des études bioguidées sur une espece voisiinelg
surinamensisRole) ont démontré la présence de sesquiterpenesmeole nérodiol
responsables des propriétés anti-paludiques diéel’asisentielle de cette espece.

Les 3 plantes les plus originales et actives nestenc :C. hartweguij L. aggregatum
et S. villosa Ces activités sont particulierement intéressacdeslles concernent une souche
de P. falciparum chloroquino-résistante, témoignant ainsi d’'un &age thérapeutique par

rapport a la quinine classiquement utilisée.

49



D ETUDE PHYTOCHIMIQUE
BIOGUIDEE DE PSEUDOXANDRA
CUSPIDATA Maas

1. Description botanique

1.1. Situation phylogéniqueFrigure 8)

Myristicaceae

Magnoliaceae

Degeneriaceae
Magnoliales

Himantadraceae

Eupomatiaceae

Annonaceae———— Pseudoxandra

Figure 8 : Position systématique du genrBseudoxandraau sein des Magnoliales

(http://www.mobot.org/MOBOT/Research/)

1.2. Classification(http://www.mobot.org/MOBOT/Research/)

Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement:  Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales

Série : Thamiflores
Sous-série : Polystémones

Ordre : Magnoliales

Famille : Annonaceae

Genre : Pseudoxandr#&. E. Fr.

Espece : Pseudoxandra cuspidatdaas
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1.3. Description et usage traditionnel

Il s’agit d’'un arbre pouvant atteindre 30 m de leautavec un tronc n’excédant pas 30
cm de diamétre. Les tiges sont couvertes de lomgs plancs lorsqu’elles sont jeunes,
devenant rapidement glabres en vieillissant.

La feuille, en position alterne, possede un péti@el-6 sur 1-1,5 mm et un limbe étroitement
elliptigue de 10-13 sur 3-4 cm. Le limbe est glabteplus rarement couvert de tres longs
poils sur sa face supérieure avec un apex longuesmsaminé. Les nervures secondaires (15 a
20 paires) sont difficilement distinguables desvaess tertiaires ; la nervure marginale est
trés proche de la marge (1 mm) (Figure 9).

L’inflorescence cymeuse pauciflore, axillaire egpgortée par un pédicelle de 2-5 sur 1-1,3
mm. La fleur est composée de 5 sépales soudés sard de leur longueur pouvant atteindre
1,5 mm. Les 5 pétales ovales a elliptiques, de75nam de long, sont verts lorsqu’ils sont
jeunes.

Les fruits, matures en avril-juillet, sont des saseibglobuleuses de 10 a 20 mm de diametre,
avec un apicule (apex brusquement rétréci en cpoitee) latéral vert de moins de 1 mm de
long et coloré en jaune-orangé devenant noir ehasdcle stipe (portant le fruit) mesure 15
mm de long sur 2 mm de diamétre.

Cet arbre grandit en forét de sol ferme et de éadlititude]Gentry, 1993].

Figure 9 : Feuilles et tronc dePseudoxandra cuspidatiaas (collecte de I'écorce)
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La partie traditionnellement utilisée en Guyanel'ésbrce préparée en décoction (200
g bouillis dans 500 ml d’eau pendant 15 minufB&rtani, 2005]. Les Wayapi et les Palikur

sont les principaux groupes ethniques utilisarteatogue contre le paludisme.

Description de la poudre d’écorce dé. cuspidata

Une faible quantité de poudre est déposée surame tle microscope en présence de
Réactif lactique X°™ Pharmacopée francaisppuis recouverte d’une lamelle et chauffée.
Les éléments prédominants caractérisant la pouéicerde deP. cuspidatasont :

- de nombreuses fibres longues (Figure 10)
- des nodules de cellules scléreuses liées par dafades (Figure 11)
- du suber (Figure 12)

- des amas de cellules parenchymateuses (Figure 13)
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Faisceau de fibres

Débris de cellules
parenchymateuses

Figure 10 : Faisceau de fibres (G : x 400)
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Canalicule Lumen d’une cellule scléreuse

Figure 11 : Nodule scléreux (G : x 400)

Groupe de cellus du sube

Figure 12 : Fragment de suber (G : x 400)
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Cellule
scléreuse

Cellules scléreuses

Fibre Cellules
parenchymateuses

Figure 13 : Eléments caractéristiques de la poudré’écorce deP. cuspidata(G : x 400)
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Anatomie de I'écorce (section transversale)

Suber

Suber dure en

Assise
génératrice

Phelloderm

Fibres

Lumen d’'une
cellule scléreuse

Cellule scléreuse

Parenchyme libérien

Cristal prismatique
d’oxalate de calcium

Amas de fibres

Figure 14 : Section transversale détaillée de I'éome deP. cuspidata
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Figure 15 : Section transversale de I'écorce de. cuspidata(G

Suber

Assise subero-
phellodermiqu

Phelloderme

Cellules
scléreuses

Parenchyme
corticale

Cobnes libériens
alternés de fibres

Cellules
scléreuses

: x 100)
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L’écorce est trempée dans l'eau pendant quelquasefiepuis débitée en fines lamelles
placées dans une solution d’hypochlorite de sod{@ %) puis rincées et immergées
quelques minutes dans du colorant carmino w#t{Pharmacopée francaisget finalement
ringées. La section présente, de I'extérieur varetieur (Figure 14 et Figure 15) :

- plusieurs assises de cellules de suber alignégie eadiale
- un suber dur avec des cellules épaissies en U

- une assise genératrice subéro-phellodermique

- du phelloderme

- un péricycle

- des cones libériens alternés de faisceaux de fétrés cellules scléreuses.

2. Description phytochimique du genrd’seudoxandra

Les données phytochimiques du geRsudoxandrane concernent que les écorces de trois
espéecesP. LucidaR. E. Fr, P. sclerocarpaMaas efP. cuspidataMaas, parmi les six especes
de ce genrgCortes, 1985] Les principaux composeés qui en ont été isolés demialcaloides
isoquinoléique$Cortes, 1986a]Cortes, 1986b]
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2.1. Les bisbenzylisoquinoléines

R = H : Berbamunine (M = 596) P. sclerocarpa
R = Me : Thaligrisine (M = 610) P. sclerocarpa
Pseudoxandrine (M = 622) P. lucida

Antioguine (M = 608) P. lucida

R =H : Oxandrine (M = 622) P. lucida

OMe MeO.
R = Me : 12' methoxy-oxandrine (M = 636)P. lucide
MeN RO NMe
H\\\\\\v o ””///H
o
OMe

R = H : Homoaromoaline (M = 608) P. sclerocarpa
R = Me : Obaberine (M = 622) P. lucida
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2.2. Les séco-bisbenzylisoquinoléines

OMe MeO
OMe NMe
O
H o |
O\—Q—\o
OMe CHO

OMe

Seco-obabérine (M = 652F- lucida
R = H : Seco-lucidine (M = 606) P- sclerocarpa
R = Ac : Medelline (M =606)  P. lucide

OMe

MeN NMe

l )

2.3. Les benzylisoquinoléines

HO

HO

MeO

Luxandrine (M = 314) P. sclerocarpa

2.4. Les aporphines
o)
T
D
(-
Ushinsunine (M = 295) P. sclerocarpa
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3. Extractions alcaloidiques dd°seudoxandra cuspidata

3.1. Premiére série d’extraction

Nous avons choisi de travailler les fractions alcaldiques en raison de leur activité antiplasmodialé

Figure 16). La premiere étape a été de broyer a&c{grace a un broyeur a marteau
munis d’'un tamis de 0,3 mm) afin d’obtenir une pauthomogene. Cette poudre a été
dégraissée par de I'éther de pétrole puis imprégiemoniaque (0,1 N). Les analyses en
chromatographie sur couche mince, par révélatioréaatif de Draggendorf, ont montré la
présence de quelques alcaloides dans la phasedétipétrole, ces derniers ont été récupérées
par extraction a l'eau acidifiée (HCI : 0,1 N) puispris en milieu alcalin dans du
dichlorométhane et mis de c6té. Le marc amoniaqét® placé dans une colonne en verre
puis épuisé a l'éther éthylique afin d’extraire lekaloides par lixiviation. Le totum
alcaloidique obtenu (additionné des alcaloides p&@s dans la phase éther de pétrole
précédente) a été par la suite fractionné gracterahtes colonnes de silice. Nous avons tout
d’abord réalisé un fractionnement de 6 g du totloalaidique sur colonne ouverte de gel de
silice élué par un gradient de phase éluante. M@oss ainsi obtenue 6 fractions (A a F),
dont une particulierement active surfalciparum(fraction E, Cép = 2,2 pg/ml). A la suite de
nombreux fractionnements de cette fraction (E)ligés sur colonnes moyenne pression ou
pression réduite de gel de silice, nous sommespasva I'obtention des fractions A’, B’, C'.
La purification de la fraction A’ sur colonne moyenpression de gel de silice a menée a
I'obtention de la fraction A”. Cette fraction A'(500 mg), a été purifiee par cristallisation
dans un mélange GBI,/MeOH/H,O (2/8/1). Les cristaux obtenus se présentent fouose
de fines aiguilles blanches jaunissant a l'air anbile travail réalisé sur la fraction 2 (265
mg), issue de B’ par fractionnement sur colonngelede silice, nous a permis de mettre au
point une série de protocoles a la fois préparaifsanalytiques détaillés dans la partie
“matériel et méthodes”. Concernant le support eh dge silice, différentes techniques
chromatographiques ont été testées telles quertaneltotron® (chromatographie circulaire
centrifuge), les colonnes ouvertes, les cartoucloes pression réduite (SPE), les colonnes
moyennes pression et la chromatographie sur conhee. L'utilisation de silice traitée a
'acétate de sodium nous a permis d’optimiser fldion des séparations par rapport a un
gel de silice normale (ou bien méme traité a ladeoou a I'acétate d’ammonium qui, par
ailleurs, oxydent I'aluminium des plagues CCM). flease éluante optimisée pour ce support
particulier est un mélange GEI,/MeOH/DEA (diéthylamine). D’autres supports ont été

testés tels que le polyamide ou la silice greffé€g, mais avec des résultats peu probants.
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Concernant les techniques CLHP, un protocole acéuait été adapté au type de composés
travaillés. Il s’agit d'utiliser une colonne deisd greffée en ¢ avec une phase éluante
tamponnée a pH = 9,5 (HGOH, + NH,OH), H,O/MeCN.

La premiére série d’extraction a mené a l'isolenwdrit la purification d’'un composé acif
contreP. falciparum(issu de la fraction A”), ainsi qu’a I'optimisatn d’un protocole de
purification. Par ailleurs, deux fractions de 4 amgicune, insuffisamment pures et de masse
molaire tres importante (> 600 g/mol) n'ont pueéttentifiees en raison de leur trop faible
quantité. Une seconde série d’extractions a pdetplus grandes quantités de drogue végétale
et avec des protocoles de séparation affinés a é@érmréalisée (le bioguidage a été efféctué
avec I'hypoxanthine tritiée, sur soucheRidalciparum: FcB1).
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Broyage de 430 g d’écorce (GB2983)
Triple dégraissage a I'éther de pétrole (extrait ER= 1,6 Q)

Extraction alcaloidique (partage liquide/liquide) de EP
(acide/base) afin de limiter les pertes

Iyl

Séchage du marc résiduel dégraissé
Imprégnation de la poudre par de 'eau amoniaquéepH = 12)
Lixiviation a I'éther éthylique (extrait obtenu = 15 g, Clsp: 5,5 pg/ml)

]! U

Séchage du marc résiduel Partage liquide/liquide des 15 g
d’extrait (Eau acide/AcOEt)

Lixiviation au MeOH

Extrait = 14,6 g ﬁ

Alcalinisation de la phase
Fractionnement de 6 g de T sur aqueuse a 'ammoniaque
colonne ouverte de gel de SiOH pa Récupération du totum
gradient de polarité croissante alcaloidique (T = 14 g) de la
(CH.Cl,/MeOH: 100/0 a 50/50) phase organique, Cdo: 3,5 pg/ml

A B C D E(3,59,Chko: 2,2 ug/m) F

Fractionnement sur colonne de SiOH
sous moyenne pression (gradient
CH,CL,/MeOH : 100/0 a 50/50)

Cl
Fractionnements sur colonne ou plagues de gel de

silice traité a I'acétate de sodium et €lué par un
mélange CHCI,/MeOH/DEA (9,0/0,9/0,1)

Colonne SiOH moyenn A
pression, isocratique
(CH20|2/MGOH : 95/5

——

Ao A” (Clsp: 0,6 pg/ml) B” 1 2 3
A’ purifié par cristallisatiot
. Composé pur mais
Compose 1,50 mg, en quantité
actif

Figure 16 : Schéma simplifié de la premiére série'eixtraction réalisée surP. cuspidata
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3.2. Deuxieme série d’extraction

Le travail effectué lors de cette deuxieme sénexilaction (Figure 17) est tres
similaire a celui décrit précédemment, mais réaligéune plus grande quantité de drogue. De
plus, les colonnes de silice normale ont été reodgla par des colonnes de silice traitée a
I'acétate de sodium (afin d’optimiser la résolutites séparations). Cette technique a tout
d’abord permis la séparation de 5 fractionsi(lg) dont trois différentes caractérisées par des
activités antiplasmodialess(lICso = 14,3 pg/ml ; ¢, ICso = 2,0 pg/ml, renfermant le composé
1 déjaisolé lors de la premiere sérié d’extractienb, ICso = 8,3 pg/ml). Chacune de ces
trois fractions ont été purifiées sur colonne dedgesilice traitée a I'acétate de sodium, puis
par chromatographie liquide haute performanceifioe greffée en . Nous avons ainsi
obtenus les fractionsdd (composél), llp, (compose&) et llg; (compos&) qui sont trois
fractions dont les polarités sont inférieures (pbgwet llp2) ou supérieure (pourdd) a celle
du produit cristallisé, issu de la premiére extoac{A”: composel).

Ces trois nouvelles fractions ont été purifiées @aHP en milieu tamponné (pH: 9,5 ;
H,O/MeCN) pour Ip; et llg; (25/75 et 58/42) ou sans tampon pougg (H,O/MeCN, 30/70).
Un des composeés isolés a nécessité des précadéarmnservation particuliéres (sous argon,
en chambre froide) car les analyses RMN ont praui se dégradait (a l'air libre ou dans le

chloroforme deutéré).

64



Broyage de 1,2 kg d’écorce (GB2983)
Triple dégraissage : éther de pétrole/n Hex (2/1)
Extraction alcaloidique de EP (eau acide puis bas#fe) afin de limiter les pertes

iy

Séchage du marc résiduel dégraissé
Imprégnation de la poudre par de 'eau ammoniaquée
Lixiviation a I'éther ethylique (35 g d’extrait)

L

Partage liquide/liquide des 35 g d’extrait (Eau aade /AcOEt)

Ll

Alcalinisation de la phase aqueuse a 'ammoniaque
Récupération du totum alcaloidique (T = 3%g) de la phase organiqu

Totum alcaloidique

Colonne ouverte de gel de SIOH-AcONa par
gradient (CH,Cl,/MeOH, 100-0 a 75-25)

I A ls (14,3 pug/ml) lc (2,0 pg/mli) Ip (8,3 pug/ml)
Colonne de SiOH-AcONa CLHP sur colonne d
moyenne pression (gradient silice greffée en Gg
Cristallisation Her e (2:25mg) llgs

“ a e e :> A” (1)
Colonne de SiOH-AcON Colonne de SiOH-AcONa moyenne pression,

moyenne pression, isocratique (Hex/CH,Cl, : 5/95) _
isocratique (Hex/CH,Cl,: llca e Ies(4: 15 mg)
10/90

g1 g2 I3 llBallgs

CLHP sur colonne de

silice greffée en @3
e llgallgs o1l p2 (310 mg)

Figure 17 : Schéma simplifié de la deuxieme sérieéexktraction réalisée surP. cuspidata
Les concentrations inhibitrices @) données ont été mesurées sur des soucheR. dalciparum FcB1

chlorogino-résistantes et par détection a I'hypdixiae triti€e (détaillé dans la partie expérimesal
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4. ldentification des composes isoles deseudoxandra
cuspidata

Le fractionnement bioguidé de I'écorce € cuspidataa orienté les recherches vers
l'isolement de quatre alcaloides appartenant &mifites familles (bisbenzylisoquinoléine,
seco-bisbenzylisoquinoléine, aza-anthracéne et apoophine), dont un majoritaire

particulierement actif sup. faliciparum le composéd.
4.1. ldentification du composé 1 (A”)

Le premier composé isolé du totum alcaloidiquesdoune de cristaux blancs en aiguilles,
est le plus abondant des alcaloides (environ 1@ %tdm). Les analyses en spectrométrie de
masse haute résolution de type HR-ESI-MS réveélemnbm quasi-moléculaire m/z = 623,3129
(M + H") permettant de déduire la formule brute M %: I83gH43N,06 (1,3 ppm). La présence
de deux atomes d’azote dans la molécule (pour wssenmoléculaire M pajrest confirmée
par la révélation de ce composé au réactif de Rradgyf (réactif quasi-spécifique des
alacaloides). Son pouvoir rotatoire esf][F°o= + 74° (c 1,7, CHG). Le spectre UV, réalisé
dans le méthanol, indiqgue des maxima d'absorptioN.ax (log €) : 204 (4,5), 212 (4,2), 233
(4,1) (cycles aromatiques), 284 (4,1) (phénol sust Nous observons un effet
hyperchrome lors du passage en milieu alcalin (Na©H1 N), en relation avec la présence
de structures phénoliques.
Le spectre de RMNH (500 MHz, CDC}) présente trois grandes zones d'intérét (Figuje 18
- La premiere, concerne 9 protons aromatiques dégpd’une part en deux systemes de spin
de trois protons (de 6,85 a 7,65 ppm) dont deuteByss de deux protons vicinaux
avec une constante de coupldge= 8,1 Hz et deux protons en position métaa=

2,1 Hz; et, d’autre part en trois protons aromasyisolés & : 7,07, et 6,40, 2 H)

(Figure 18).

- La seconde, la zone centrale du spectre, esttéasge par la présence de quatre
groupements méthoxpy: 3,32, 3,50, 3,83 et 3,90 ppm (4 x 3H, s)) et elexdC-H 0y : 4,03
ppm, H etdy: 3,69 ppm, ht).

- Enfin, la derniere zone du spectre, celle de ghalavé, comporte deux systéemes de
quatre protons aliphatiques (de 2,49 a 3,47 ppmgp@ar des carbones vicinaux, et deux
autres CH, dont les signaux superposés ne permettent pasldér les constantes de
couplage. Cette zone comporte également deux sisgimtégrant chacun pour trois protons
(N-Me, d4: 2,35 et 2,65 ppm, caractérisant deux groupeniéiie) (Figure 18).
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Figure 18 : Spectre RMN2H (500 MHz, CDCl;) du composé (1)

L’analyse du spectre RMKC (J-mod (Figure 19) met en évidence I'existence de 38
carbones dont les déplacements chimiques et léigrosies signaux par rapport a la ligne de
base permettent de différencier 15 carbones quatesn(de 124,9 a 153,2 ppm), 9 CH
aromatiques (de 106,6 a 135,4 ppm), 2 CH alipheidy : 62,8 et 65,1 ppm : CiHet CH,),

6 CH; (de 42,3 a 60,4 ppm) et 6 Cktle 22,7 a 41,5 ppm).

Carbones quaternaires
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Figure 19 : RMN-*C (J-mod), (500 MHz, CDCk) du composé (1)

Les corrélations observées sur le spectre de RRNH3QC du composé nous
indiquent les déplacements chimiques des diffénerttons liés a ces carbones (Tableau 5 p.
80). Concernant les 6 groupementsClFanalyse des corrélations figurant sur le spectr
RMN 2D HSQC, nous permet de préciser la présenagudre groupements méthoxy; (
3,32, 3,50, 3,80 et 3,83 ppm sous forme de singudétgrant chacun pour trois protons) avec
les déplacements chimiques de leurs carbones tédsgée: 55,6, 60,4, 56,4 et 56,0 ppm) et

de deux groupements N-Me (toujours sous forme dguits intégrant chacun pour trois
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protons mais de déplacements chimiques plus faibjes 2,35 et 2,65 ppm corrélant aux
carbones CHl: &c: 42,3 et 44,5 ppm). Concernant les six groupeméhts les corrélations
observées sur le spectre HMBC prouvent d’'une patyd’entre eux () et Hq, 04: 2,88 a
2,92 et 2,97 a 3,09 pprednt lies a un cycle aromatique et a un carboniaiter(CH, ou CH-
: 0c: 62,8 et 65,1 ppm) lui méme corrélant avec unddesx groupements N-Méy : 2,35 et
2,65 ppm), et, d’'autre part, que les quatres auliids forment deux groupes GHCH,
indépendants, chacun a proximité d’'un cycle araqoatdifférent.
La formule brute (indiquée par la spectrométrientisse haute résolution 38843N.0g), la
disposition et la multiplicité des signaux obserg@sRMN, ainsi que la comparaison avec les
données bibliographiques, permettent d’identifieisquelette de type bisbenzylisoquinoléine.
Etant donné le nombre de carbones quaternairg¢e{1&nombre de groupements
méthoxy (4), tout en considérant la présence dfanetion phénolique (observée en UV)
pour la formule brute £gH43N>Og d’une bisbenzylisoquinoléine, il apparait quedesax
parties benzylisoquinoléines de la molécule s@eislipar deux ponts, I'un carbone-carbone,
I'autre de type éther (C-O-C).

Les déplacements chimiques et les constantesupdag® des protons des parties
bisbenzyliques de la molécule montrent deux syssesamblables. Chacun est constitué : de
deux protons vicinaux ({#Hi4, 04 6,87 et 7,27 ppm ; ouigl-Hi4, &4 : 6,85 et 7,28 ppm
avec des constantes de couplaBies, = Jiz-14 = 8,1 Hz) et d’un proton isolé (b ou Hy,

o4 : 6,90 ou 7,65 ppm sous forme de doubl&tsis= Jio-14 = Imeta= 2,1 HZz). Les différentes
corrélations HMBC de ces protons aromatiques aa®carbones quaternaires aromatiques
(C11, Cip, Ciret Go, Oc: 137,3, 153,2, 117,9 et 151,8 ppm) ainsi que dettations de ces
mémes protons avec les gt CHy ont permis la mise en évidence de la jonction adecy
C11-Cy1 ainsi que la présence d’une fonction OH syr @e déplacement chimique
caractéristiquéc: 151,8 ppm) et d'un méthoxpd: 56,4 etdy: 3,80 ppm) sur & (dc:

153,2 ppm).

Enfin, concernant les deux parties isoquinoléinescdmposél, nous avons décrit
précédemment pour chacune d’elles I'existence dwsteme CHCH, a proximité d’'un
cycle aromatique d'une part, et d'un groupement &l-Blautre part. Les deux cycles
aromatiques des deux parties isoquinoléines deolaaule se différencient par I'existence de
deux protons aromatiques isolés dans un casetH : singulets larges a 6,40 et 7,07 ppm)
alors qu’un seul proton aromatique est présent tlante partie isoquinoléine @: 6,40
ppm). Les corrélations HMBC de ces différents pnstavec des carbones quaternaires telles

que H avec G et Gy ou Hy avec G et Gy, ainsi que Havec G et C, enJ ® permettent de
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localiser les trois substituants méthoxy (s@r: @51,5 ppm, @ : 147,7 ppm et €: 139,1
ppm) ainsi que de préciser la liaison entre lesxdaités isoquinoléines £D-C; (Figure
20).

OCH; OH

Figure 20 : Corrélations observées sur le spectre MBC (500MHz, CDCl3) du

composeé 1

La comparaison de ces caracteres structuraxlas données bibliographiques
concernant les bisbenzylisoquinoléines déja isal@es la famille des Annonaceae ont mené
I'identification du composé a la rodiasine. Cette hypothése est vérifiee ' paetprétation

du spectre de masse réalisé en impact électrofiagere 21).
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Figure 21 : Spectre et exemples de fragmentations en masse (@ap €lectronique) de la
rodiasine [Mollov, 1971, Shamma, 1972]
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A température ambiante, la faible résolution dgaax figurant sur les spectres ne
permet pas la lecture des constantes de couplagessséres a la détermination de la
configuration du composE ce phénomeéne est di a la présence de conformeres.

Les corrélations observées sur les spectres de BMM-COSY vérifient la présence de ces
conformeres par rotation des liaisons simples eldrepartie bisbenzyl et les parties
isoquinoléines. Afin de favoriser un conformére gpport a l'autre, les analyses RMN ont
été réalisées a des températures plus élevéesKBP@rmettant une amélioration de la
résolution des spectres et ainsi de déterminardestantes de couplage au niveau des centres
asymetriques (CHet CH.) (Figure 22 et Figure 23).

SN
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Figure 22 : Spectre RMNH de la rodiasine & 273 K (500 MHz, CDG)
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Figure 23 : Spectre RMN2H de la rodiasine a 318 K (500 MHz, CDG)

Les corrélations dans I'espace (NOESY) dg &lec H, et H,, avec Ho permettent
de préciser et de distinguer les déplacements gbeside & (&4: 2,88 ppm) et & (d4:
2,92 ppm). L'observation des signaux de corrélatiences deux Hsur le spectréH-'H-

COSY fournit les constantes de couplage vicinategee, et set H (Jgs.1 = 8 HZ ;Jgr1 < 1
Hz et Jgem: 14 Hz). Ces constantes confirment d'une part daitmn de ces protons par
rapport a H (par la loi de KarplugHaasnoot, 1980] mais surtout, par comparaison avec les
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données bibliographiqueglossang, 1996] ces valeurs indiquent la configuratich du
carbone asymétrique,(Figure 24).

La determination de la configuration absolue deeSt plus simple puisque;Hse présente
sous forme d'un triplet de constantks 1 = Jor-1 = 4 Hz. Or, la littérature mentionne ces
valeurs de constante couplage dans le cas de faye@tion R du carbone € [Jossang,
1996] Le composél est donc la & 1'R rodiasine. Cette configuration est par ailleurs
partiellement confirmée par le signe négatif du voau rotatoire correspondant aux

énantiomereSRou RS
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Figure 24 : Spectres 2D COSY et NOESY de la rodiase (500 MHz, CDC})
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4.2. ldentification du composé 2 (lIE)

Ce composé, plus difficilement cristallisable, géspnte sous forme d’'une poudre
brune. Les analyses en spectrométrie de masse figsotation de type HR-ESI-MS révelent
un ion quasi-moléculaire de m/z = 607,2444 (M ¥ Kupposant une formule brute :
Cs6H3sN207 (8,3 ppm). De méme que pour le compbskéhypothese de deux atomes d’azote
impliqués dans cette formule brute (de masse mialiéeuM paire) est confirmée par la
réaction positive de ce composé au réactif de Dmadgyf. Cette molécule posséde un
pouvoir rotatoire ¢ ] ?°» = - 20° (c 0,9, CHG), et un spectre UV (CHg)l présentant des
maxima d’absorption aux longeurs d’'ondés,ix (log €) : 233 (4,5) (cycles benzéniques), 253
(4,4) (méthoxy-benzaldéehyde), 275 (4,2), 316 (8@pmatiques methoxylés...). Le spectre
infra-rouge IK®" . cmi' : 2924, 2852, 1686, 1648 indique la présence diametion
carbonyle (1686 cil) et d’'une fonction lactame (1648 et 29249m
Le spectre de RMNH (500 MHz, CDCJ) comporte deux parties :

- la zone des signaux aromatiques comprenant rainrpaldéhydique de déplacement
caractéristiquedy : 9,80 ppm), 1 systéme de quatre protons couplasgreble deux a deux
(On: 6,90 et 7,22 ppm : 2 X 2HJ;ic = 8,6 Hz), un systéme de deux autres protonsaiiin
(On: 7,09 et 7,64 ppm J.ic = 8,5 Hz) et quatre autres protons aromatiqudéssd,: 6,31 ;
6,76 ; 7,39 et 7,58 ppm).

- La zone des signaux aliphatiques comportant x é@gulets correspondant a deux
groupements méthoxyy: 3,86 et 3,96 ppm : 2 x 3H), deux singulets cqoeslant a des
fonctions N-Me de déplacement chimique plus fa{ble 2,39 et 3,12 ppm : 2 x 3H), un C-H
(®4: 3,95 ppm), deux systemes de quatre protons aiiples voisins deux a deux et un £H
isolé @n: 2,28 a 3,53 ppm).

Me-2

Huo oo MeO-12 et 6
HlS
CHO-9 Hay
Hl4 H8 |_|10 11'et 13 Hlv

| Ha z.d, s
Wi NUEELT.

SR T 0 B ) B 7500 Sh e LR s ) i L | . R il o N E i e A S S B o

0 85 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 250

Figure 25 : 1 D RMN-*H (500 MHz, CDCl;) du composé 2 ppmM




L’analyse du spectre RMRPFC (J-mod met en évidence I'existence de 36 carbones
dont les déplacements chimiques et la positionsiggsaux par rapport a la ligne de base
permettent de différencier 16 carbones quaternajdes 112,0 a 190,5 ppm), 10 CH
aromatiques (de 106,8 a 130,8 ppm), 1 CH aliphat{®y: 3,93 ppm : CHhi), 4 CH; (de 35,2
a 59,4 ppm) et 5 CHde 23,8 a 56,3 ppm). Parmi les carbones quatemaleux possedent
des déplacements chimiques caractéristiques d’onetibn lactame &c; : 163,8 ppm) et

d’une fonction aldéhydiquédno-o: 190,5 ppm).

Carbones quaternaires

|
CH aromatiques CH aliphatiques et CH

Figure 26 : RMN-*C (J-mod), (500 MHz, CDCk) du composé 2

Les corrélations figurant sur le spectre HSQC desrg groupements Ghbermettent
de distinguer deux groupements méthoxy (singulés: 8,86 et 3,96 ppm & :56,3 et 59,4
ppm) ainsi que deux fonctions N-Me de déplacemelitsiques plus faibles (singuletda:
2,39 et 3,12 ppm). Le spectre HSQC permet égalehatttibution de chaque proton
(aliphatique et aromatique) a chacun des carbouekes| portent, ainsi que de connaitre les
déplacements chimiques de la fonction aldéhydigue 4,80,0c: 190,5 ppm).

La formule brute (supposée par spectrométrie desendsaute résolution
C3gH43N20g), la disposition et la multiplicité des signauxsebvés en RMN, ainsi que la
présence de certains groupements fonctionels teds2gN-Me, témoignent des nombreuses
similitudes structurales avec la bisbenzylisoquéim® 1 vue précédemment. Néanmoins, la
mise en évidence de fonctions particulieres comneelactame et un aldéhyde, résiduelles de
'ouverture de ce type de macrocyclgghamma, 1972] oriente vers I'hypothése d'une
structure de la famille des séco-bisbenzylisoqédinas[Kunitomo, 1985].
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La suite de I'analyse structurale est basée sbsé&ovation des corrélations présentes
sur le spectre HMBC (Figure 27). Le proton aldébgyei ©4: 9,80 ppm) décrit
précédemment corréle avec quatre carbones aroraatapnt deux CH vicinaux;&: 116,2
ppm ©u-13: 7,09 ppm d, Jiic = 8,5 Hz) et G, : 127,2 ppm &4-14: 7,64 ppm : 1HdAd, Jyic =
8,5, Jmeta= 2,1 HZz), un CH en position meta par rapportia(Cio: 119,8 ppm Py.10: 7,39
ppm :d, Jneta= 2,1 Hz), et un carbone quaternaire engagé damgomction de cycle C-O-C
(C11:146,8 ppm). Les corrélations des protons arajuas de ce cycle témoignent également
de la présence d'un substituant méthoxy porté par(&: 156,2 ppm), en ortho du pont
ether.

Le second systeme aromatique de la partie bisbe(®l au premier décrit
précédemment par un pont éther) est caractériséngasymeétrie totale des signaux de quatre
protons aromatiques, voisins deux a deux, et dé&spds part et d’autre des deux points de
liaison du cycle dy11° = O3 = 6,90 ppm (2Hd, Jic = 8,6 Hz), edyio = dxia = 7,22 ppm
(2H, d, J,ic = 8,6 Hz). Cette partie bisbenzyl est raccordéeeate de la molécule par un £€H
(0c : 39,3 ppm) corrélant sur le spectre HMBC aux qmet aromatiques décrits
précédemment (19 et 14).

Concernant la partie bis-isoquinoléine de la mdiamous observons des signaux tres
similaires a ceux observés pour le comphsila difference d’une fonction lactame en(&&

: 168,3 ppm), de la présence de deux ponts ether-Cg (Oc : 144,5 et 149,3 ppm),sD-Crr
(Oc : 147,7 et 112,0 ppm) et d’'un seul groupement métHixé en 6’ Pce : 146,0 ppm)
(Figure 27).
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CHO

Figure 27 : Corrélations observées sur le spectre MBC (500MHz, CDCl3) du

composeé 2

L’interprétation des spectres bidimensionnels (HS@®BC, COSY) et les exemples de
fragmentations déduits du spectre de masse (réalig@pact électronique) (Figure 28) ainsi
que la comparaison aux données bibliographiquesgitent d’identifier le composé&a laO-
méthylpunjabingKanyinda, 1996].

Cette molécule comporte un carbone asymétrique @hl: 3,92-3,98 : 1H, m) dont le
signal (multiplet) ne permet pas, ici, de déduee tonstantes de couplage nécessaires a la
détermination de la structure absolue. Cependargeul centre asymétrique étant présent sur
la molécule, la comparaison du pouvoir rotatoite] o = - 20° (¢ 0,9, CHG) avec les
données bibliographique&anyinda, 1996] ([o ] *°> = - 16° (c 0,7, CHG)) permet de
déduire la configuratiorS de G- et mene a l'identification du compoga la 1S O-
méthylpunjabine.
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Figure 28 : Spectre et exemples de fragmentationa enasse (impact électronique) de la

S O-méthylpunjabine [Shamma, 1972]
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Tableau 5 : Déplacements chimiques RMNH et RMN-**C (J-mod) (500 MHz, CDCk)

des alcaloides 1 et 2

1S, 'R rodiasine (1) 1'S O-méthylpunjabine (2)

Position 3¢ (ppm) 3 (ppm) (J en Hz) 3¢ (ppm) 3 (ppm) (J en Hz)
1 62,8 4,03 (1H, bd, 7,5, <1) 163,8
1 65,1 3,69 (1H, bdd 3,9, 4,1) 56,3 3,95(1Hm)
3 44,6 2,93-3,47 (2HN) 48,1 3,53 (2H,t, 6,8)

) 2,68-2,82 (1H

49,3 2,62-3,31 (2Hy) 45,2 318332 Ele;

4 22,7 2,49 (2Hm) 27,3 2,85-3,00 (2HmM)

) 2,28-2,42 (1H,mM
4 27,6 2,56-3,05 (2Hy) 23,8 AR ((1Hm))
4a 128,2 125,3
4'a 125,5 129,2
5 106,6 6,40 (1H, b 114,7 6,76 (1Hs)
5’ 113,4 6,40 (1H, b9 106,8 6,31 (1Hm)
6 151,5 147,7
6’ 147,7 146,0
7 139,1 1445
7 143,7 112,0
8 149,3 116,2 7,58 (1H)
8 118,8 7,07 (1Hb9 149,3
8a 124,9 134,6
8'a 127,8 139,3
o 415 2,88 (1Hdd, 14,0, 8,0, Has)

’ 2,92 (1Hdd, 14,0, <1,0, Har)

, 2,97 (1H,m, H-a’s)
a 37,6 3100 (LH.m. Hao'n), 39,3 2,85-3,00 (2H)
9 137,3 130,2
9’ 131,2 137,3
10 135,4 7,65 (1Hd, 2,1) 119,8 7,39 (1H, 2,1)
10’ 130,7 6,90 (1Hd, 2,1) 130,8 7,22 (1H, 8,6)
11 137,3 146,8
11’ 117,9 117,8 6,90 (1H, 8,6)
12 153,2 156,2
12’ 151,8 154,9
13 110,7 6,87 (1Hd, 8,1) 116,2 7,09 (1H], 8,5)
13’ 117,0 6,85 (1Hd, 8,1) 117,8 6,90 (1H, 8,6)
14 129,5 7,27 (1Hdd, 8,1, 2,1) 127,2 7,64 (1Hd, 2,1, 8,5)
14 130,7 7,28 (1Hdd, 8,1, 2,1) 130,8 7,22 (1H, 8,6)
MeO-6 56,0 3,83 (3Hs)
MeO-6' 55,6 3,32(3H,9) 56,3 3,86 (3H9)
MeO-7 60,4 3,50 (3H, 5)
MeO-12 56,4 3,80 (3Hs) 59,4 3,96 (3Hs)
CHO-9 190,5 9,80 (1Hs)
Me-2 42,3 2,35 (3H) 35,2 3,12 (3Hs)
Me-2' 445 2,65 (3H9) 42,6 2,39 (3Hs)

bs: singulet large ¢ : doublet jm: multiplet ;s: singulet




4.3. ldentification du composé 3 (lIDB)

Cet alcaloide, bien qu’isolé du méme sous-enseddleomposés, n'appartient pas a
la famille des bisbenzylisoquinoléines. En effatpsasse haute résolution HR-ESI-MS réveéle
un ion quasi-moléculaire de m/z = 330,1214 (M %, Hbour une formule brute supposée :
Ci1gH1aNOs (26 ppm), ne correspondant pas a celle des madescya deux azotes vus
précédemment, mais réagit également de maniéréiveosu réactif de Draggendorf. Les
analyses spectrophotométriques supposent la peskncertains groupements fonctionnels
tels que : IR® . cmi’: 1657, 3400 (lactame) ; UV (CH&Il: Amax (log €): 254 (5,1), 287
(5,2), 296 (5,2), 351 (4,3), 362 (4,3) (anthracestearomatiques méthoxyléd)e Oliveira,
1987 : Dos Santos, 2008} le pouvoir rotatoire de ce composé est ][5 : + 3° (c 1,7,
CHCly) .

Le spectre RMNH (500 MHz, CDC}) du composé3 est d'aspect relativement
simple. En effet, la partie de champ faible comptes signaux d’un proton aromatique isolé,
sous forme de singuledy(: 6,43 ppm) et de deux autres protons aromatiquesaux, ady :
7,31 et 8,01 ppmd( Jyic = 9,5 Hz). Un autre proton fortement déblindé (Nakd : 9,17 ppm
est également visible, il appartient a la fonctiactame. Le reste du spectre n’est constitué
qgue de 5 singulets, chacun intégrant pour troidgops) correspondant a quatre fonctions
méthoxy 0y : 3,92 ; 3,95 ; 3,96 et 4,06 ppm) et a un méthgeedéplacement plus faibdg :
2,78 ppm).

Le spectre RMN=C (J-mod confirme la présence de ces 5 groupements fomwle fc:
23,2, 56,6, 62,1, 62,7 et 64,1 ppm) et préciseatare aromatique des 13 carbones restant
(correspondant a trois cycles aromatiques juxtapasgix sommets chacun dont un possede
une fonction lactame), comprenant 10 carbones mates §c: 112,4 & 161,9 ppm) dont un
porte une fonction cétonéd: 161,9 ppm) et trois CH aromatiqués (113,4, 120,7 et 122,5
ppm). Les données concernant la nature des sulygstgont veérifiees par les hypotheses de
fragmentations issues de l'analyse du spectre desen&éalisé en impact électronique)
(Figure 30).
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Figure 29 : RMN -*3C (J-mood), (500 MHz, CDCl;) du composé ¢ 81
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Figure 30 : Spectre et ex-emp-les de fr'ag-meh'ta_ltions en masse (imep électr()_ﬁiciue) de

I'aza-anthracene (3)[Budzikiewicz, 1964
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Les signaux figurant sur le spectre HMBC permettientaractériser les déplacements
chimiques des carbones aromatiques substituéegpalifférentes fonctions méthoxy (quatre
carbones quaternaireda: 134,5, 141,2, 148,5, et 151,3 ppm) ou méthdte (51,7 ppm).
Par la suite, 'analyse des spectres HMBC ou CO®Ypas suffit a positionner les carbones
au sein de la molécule, ni méme I'enchainementedecycles en raison d’un trop grand
nombre de corrélations peu spécifiques Jdea J °). Nous avons donc eu recours & deux
autres types d’expériences que sont la NOESY (peantede voir les corrélations des
protons dans l'espace) et la 2B-C ADEQUATE (Adequate Sensitivity DoublE-
QUANTum spEctroscopy) echo-anti-echo qui nous g@écmis de sélectionner les couplages
protons-carbones eIt (en plus ded ).

Les corrélations observées sur le spectre NOESY pentnis de définir I'ordre
d’enchainement des substituants autour de la steu¢plane” constituée des trois cycles
aromatiques. L'analyse de ce spectre NOESY démdefecorrélations des protons du
méthoxy en position 103§: 3,96 ppm, 3HS) avec les protons du méthyle end (2,78
ppm, 3H,s) lui méme corrélant avec le proton aromatique éb,3 6,43 ppm, 1Hs). D’autre
part, nous observons la corrélation des protores cal méthoxy (en 10) avec le proton
aromatique en 50(: 8,01, 1Hd, Jic = 9,5 Hz,). Ce méme proton (H-5), dont la congalg
couplage est comune au proton vicingl & : 7,31 ppm, 1Hd, Jic = 9,5 Hz), corréle
également en NOESY avec ce dernier. Cet ensemhterdéations nous permet de déduire
I'enchainement dans l'espace dey@Hsz11yOCHs13yHs et Hs autour de la structure
tricyclique. Enfin, les corrélations NOESY nousrpettent également de positionner les trois
derniers méthoxy;: 3,92 ; 3,95, et 4,06 ppm) et le proton Ndd (9,17, s) autour de cette
stucture rigide, mais aussi de préciser la posiii@itiazote en 1 par rapport au carbonyl en 2
constituant le groupement lactame de la molécule.

Cependant, ces informations ne suffisent pas atiermination de I'enchainement des
trois cycles (linéaire ou coudé). Pour cela, nouma utilisé les corrélations observées sur les
spectres 20H-°C ADEQUATE echo-anti-echo permettant de seléctioriee couplages
proton-carbone ed 2 (en plus des) Y). Sur ce spectre (Figure 31), nous constatonslgue
proton aromatique 4 : 6,43 ppm) est intercalé entre la cétone en posizi Oc: 161,9
ppm) et le G méthylé dc: 148,5 ppm) démontrant ainsi la position de larpéee jonction de
cycle en Ga et Ga (d¢c: 112,4 et 129,7 ppm). Enfin, les corrélationslende H (34 : 7,31
ppm) avec les carboness @¢c: 120,7 ppm) et surtout Gdc: 151,3 ppm) confirment la
jonction de cycle au niveau degCet Goa (0c: 124,3 et 121,3 ppm), ce qui démontre

I'enchainement linéaire des trois cycles de cettetire de type aza-anthracéne.

83



Par ailleurs, le pouvoir rotatoire de ce composéexhe de 0,0 ]%p: + 2,8° (c 1,7,
CHCl), cela indique une structure optiqguement peu actte qui confirme un enchainement
des cycles linéaire au détriment d’'une forme ditvistée » ou coudée qui aurait impliqué

une chiralité de la molécule.

2D ADEQUATE / 600MHz

171.7+120(SW) ppm :
23.2(Cl1l1)+148.5(C4)

-

284.4 ppm : ¢ i | + ’ : : I
122.5(C3) +161.9(C2) T

271.0 ppm : -
122.5(C3)+148.5(Cc4) + ) I 3} b § i i 270

264.7 ppm :
151.3(C7)+113.4(C6) =

234.1 ppm :
120.7(C5)+113.4(C6)

o
T

..

% ADEQUATE
e NOESY

Figure 31 : Corrélations observées sur les spectrésl-*C ADEQUATE echo-anti-echo
et NOESY de l'aza-anthracéne (3) (600 et 500 MHz,[ICl3) et vue en trois dimensions.
Ce composé que nous définissons par "l-aza-7,8(8tEInéthoxy-4-methyl-2-oxo-

1,2-dihydroanthracéne” est ici isolé et identif@upla premiére fois dans le réegne végétal. De
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plus, cette famille de molécules est peu connueqor seul trois autres types de ces
composeés ont été jusqu’alors isolés d’autres AnceaaPollyathia suberos&oxb.,Annona
ambotayAubl. etAnnona dioicaSt. Hil.) [Thinapong, 2000 ; Tuchinda, 200Q]

Tableau 6 : Déplacements chimiques et corrélatiordOESY (500 MHZ) et ADEQUATE
(600 MHz) dans CDC} de l'alcaloide 1-aza-7,8,9,10-tétraméthoxy-4-méthg-oxo-1,2-
dihydroanthracene (3)

Position | & (ppm) 8 (ppm) (J en Hz) | Corrélations | Corrélations 'H-""C ADEQUATE
'H 'H NOESY echo-anti-echo erl,

1 9,17 (1H,9 Hys

2 161,9

3 122,5 6,43 (LHg) oy Gy, Ca

4 148,5

4a 1124

5 120,7 8,01 (1Hd, 9,5) Fb, Hoy Co

6 113,4 7,31 (1Hd, 9.5) s G G

7 151,3

8 141,2

8a 124,3

9 134,5

9a 129,7

10 151,7

10a 121,3

11 23,2 278 (3Hs) i Ha C,

12 64,1 3,96 (3HS) Hs, Fhy

13 56,6 4,06 (3HS) Ho, i

14 62,1 3,92 (3HS) Hya Hio

15 62,7 3,95 (3HS) He, Hia

4.4. ldentification du composé 4 (1IG)

Cet alcaloide se présente sous la forme de crishaurs et se caractérise, en
spectrométrie de masse HR-ESI-MS, par un ion guaséculaire de m/z = 323,3421 (M +
H") pour une formule brute supposée (16 ppm)sH@NO,. La spectrophotométrie infra-
rouge (IK®") comprend une bande d’absorption & 1665" dndliquant la présence d’une
cétone conjuguée. Le spectre d'absorption en UVOMeAnax (log €): 233 (4,3), 238 (4,3),
274 (4,3), 315 (3,7), 436 (3,8) est similaire aicdes noyaux oxo-dibenzo-quinoléirjgsck,
1965]

Le spectre RMNH (500 MHz, CDC}) de ce composé ne comprend que des protons
aromatiques et des fonctions O-Me.

Les protons aromatiques appartiennent a deux gsoupe premier est constitué de deux
protons vicinaux ex etf3 d’'un azote et de déplacemedts: 8,20 et 8,96 ppmJic = 5,3 Hz).

Le second systeme comporte quatre protons vicirigaux?,56 (1H,dt, J = 8,1, 1,0 Hz), 7,77
(1H,dt,J=8,1, 7,0 Hz) ; 8,57 (1Hld, J=8,1; 1,1 Hz) et 9,1@1H,dd, J = 8,1, 1,1 Hz).
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Les protons des trois substituants O-Me ont deladéments trés proches les uns des autres a
oy : 4,07 ; 4,10 et 4,18 ppm sous forme de singuldiacun intégrant pour trois protons
(Figure 32).

MeCO-3
—
MeO-2 —_
~ MeO-1
Hll H5 HS H4 I'lO H9
AN | Il
8.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Figure 32 : Spectre 1 D RMNH (500 MHz, CDCls;) de la O-méthyl-moschatoline

L'analyse du spectre RMRPC (J-mod met en évidence I'existence de 19 carbones
dont les déplacements chimiques et la position sigisaux permettent de différencier 10
carbones quaternaires (de 115,7 a 182,7 ppm) domippartenant a une cétone conjuguée
(0c: 182,7 ppm), 6 CH aromatiques (de 119,1 a 144/68)ppt 3 CH appartenant a des
fonctions méthoxy de déplacements chimiques treshas (de 61,0 a 61,8 ppm), ce qui

confirme les informations données par le spectrd\RM.

Cyaromatiques

- L] ) W

Cétone
conjuguée

OCH;

CH aromatiques
1l

180 17o 1680 150 140 130 120 110 100 20 a0 O s0 S0 ppm

Figure 33 : RMN-"C (J-mod), (500 MHz, CDCk) du composé 4

La présence de 6 carbones quaternaires aromateqgEgyes dans des jonctions de
cycles (c’'est a dire les carbones quaternaires sulstitués par l'un des 3 groupements
méthoxy ou par la cétone) ainsi que la comparadmmres données RMN 1D aux valeurs

fournies par la bibliographifMarsaioli, 1980], mettent en évidence une structure de type
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oxo-aporphine. L’interprétation de la fragmentatfgurant sur les spectres de masse (réalisé
en impact électronique) confirme la présence ags substituants méthoxy (Figure 34).

Les corrélations observées sur le spectre HMBC ewemt d’attribuer les
déplacements chimiques a chaque carbone quatesudistitué par un méthoxpd: 147,3,
148,5 et 156,5 ppm). Nous observons égalementrtélaton de I'un de ces carbones (
148,5 ppm, @) avec le proton aromatique en positfppar rapport a I'azoted( : 8,20 ppm,

d, Jic = 5,3 Hz, H), ainsi que la coorélation de ce méme proton atigoa avec deux
carbones quaternaires impliqués dans des jonctensycles §c: 122,9 ppm, G, et dc:
131,1 ppm, @ ce dernier ne corrélant pas aveg,lde qui permet d’identifier la partie “iso-
quinoléine” de la molécule. Les corrélations obéesvs pour l'autre systéme de protons
aromatiques (les 4 protons vicinaux : H-8, H-9, H€t H-11) permettent d'attribuer les
déplacements chimiques de trois carbones impligaés les jonctions de cycled:( 115,7
ppm, Gip; 131,5 ppm, Ga; 134,6, Gy ainsi que de positioner la cétone en C

Enfin, les corrélations observées sur le spec®&ES8lY (Tableau 7) entre les protons
du groupement méthoxy en position & ( 4,18 ppm) et le proton aromatique (H-4) en
positionf3 par rapport a I'azote, ainsi que la corrélationOMEk Oy ; 4,07 ppm) avec H-110(

: 9,10 ppm) permettent de localiser les substitupour finalement identifier le compoééll

s’agit dela O-méthyl-moschatolinglahmood, 1986]
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Tableau 7 : Déplacements chimiquesH-NMR, **C-NMR, et corrélations NOESY du
compose 4, la O-méthylmoschatoline (500 MHz, CDégJI

Position | &c (ppm) 3 (ppm) (J en Hz) Corrélations 'H-°C
HMBC

1 147,3

2 156,5

3 148,5

3a 122,9

4 1191 8,20 (1H, d, 5,3) Caa GCs, Ci1o G

5 144.6 8,96 (1Hd, 5,3) Ga, &

6

6a 145,6

7 182,7

7a 134,6

8 129,0 8,57 (1Hdd, 8,1, 1,1) G Cra Gy, Cro, Ciaa

9 134.,4 7,56 (1Hdt, 8,1, 1,0) Ga Cs Cio, Cus

10 128,2 7,77 (1Hdt, 8,1, 7,0) G Co G Ciia

11 127,7 9,10 (1H,dd, 8,1, 1,1) | Csa Co, Cio, Ci1a Cr1p

1lla 1315

11b 115,7

1llc 1311

MeO-1 61,5 4,07 (3H,9 C

MeO-2 61,0 4,10 (3HS) G

MeO-3 61,8 4,18 (3HS) C,

——> (Corrélations NOESY
N Corrélations HMBC

O-méthyl-moschatoline
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-CO

m/e : 306

Les fragmentations de chaque méthoxy se font sisieement,
tel que le montre les écarts de masses enregistréfe spectre
(impact électonique)
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Figure 34 : Spectre et exemples de fragmentations enasse (impact électronique) de la

O-méthyl-moschatoline
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5. Activité anti-paludiqgue des composeées isolés de.
cuspidata

5.1. Activité in vitro

Les techniques permettant d’évaluer l'activité vitro ou in vivo des échantillons sup.
falciparum sont détaillées dans la partie intitulée “Matéeelméthodes’[Trager, 1976 ;
Desjardins, 1979 ; Lambros, 1979 ; Van Huyssen, 139 Benoit, 1996] Les composeés les
plus actifs sont ceux appartenant a la famille missenzylisoquinoléines (rodiasinég et O-
méthyl-punjabine 2). L’aza-anthracén8, possede une activité antiplasmodiale trés fagble
non sélective (ce composé est a considérer comayamt pas d’activité antiplasmodiale), et
I'aporphine4 (O-méthyl-moschatoline) est inactive (Tableau 8).

Tableau 8 : Activités antiplasmodiale et cytotoxige in vitro des quatre composés isolés & cuspidata
tests a I'hypoxanthine tritiée

Tests| Activité sur P. falciparum (souches | Cytotoxicité Index de
chloroquinoresistantes), Cko (UM) Clso(UM) sélectivité

Composeé FcB1 FcM29 MCF7
(1) 1,1+0,8 1,4+0,1 28,1+7,9 24,6
(2) 13,7+9,9 125+2,1 55+1,6 0,4
(3) 42,9 £ 28,2 40,9 £2,1 43,9+ 2,1 1,0
(4) > 100 >100 46,7+ 29 0,5
Totum 24,1 pg/ml £
alealoidique | 3B MY/MI£13 ND 5“,2 6,9
Chloroquine 0,2 0,5 > 100 >500 (FcB1)
Doxorubicine ND ND 4,5

Les expériences ont été réalisées en triplicasetdsultats sont exprimés en uM sauf pour le taeticaloidique
(en pg/ml),ND: Non Déterminé.
Index de sélectivité : G4 cytotoxicité/Cky FcB1

Les tests ont été realisés sur deux souch®s fidciparumchloroquino-résistantes de

provenances différentes (FcB1 est issue de CologtliteM?29 provient du Cameroun et

douée d’'un niveau de résistance a la chloroquing glevée). Nous observons une activité
antiplasmodiale intéressante de la rodiasingy(fe}.: 1,2 M) pour une cytotoxicité modérée
(Clso : 28,1 uM), ce qui témoigne d’'une bonne sélediaittiplasmodiale du composé. Cette
activité est d’autant plus intéressante qu’elldgeur des souches résistantes a la
chloroquine, et peut donc constituer une alteredtiérapeutique a ce médicament et ses

dérives.
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Le compos&, une séco-bisbenzylisoquinoléine, ne possede guaativité antiplasmodiale
moyenne (Ghb moy.: 13,1 HM) et non specifique puisque sa cytote&iest plus importante
(Clso: 5,5 uM).

Enfin, les composé3 et 4 ne témoignent que peu ou pas d’'intérét concelizntivité
biologique antiplasmodiale ou cytotoxique.

La meilleure sélectivité (24,6) est donc obtenuecds rodiasine, c’est pourquoi ce composé

a été choisi pour des tegtsvivo sur la souris.

5.2. Activité in vivo de la rodiasine (test de Peters)

Le test de « Peters » consiste a infecter dessspari une souche d&lasmodium vinckei
petteriet a les traiter deux heures plus tard et unegaisour pendant les 3 jours suivants,

puis a évaluer la parasitémie r &t a suivre la mortalité des animaux.

Tableau 9 : Parasitémie des souris infectées (% dgobules rouges parasités)

_ Contréle Chloroquine[Chloroquine[Rodiasing
Souris
Jours DMSO 1 mg/kg | 10 mg/kg | 20 mg/kg
Parasitémie moyenng 38,0 £ 13,7 dont
Js 2 souris décédées sur|183,0 + 14,4 0 20,1+ 7(5
% d'Inhibition 0 13 100 47

Nous constatons, d’aprés les valeurs figurant tamableau 7, que les souris traitées par 20
mg/kg de rodiasine ont une parasitémie deux fois ghible que les souris non traitées
(ttmoins DMSO). La rodiasine posséde donc uneigctwtipaludigue modérée (par rapport
a celle de la chloroquine).

L’évaluation de la parasitémie af™jour permet également de déduire Ig,@ vivode la
rodiasine. En effet, si nous considérons que leléosouris témoin (DMSO, sans traitement
dont la parasitémie est égale a 38 %) correspantd@ourcentage d’inhibition égal a 0, nous
pouvons déduire qu’une parasitémie deux fois méiesée (20%, obtenue pour les souris
traitées a 20 mg/kg par la rodiasine) correspora @lso de la rodiasinen vivo. La dose
inoculée (20 mg/kg) est donc trés proche de kgaitiplasmodialén vivode la rodiasine.
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Tableau 10 : Mortalité des souris infectées

Contréle |Chloroquine (Chloroquine [Rodiasine
Inoculats

DMSO 1 mg/kg 10 mg/kg |20 mg/kg
Jours (10 souris) (5 souris) | (5 souris) |(5 souris)
Jo: inoculation du parasite 0 0 0 0
puis de la rodiasine

J1: injection de rodiasine

J, . injection de rodiasine

Js . injection de rodiasine

J, . Evaluation de la parasitémie
Js

~P|O|O|FR,|01|1O|O0|O0|O
~N~|~|~|~|01|O|O|O|O

=[NP INO|O|O|O

Jiod b2
Jo3 . Reste 3 0 0
Animaux : Souris Swiss femelles (22 g +/- 2) infectéesPlasmodium vincke raison de 1.1(@arasites/souris.

Voie d'administration : Intra-péritonéale

APFPOOO0O0O|0O|0O|O|O

——Contrble
—0o—CQ 1 mg/kg
— 4A— CQ 10 mg/kg

—>»— Rodiasine 20
mg/kg

Nombre de souris vivantes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
CQ: Chloroquint

Jour

Figure 35 : Evolution de la mortalité des souris awcours du temps
Le suivi de la mortalité des souris montre uns fegble activité anti-paludique de la

rodiasine (Tableau 9). En effet, I'espérance ded/iune souris non traitée ou traitée a 1
mg/kg de chloroquine est quasi-similaire a cellend’ souris traitée a la rodiasine (7 a 8
jours). Une différence est cependant observée wanides courbes tendant a prouver une
résistance contre le parasite plus importante ai@ssstraitées a la rodiasine (Figure 35) .
D’apres ces données nous pouvons conclure a uividééaat vivo trés modérée de la
molécule et/ou a un sous-dosage (20 mg/kg ne sgasitune posologie suffisante). Par

extrapolation, la posologie potentiellement cuterait au minimum de 50 mg/kg. De telles
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guantités généreraient probablement trop d’effetesdaires, c’est pourquoi les teistvivo

n’ont pas été poursuivis.

Pharmacologiquement, les bisbenzylisoquinoléinesivgr®@ avoir des activités
variées : antitumorale (tétrandrine), antitubengsée(cépharantine), hypotensive (penduline),
mais la propriété la plus utilisée repose sur iNété curarisante (ex.: tubocurarine des
MenispermaceadBruneton, 1999]

De nombreuses études témoignent également devitactinti-paludique de cette famille
chimique [Angerhofer, 1999] Certains de ces composés tels que la (-)-répandif
1'S) dont la structure est proche de la rodiasine gutesst un index de sélectivité supérieur a

OCH; OCH, E

OCH;

300 et comparable a celui de la quinine.

1S, 1'Srepandine

R =H: B, 1'Spenduline
R = CHz: 1S, 1'Stetrandrine

Les relations structure-activité de ces molécidaspre peu connues, soulignent I'importance
de la substitution des azotes (ne devant étreatequaires ni oxydés) et de la configuration
absolue des deux carbones asymétriques ainsi gadalble lipophilie de la molécule
(réduisant la toxicité). Le mécanisme d’action (dé@tné pour la tétrandrine) serait d’'inhiber
la synthese des nucléoprotéines et des protéimssiemcellules cancéreusas\(itro etin

vivo). De plus, des études réalisées sur une bigbenzylisoquinoléine, la penduline
[Valentin, 1997], prouvent que I'activité antiplasmodiale maximest observée au moment

de la synthése nucléotidiq{®asco, 1994]
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Enfin, l'activité antiplasmodiale de la $11'R) rodiasine concerne a la fois la souche
sensible a la chloroquine et la souche résist@ntdl est prouvé que les
bisbenzylisoquinoléines peuvent potentialiser Ratg de la chloroquingFrappier, 1996].
Ces constats expérimentaux renforcent l'intérétapeutique de ce type de molécules,

notamment contre des souches plasmodiales resistanx anti-paludiques classiques.
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E ETUDE PHYTOCHIMIQUE
BIOGUIDEE DE TAPIRIRA GUIANENSIS
Aubl.

1. Description botanique

1.1. Situation phylogénique
Bierbersteiniaceae

Kirkiaceae

Rutaceae

\Meliaceae

Sapindale Simaroubaceae

Anacardiaceae—— Spondiadeae——— Tapirira
Burseraceae
Sapindaceae

Nitrariaceae
Figure 69 : Position systématique du genrBseudoxandraau sein des Magnoliales
(http://www.mobot.org/MOBOT/Research/)

1.2. Classification(http://imww.mobot.org/MOBOT/Research/)

Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement:  Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Sous-famille : Spondiadeae
Genre : Tapirira Aubl.

Espece : Tapirira guianensisAubl.

95



1.3. Description

3cm

Figure 71 : Rameau fructifere
(http://striweb.si.edu/bocas_database.doc)

Le genreTapirira (créé par Fusée d'Aublet, 1720-1778) est pantabpiccomprend
une quinzaine d'espéces réparties en Asie, en utfref en Ameérique. L'especiapirira
guianensiss’étend sur la quasi totalité de '’Amazonie. Eréfale formation secondaire (Nord
de la Guyane...), cet arbre reste de taille modesteiron 30 m) alors que son port est plus
imposant dans les foréts primaires (Brésil...). Lenteforts de cet arbre sont peu épais,

s’éloignant largement du tronc.

96



L’écorce est gris clair a brun rouge, lisse lorsdjaebre est jeune, puis divisée par des
crevasses irréguliéres et sinueuses avec exfaliatio rhytidome (couche externe du liege
vouée a I'exfoliation). De petites lenticelles égm ou disposées en lignes longitudinales sont
visibles sur I'écorce. L’écorce interne, fibreuseseatifiée, est rosatre veinée de blanc, plus
claire prés du cambium. La section exsude de petjtaittelettes de résine blanchatres et
exhale une faible odeur balsamique sucrée.

Les feuilles sont alternes (Figure 72), sans stguimparipennées et rassemblées en étoile a
I'extrémité des rameaux. Les folioles en nombréabéer (de 5 a 15) sont glabres et oblongs
(en moyenne 10 x 3,5 cm). La base est faiblemgmhétsique et décurrente sur un pétiolule
de 6 mm et le sommet est pourvu d'un acumen arrdadnervure principale, saillante en
dessous, présente 12 a 15 paires de nervures s@esnde raccordant en arceaux. Les

nervilles sont peu distinctes et disposées en udéehe.

Figure 72 : Feuille et foliole

L’inflorescence est un long panicule terminal oullaxe densément couvert de trés petites
fleurs blanches a jaunatres (Figure 70). La flatirseuvent unisexuée, parfois hermaphrodite
surmontant un pédicelle de 2 mm. Le calice gamdsé@acompose de 5 lobes deltoides (0,5
mm), la corolle est faite de 5 pétales libres ogto2 mm) érigés puis réfléchis. Les 10

étamines sont insérées sur un disque a 10 lobefelrafemelle possede un ovaire ovoide a
un lobe (1,5 mm), surmonté de 5 styles disjoin{3 (Om).

Le fruit est une petite drupe subglobuleuse (10 m@) a peau lisse jaune puis noire,

conservant les styles atrophiés (Figure 71). Leocdrpe, peu épais et juteux, est comestible,

il entoure un noyau rugueux contenant une seulagra
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lcm

Figure 73 : Fruits

Le bois est |éger, rosé, lustré, souvent ponctuél'@esudation des canaux a résine. Les
vaisseaux sont de taille moyenne, entourés de ge®lgellules parenchymateuses non
visibles a la loupe. Les rayons sont groupés pamR, 3, 4, relativement homogenes avec
quelques rangées de cellules quadrangulaires dwmaiés ainsi que des canaux sécréteurs
[Watson, 1992 ; Wendt, 1995 ; Mori, 1997]

1.4. Anatomie de la poudre d’écorce

Une faible quantité de poudre est déposée surame tie microscope en présence de
réactif lactique X°™ Pharmacopée francaisppuis recouverte d’une lamelle et chauffée.
Les éléments majeurs caractérisant la poudre déa®Tapirira guyanensisont :
- suber et fibres (Figure 74 ; Figure 76 et Figure 77
- présence en grande quantité de cristaux prismatiqioxalate de calcium
(nettement visible avant chauffage et en lumietans®e) (Figure 75)

- cellules scléreuses parfois en amas
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Lumen
d’une fibre

Rayon médullaire libérien

Figure 74 : Fragment d’écorce (fibres et liber) (G x 400)
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Cristaux prismatiques d’oxalate de calcium (G x@00

— r
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-~ g =

- ey ¥

e

Lumiére polarisée (G\: x 400) Lumigre normale (G : x 400)

Cristaux inclus dans de
cellules parenchymateuses

Figure 75 : Cristaux prismatiques d’oxalate de calieim présents dans la poudre d’écorce
(non chauffée) deT. guianensis
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Cristaux d’oxalate de calcium
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Observation en lumiére polarisée
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Observation en lumiére normale

Cristal d’oxalate de
calcium

Figure 76 : Fragment d’écorce (fibres et cellulescereuses) (G : x 400)
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Cellules
parenchymateuses

Cellule scléreuse

Figure 77 : Principaux éléments de la poudre d’écae deT. guianensis(G : x 400)

1.5. Anatomie d’'une section transversale d’écorce

L'écorce est trempée dans lI'eau pendant quelquasesigpuis débitée en fines lamelles
placées dans une solution d’hypochlorite de Na (1p%s rincées, immergées quelques
minutes dans du colorant carmino VG)(FTe Pharmacopée francaisget a nouveau rincée.
Nous observons de I'extérieur vers l'intérieur édments suivants (Figure 78) :

- le suber

- l'assise génératrice subéro-phellodermique

- le phelloderme

- le parenchyme libérien interrompu d’amas de fibadignés, de larges

éléments sécréteurs regroupés et de cellules ssére
- des cristaux prismatiques d’'oxalate de calciumuantjté importante

- des rayons meédullaires unicellulaires
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Suber

Assise génératrice
subéro-phellodermique

Phelloderme

Parenchyme libérien

Cellule sécrétrice

Amas de fibres

Cristaux d'oxalate de
calcium

Rayons médullaires
unicellulaires

Figure 78 : Section transversale de I'écorce de guianensigG : x 100)
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Suber

Assise subero-
phellodérmique

Phelloderme

Amas de fibres

Parenchyme libérien

Cellule sécrétrice

Rayon médullaire

Figure 79 : Détails de I'écorce dd. guianensis(G : x 400)

1.6. Utilisations traditionnelles

Tapirira guianensisest utilisée en médecine traditionnelle dans denbmeuses
populations d’Amérique du Sud, tout particulieretnen Guyane et en Bolivie. La majorité
des applications thérapeutiques concerne un usagimfectieux[Barros, 1970 ; Franca,
1996] L'utilisation de cette espéce (dans la pharmaeapé/anaise) est tres proche de celle
d’autres Anacardiaceae comme le Cajéungcardium occidentald..) [Grenand, 1987]
L'écorce est employée sous forme de macérat froideodécoction contre les diarrhées et les
vomissements. Cette décoction est également etisébain de bouche hémostatique (aprés
une extraction dentaire) ou, en application locghees un accouchement, afin d’éviter les
hémorragies et les infections vagingleedrigues, 2001]
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L’écorce finement rapée et pressée fournit un jilsé& en gargarisme contre le muguet des
jeunes enfants (candidose buccale bénigne). Cettgue est également utilisée par les
indiens Tacana de Bolivie contre le paludigideharo, 2001]

Le bois se travaille facilement, se polit bien etifpétre déroulé. Il est toutefois périssable et
doit étre trait§Goncalvez, 2003]

2. Description phytochimique du genreTapirira

Seules deux espéces du gefiagpirira (T. guianensisou T. obtusa ont déja fait I'objet

d’études, les composés isolés appartiennent aetlitigs familles :

2.1. Les triterpenegcCorreia, 2003]

\\“\\\\
8

R=H : Estigmast-4-én-3-one (M = 412) Ecorce deT. guianensis
R=OH : Estigmast-4-éns0l-3-one (428)

N
&

HO

R=H : B-sitostérol (M = 414) Ecorce d€l. guianensis

R=Glu : 3-O-B-D-glucopyranosyl-sitostérol
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2.2. Les alkyl férulates

(0]

O/\(Ch2)17/

HO Tricosyl ester (M =486)  Ecorce deT. guianensis

OH%O_(CHZ)ls/
o

p-coumaroate de nonadécyl (M = 430) Ecorce deT. guianensis

H;CO (0]
/ H5CO 0
HO OR /
HO OR
R = H: Ac. férulique (M = 194)
R = Chaines alkyl: Esters de ferulate P
by . R = H: Ac. férulique (M = 197)
avet;: des chaines de 20 a 28 R = Chaines alkyl: Esters de ferulate
carbones, paires Ecorce de€T. guianensis avec des chaines de 20 a 28 carbones
paires

2.3. Les flavonoidegcompagnone, 1997]

HO

™~

a-L-rhamnopyranoside

OH o

Quercitrine (M = 448) Ecorce deT. guianensis
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Avicularine (M = 432)

Afzéline (M = 432)

3 a-L-arabinofuranose

Ecorce deT. guianensis

Juglanine (M = 418)

2.4. Les cyclohexénongbavid, 1998]

G '¢,,///(CH2)7/;/\/\/

4, 6 - dihydroxy-4-[10Z)-heptadecényl] cyclohexénone (M = 364)

o

OH
s (CH?)7/:\/\/\/

H

4, 6 - dihydroxy-6-[10Z)-heptadecényl] cyclohexénone (M = 364)

Qi

Ecorce deT. obtusa

/3—0 a-L-Rhamnopyranose
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2.5. Les alkyl-phénolgcorreia, 2001]

OH

(CHZ)/\/\/\/\/

Graines dd. guianensis

OH
2-Heptadecényl-1,4-benzénediol10',11'-didehy&)o(§1=346)

WOH
(CHye (CHyN
N—" ) ~ O\(CHZ

Ecorce deT. obtusa Ecorce d€T. obtusa

Ollm

OH

n =10 : 1-hydroxy-3-f)-7'-nonadecényllbenzéne (M = 358) R =H : 1-(16'-phényl-12Z-héxadecényl)-4-cyclohexéneg139)-diol
n =8 : 1-hydroxy-3-[£)-7'-heptadecényl]lbenzene (M = 330) M =314)
R = Ac : 3-(16'-phényl-1Z-héxadecényl)-S-acétyl-4-cyclohexéneSol

(M = 356)
(CHz)n/ (CHz)n/@

Ecorce d€T. obtusa Ecorce d€T. obtusa
OH OH
n =15 : 1-hydroxy-3-heptadecénylbenzene (M = 332) n = 13 : 1-hydroxy-3-[14'-phényltétradécyl]benzéhke= 366)
n =13 : 1-hydroxy-3-pentadecénylbenzéne (M = 304) n = 11 : 1-hydroxy-3-[14'-phényldodécyllbenzéne \338)

3. Extractions bioguidées réalisées surT.
guianensis

3.1. Premiére série d’extraction

Nous avons tout d’abord réalisé la sélection deés d® drogues les plus actifs conRe
falciparum parmi une dizaine d’extraits chloroformiques (2@ko< 30 pg/ml, test LDH).
Les lots de récolte : GB 2853 et GB 3051, les pictsfs in vitro sur P. falciparumont été
broyés, puis traités au chloroforme. L’extrait ohtea été dégraissé puis fractionné par
chromatographie de partage centrifuge, menantbdeldion de 7 fractions dont une active (la
quatrieme : GbH13,2 pug/ml, test LDH). Nous avons alors élaborérotocole de séparation
adapté sur une plus grande quantité de drogudlétsur la fraction la plus active dont nous
connaissions dés lors la polarité et la « consigtan La premiére série d’extraction détaillée
ci-dessous (Figure 80) a donc permis de localigativité antiplasmodiale au sein des
différentes fractions obtenues, et d’en établipuofil par chromatographie sur couche mince

et révélation a la vanilline sulfurique.
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Broyage de I'écorce (750 Q)
Extraction chloroformique sous haute pression a 60°

Dégraissage de I'extrait chloroformique (20,3 g) pgpartage
liquide/liquide (Hex/MeOH/MeCN, 6/0,5/3,5)

Extrait dégraissé = 13,7 g (17,6 pg/ml, test LDH)

Fractionnement de 200 mg par CPC
en mode descendant (systeme
butOH/Hept/MeCN, 2,2/3,5/4,5)

7 fractions obtenues dont une seule biologiquemeattive
(4°™ fraction : Cls013,2 pg/ml, test LDH)
Mise au point d’un protocole de séparation sur galle silice

Figure 80 : Schéma simplifié de la premiere série’eiktraction réalisée sur I'écorce deT.
guianensis

3.2. Deuxieme série d’extraction

L’écorce finement broyée (a l'aide d’'un broyeur arteaux munis d’'un tamis de
diamétre de pores = 0,2 mm), est traitée au dichiéthane (équivalent a I'extraction
chloroformique de la premiere série d’extractiob)extrait obtenu (renfermant I'activité
antiplasmodiale la plus importante par rapport s @draits méthanolique ou hexanique) est
alors dégraissé par partage liquide-liquuide (8)fgduis fractionné par chromatographie sur
gel silice. Nous avons ainsi obtenue 7 fractionsit@ actives (4 : Gb=7,3 pg/mlet 5 Gh=
5,0 pg/ml par détection a I’hypoxanthine tritiée).

La fraction 4 a été successivement traitée parno@e® moyenne pression de gel de
silice puis par chromatographie sur plaque préparade gel de silice traitée au nitrate
d’argent. Ces différentes chromatographies ont nadiabtention de 2 fractions {4 et 4pp)
alors purifiées par chromatographie moyenne prassior gel de silice, permettant la
séparation de deux composés minoritaires et ndin &o¢t 3.
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La fraction 5 a été purifiée par une série de clatographies (moyenne pression et
pression réduite) de gel de silice greffée endli a permis I'obtention de la fraction,%n
grande quantité (2 g).

Ce fractionnement a été bioguidé par mesure dawigin vitro surP. falciparum détection

a 'hypoxanthine tritiée (Figure 81).

2,6 kg de poudre d’écorce
Extraction par CH ,Cl, (Extrait total = 58 Q)

]!

Dégraissage de I'extrait CHCI, par partage liquide/liquide
(Hex/MeOH/MeCN, 6 /0,5 /3,5), extrait dégraissé =33g (Clso, .pn: 17,6 pg/ml)

Colonne moyenne pression de gel de silice, gradient
CH,CI,/ MeOH, 100/0 & 50/50

1 2 3 4(7,3 ug/mh5 (5,0 ug/ml) 6 7
41 42 4-3 44 51 52 53
Colonne moyenne pression, )
gel de silice (CLCl,) Qplonne moyenne pressi
silice C;gMeCN/H,0O (60/40
4 4
43a 3b 3c 521 522 523
Plaque préparative de silice traitée par
AgNO;, Tol/AcOEt/MeOH (5/82/13) Colonne sous pression réduite
silice Gz, MeCN/H,O (60/40)
43bB 43pH
Colonne sous pression 5,:2(
réduite, gel de silice (AcOEt Zl_a/lb)
43p8: 30 Mg 4apy - 20 mg
3 2)

Figure 81 : Schéma simplifié de la seconde sérieettraction réalisée sur I'écorce df.
guianensis

Ce schéma d’extraction est simplifié et ne repriespas les étapes de purifications réitérées
successivement avec les mémes protocoles, nipesaiéns peu efficaces (CLHP et

colonnes de silice ne permettant pas la sépardéosys etdspy).
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Les masses initiales d’extrait sont souvent impaes garantissant I'obtention finale de
COomposés purs en quantités suffisantes pour effiedts tests biologiques et les analyses
structurales. Le suivi des purifications est réalgar chromatographie sur couche mince
(silice parfois traitée au nitrate d’argent) et &@e a la vanilline sulfurique. La nature
huileuse de ces composés empéche une cristalfisatiempérature ambiante, le seul moyen
d’identification a donc été la RMN (I'absence destaux rendant impossible I'identification
des structures par radiocristallographie).

Les expériences de RMN ont été realisées dans (@l le CROD et le DMSO€d6 afin

de localiser les fonctions hydroxyles dans le dgroas et d’obtenir un maximum de valeurs
de constantes de couplages avec les deux autvesmtsol

4. Identification des composés isolés deTapirira
guianensis

Les quatre molécules isolées de I'écorceTdegyuianensissont issues de fractions
sélectionnées pour leurs activit@svitro contreP. falciparum L'analyse structurale de ces
composeés est principalement basée sur I'étudepetres de RMN, réalisés dans le DMSO-
d6, puis confirmée dans dautres solvants (CDGU CD;OD). La détermination des
configurations relatives de ces composés demeupetihgtique en raison de la superposition
des signaux et de l'existence de conforméres nengitant pas de déduire toutes les
constantes de couplages nécessaires. Par ailters,avons valorisé ces molécules par la
mise en évidence d’activités biologiques antipladiae, leishmanicide ou bactéricide, mais

aussi par I'identification de leurs structures juigt] inconnues dans le regne vegétal.
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4.1. Partie structurale commune aux quatre molécules
isolées

Chacun des composeés isolés comporte une partieqegcpoly-hydroxylée a 6
carbones et une chaine mono-insaturée de 17 cabGes structures amphiphiles ont en
commun leurs chaines carbonées. En effet, I'anafiysespectre de RMNH (500 MHz,
DMSO-d6 ou autres solvants) témoigne de I'existence de deaupes de signaux identiques
pour les quatre composés isolés. Il s’agit d'ung gaine zone aliphatique constituée des
signaux d’un méthyle terminal (sous forme d’'unlai@dy : 0,86 a 0,91 ppml=7,0 ou 7,1
Hz) ainsi que d’'un massif d’'une vingtaine de prstafiphatiques (multiplet d&,: 1,20 a
1,36 ppm) et d’autre part, de quatre autres prodtipbatiques (plus déblindés, sous forme de
multiplet ady = 1,98 ppm) répartis de part et d’autre d’'une doliblson (2 protons formant
un multiplet 8y : 5,32 & 5,34 ppm).

L’analyse des spectres de RMFG réalisés ed mod(500 MHz, DMSOd6 ou autres
solvants) révéle également la présence de carlabipbstiques entre 14 et 47 ppm ainsi que
d’un pic, intégrant pour deux carbones oléfinigégsivalents, &: = 130 ppm.

Les analyses RMN bidimensionnelles réalisées enSY)(Corrélations protons-protons plus
étendues) démontrent une corrélation des protosdenla double liaison (multipleta1,98
ppm) avec le méthyle terminal, prouvant la relafveximité de ces deux groupes, mais ne
permettant pas de situer linsaturation sur la mhaialiphatique (Figure 82). La
thiométhylation des doubles liaisons de ces congpasdvie de leurs fragmentations en
spectrométrie de masse (par impact électroniquina été nécessaire [Mansour, 2005]. En
effet, 'addition de deux groupements thyométhigés une double liaison fragilise cette
derniere qui se fragmente alors plus facilemernitgract électronique. Cette analyse a permis
la mise en évidence d’'un fragment abondant et caméntous les composés de m/z = 145
correspondant trés probablement a la formule :3[SEH-(CH,)s-CHs de la partie terminale
de la chaine. La présence de ce fragment permsitwr la double liaison f*?e carbone a
partir du méthyle terminal).

La configuration « cis » de cette insaturation aatppas étre déteminée par mesure de
la constante de couplage des protons oléfiniqueslesasignaux sont de second ordre.
Néanmoins, cette configuration «cis» est proup@e comparaison des déplacements
chimiques des carbones oléfiniqués (129,6 a 131,5 ppm) et vicinaug:(: 26,6 a 27,1
ppm), identiques a ceux décrits dans d’'autres patiddins au sujet du méme type de composé
[Groweiss, 1997 ; Queiroz, 2003 ; Hoarau, 2006] dmu lipides [Lie Ken Jie, 1997],

préalablement démontrés par de nombreuses autrgegq
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Figure 82 : Spectre TOCSY des protons aliphatiquesn a de la double liaison de la
chaine (500 MHz, DMSQd6,composé 3)
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Figure 83 : Spectre de masse (impact électroniqudes dérivés thiométhylés des

composeés laet 1b

4.2. ldentification des composés la et 1b

Les difféerentes techniques analytiques de chromapie : CCM en phase normale et

CLHP en phase inverse utilisant de nombreux typespibtocoles de migration et de

révélation n'ont pas permis la séparation de la a@e Ce mélange de deux molécules

difficilement séparables se présente sous la falone corps gras opaque.

Le spectre infrarouge (sur KBr) de ce mélange medwdence la présence de fonctions OH
(large bande d’absorption & 3373 Bmcarbonyle (2925, 2854, 2925, 2854, 1681'tm
alcénes (3005 ci), et alcanes (1465 ¢ Le spectre ultraviolet (dans le chloroforme)

montre une forte absorption a 244 nm (by2,66) caractérisant une fonction cétane3-
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insaturée. Le pouvoir rotatoire du mélangpf> = + 22,8° (CHG}, ¢ : 2,0), non nul montre
la chiralité du mélange. Les analyses en spectrigrdt masse haute résolution de type HR-
ESI-Q-TOF-MS réveélent un ion quasi-moléculaire de m381,302 (M+H) précise a 4 ppm,

permettant de déduire la formule brute communedaslécules : H404.

L'analyse des spectres RMN 18H(; **C) montre deux groupes de signaux juxtaposés
dans des proportions variables suivant le solvantété utilisé, ce qui indique la présence de
deux formes en équilibre : 1a et 1b (1a/lb = %sdanDMSO€6 et 1la/lb = 1/1 dans le
CDCl;). Cette hypothése est également vérifiee lorsgaeahalyses RMN sont réalisées a

différentes températures, nous constatons alors vamiation des proportions des deux

COMpOSES.
:f CDCIE Hz-la
14
i H3-1b
H2-1b
E Hi-la
. A Y .
5 A & A F
B ' I I J 7.Io I ' e.ls I s.lo ' I ‘ [pjpm]
H3-1b H2-1b
1b
H2-1a
p H3-1a
LR [N}
— - e

- - 3 T
6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 [ppm]

Figure 84 : Spectres RMN'H comparés dans CDG (a) et dans DMSOd6 (b)

Les différences d'intensité des signaux sur lestsge RMN 1D tH ; °C) dans le
DMSO-d6 permettent de distinguer les signaux des deux mi@get révélent, pouka, la
présence de deux protons oléfiniques vicinadx: 5,78 ppm d ; Jortho = 10,2 HZ Imeta= 1,7
Hz) etdy : 6,85 ppmdt; Jormio= 10,2 Hz,J = 1,7 Hz) ainsi que la présence de protons non
aromatiques fortement déblindés correspondant daesions OH §y : 4,37, 4,73 et 5,35
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ppm), et a des protons portés par les carboneoxylds Oy : 3,72, 4,49 ppm). Le reste du
spectre est constitué de nombreux protons aliplegiglisposés en massifs ainsi que d’'une

double liaison appartenant a la chaine carboné&éal@cécédemment.

Me
g ] H oléfiniques CH,
la (+ 1b) de la chain
OH DMSC
S
e C/H:CH-C:O CTH
) m_,AQULKJKA Ju M_J \\JL
e e S E s e S B e e T e e e e E S e e N L
7 6 5 a 3 2 [ppm]

Figure 85 : Spectres RMN'H dans le DMSOd6 (500 MHz) des composés 1a 1b

L'analyse du spectre de RMRNE réalisé el mod(500 MHz, DMSOd6) indique la
présence d’'une cétone conjuguée de déplacemenigcteirnaractéristiqued : 198,7 ppm)
ainsi que de deux carbones oléfiniques en positieh de la fonction cétoned¢ : 126,1 et
153,9 ppm) (Figure 86). Deux autres signaux d'isitén moindre sont également
identifiables, il s’agit d'un C quaternaireda: 73,4 et d'un CH a 66,8 ppm, faisant partie des
trois carbones hydroxylés. Le reste des signauxsepté sur le spectre appartient
majoritairement a la chaine aliphatique mono-inggwu a I'autre composé en mélanta) (

C oléfiniques
o de la chain
8- 1la
CH=CH-C=C
\ CH-OH Me
| ) |
Q- T
c=0 | ‘ NC-OH |'|' 1‘
| T | | T T T | | T
200 150 100 50 [ppm]

Figure 86 : Spectre de RMN*C réalisé enJ mod (500 MHz, DMSO-d6)

Les corrélations observées sur le spectre 2D HSQI@SO-d6) permettent d'attribuer a
chacun des carbones de la chaine carbonée lesprquo les substituent et de distinguer le

signal de I'insaturation présent sur cette chafige (30,1 ppmpy : 5,34 ppm,m) commun
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aux deux composédd et 1b). Nous observons également les signaux d’'une mgaturation

(&c : 126,1 et 153,9 ppm corrélant aux protons olgties 0y : 5,78 et 6,85 ppm)

Les corrélations observées sur le spectre 2D HM@BAISO-d6) permettent
d’attribuer a chacune des trois fonctions @Hl:(4,37, 4,73 et 5,35 ppm) les carbones qui les
portent ¢ : 66,8, 63,7 et 73,4 ppm) et de déduire I'enchakgm@ des atomes de carbones
constituant la partie cyclique de la molécule. Eetele proton oléfiniquedy : 6,85 ppm)
positionné erp de la cétoned; : 198,7 ppm) correle non seulement avec cetteatermais
aussi avec un CH hydroxyléd: 63,7 ppm, &) et un CH (&c : 44,0 ppm, & 04 : 1,80 et
2,39 ppm). La corrélation de ces deux derniersopot(H-5) avec le carbone quaternaire
hydroxylé @c: 73,4 ppm, @ ainsi qu'avec la cétone &:: 198,7 ppm (&, permet
d’identifier un cycle hexénone, et de mettre erdénce le point de liaison de ce cycle avec la
chaine aliphatique (hydroxylé en 2’) au niveau ditbone quaternairesCle composéda est
donc la 2',4,6-trihydroxy-6-[10Z)-heptadécenyl]-2-cyclohexénone, structure idergifpour

la premiere fois dans le regne végétal.

La structure relative de cette molécule, n'a pie étalement définie a l'aide des
constantes de couplages, difficilement évaluabfesaeson de la superposition des signaux
(quel gue soit le solvant deutéré utilisé). Nousrsvdonc poursuivi le reste de I'identification
par 'analyse du spectre NOESY réalisé dans le GOCAnalyse de ce spectre indique des
corrélations dans I'espace du proton H-4 a 4,59 ppet son voisin oléfinique H{3, : 6,86
ppm) d’'une part, et avec un seul des deux prgtongs par €(04a : 2,24 ppm) d’autre part.
Ce méme proton b étant le seul des 2 H-5 a corréler avec les g¢eatons H-1' de la
chaine aliphatique, il apparait que cette chainsi ajue H-5 et H-4 sont positionnés du
méme coté du plan défini par la cyclohexénone. eChitpothése est confirmée par la
constante de coupladg.eq= 5,0 Hz (dans le DMSO-d6) de,#3 (& : 2,39 ppmddd 13,6,
5,0, 1,7 Hz) avec H-4%( : 4,49 ppm).Concernant le carbone asymétrique CHOH en 2’, la
libre rotation de la chaine aliphatique qui le pp#insi que la non-lisibilité des constantes de
couplages de son proton H-2' (sous forme de meltiglel que soit le solvant utilisé ou la

température appliquée) ne permettent pas de détersa configuration.
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Figure 87 : Corrélations observées sur le spectre MBC du composé la (2',4,6-
trihnydroxy-6-[10’( Z)-heptadécényl]-2-cyclohexénone) (500 MHz, DMS@#6).

Figure 88 : Corrélations observées sur le spectreESY du composé 1a (500 MHz,
CDCly)

Le deuxiéme composé révélé par les spectres de RBIN'H ; °C) posséde des
signaux deux fois plus intenses dans le DM#8yue ceux de la molécule, ce qui permet

de mieux les distinguer.

Le spectre RMNH (500 MHz dans le DMSO-d6) du compdsg présente, dans la zone de
faible champ, deux signaux correspondant a desmsailéfiniques vicinauxdy : 5,49 ppm

(d; dvic = 10,2 HZ Imeta= 2,0 HZ) ey : 5,59 ppmdd; J,ic = 10,2 Hz,J = 1,4 Hz) ainsi que
des protons non aromatiques fortement déblindéssmondant a des fonctions OB}, {
4,20, 4,73 et 5,93 ppm) et au proton d’'un CH@H:(4,23 ppm) (Figure 89). Le reste du
spectre est constitué de nombreux protons aliplediglisposés en massifs ainsi que des deux
protons de la double liaison appartenant a la ehaambonée décrite précédemment (ou au
composéla), a I'exception de certains protons aliphatiquesigeasix isolés&, : 1,55, 1,82,
1,89 ppm).
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Figure 89: Spectres RMN'H dans le DMSOd6 (500 MHz) des composés 1a 1b

L'analyse du spectre de RMNE réalisé erd mod(500 MHz, DMSOd6) indique la
présence de deux carbones quaternaires: l'un g@ske déplacement chimique d’une
fonction hémi-acétald: : 98,1 ppm) et l'autre, est un carbone quaterrdergnction de cycle
(&c: 78,5 ppm) (Figure 90). Nous observons égalentemtsignaux de deux carbones
oléfiniques, a&¢ : 127,6 et 133,3 ppm ainsi que deux @h aromatiques (hydroxylés)a :
63,7 ppm et 75,8 ppm.
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Figure 90: Spectre de RMNYC réalisé enJ mod (500 MHz, DMSO-d6) des composés 1a
1b

Les corrélations observées sur le spectre 2D HIOMSO-d6) permettent, en outre,
d’attribuer a chacun des carbones de la chainewéebles protons qui les substituent ainsi
que de distinguer deux GHle déplacements élevég 41,8 et 44,3 ppm) n'appartenant pas

a la chaine mono-insaturée.

Le spectre HMBC (Figure 91), quant a lui, permeitttibuer a chacune des trois fonctions
OH (04 : 4,20, 4,73 et 5,93 ppm) le carbone qui la p@te 78,5, 63,7 et 98,1 ppm) et nous

renseigne sur la position des difféerents groupestionnels. En effet, nous observons la
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corrélation des protons vicinaux oléfiniqués ( 5,49 et 5,59 ppml,ic = 10,2 Hz) avec le
carbone hémi-acétaliquéd(: 98,1, G ppm) d’'un coté et un CHOH{ : 63,7 ppm, @) de
l'autre coté. Le proton porté par ce dernidy (4,23 ppm) correle avec un gkby : 41,8

ppm) et avec le carbone quaternaire de jonctiotydie décrit précédemmerdi(: 78,5 ppm,

Cs). Cette ensemble de 6 carbones compose un cyxémigee substitué par trois fonctions
OH (en position 1, 4 et 6).

Figure 91 : Corrélations observées sur le spectreMBC du composé 1b (500
MHz, DMSO-d6)

Par ailleurs, la corrélation HMBC du carbone hépstalique (@) avec le proton K
(&4 : 3,80 ppm), et les corrélations de ce derniecdweCH en 1’ @c : 44,3 ppm) et avec le
carbone de jonction de cycles ©78,5 ppm) mettent en évidence l'existence d’'ucley
furanique accolé au cyclohexéne. Nous observonierégat de nombreuses corrélations du
carbone en position 2’ avec les signaux de la ehaliphatique & compris entre 1,25 et 1,35
ppm) prouvant que ce carbone est le point de had® la chaine aliphatique avec la partie
cyclique de la molécule (Figure 92).
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Figure 92 : Corrélations HMBC (500MHz, DMSO-d6) ducarbone hémi-acétalique ¢ de
1b

Le reste de la chaine aliphatique mono-insaturgte iechangé dans les deux cas (les

signhaux de ces deux moléculgéa,et1b, étant confondus dans cette partie du spectre).
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La détermination de la configuration relative dunpmsélb peut étre indiquée par

différentes analyses spectrales :

la constante de couplage dg-%(J = 5,2 Hz) caractérise une constante
axiale-équatoriale par rapport a H-4

les corrélations figurant sur le spectre NOESY dabxCl; de H-5 Oy :
2,26 ppm) avec H-4%( : 4,53 ppm) et K1’ (o4 : 1,90 ppm), ainsi queH

1’ avec les protons aliphatiques en &, ( 1,50 et 1,66 ppm) permettent de
positionner ces protons du méme coté par rapporscuelette de la
molécule

les corrélations signalées par ce méme spectre NGQEBCI3) entre H-

1" (64: 2,11 ppm) et H-2'&, : 3,99 ppm), qui seraient de I'autre coté du
plan du cycle furanique par rapport aux protonésgiirécédemment

enfin, si nous considérons les corrélations NOE&isde DMSQCd6 (bien
gue ce solvant interagisse fortement avec les ifmmcbxygénées) entre les
protons OH-1 &y : 5,93, intégrant pour 1 proton),A (&4 : 1,55 ppm) B

1" (04 : 1,82 ppm) et H-3'&, : 1,42 et 1,55 ppm) d’'une part et de OH-6
(&4 : 4,20, intégrant pour 1 proton) aveg-H (&4 : 1,82 ppm), nous
pouvons déduire que la chaine aliphatique et Olhdi gue H-5 et OH-6
sont orientés vers le méme c6té du cycle furaniQette hypothése est
confirmée par la corrélation dg,’ (o4 : 1,89 ppm) avec H-29( : 3,80)
qui eux, sont orientés dans l'autre sens et neelemtr donc pas avec les
protons cités précédemment (Figure 93).

Figure 93 : Corrélations observées sur le spectreQESY du composé 1b (500 MHz,

CDCls3, et
cyclohexene

DMSO-d6)  1,4,6-trihydroxy-1,2’-époxy-6-[10’@)-heptadécényl]-2-
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Le composdb provient de la cyclisation de la formia par attaque nucléophile de
I'alcool en G- sur la cétone en;@énérant ainsi une forme hémi-acétalique en ptimpor

variable suivant le solvant ou la température.

Tableau 19 : Déplacements chimiquesH NMR et **C NMR (500 MHz) de 1a et 1b dans
le DMSO D¢

laPositions| &¢c ppm On ppm,J (Hz) 1b Positions| dc ppm On ppm,J (H2)
1 198,7 1 98,1 5,93s, OH
2 126,1 5,78dd, 10,2, 1,7) 2 127,6 5,49dd, 10,2, 2,0)
3 153,9 6,85dt, 10,2, 1,7) 3 133,3 5,59dd, 10,2, 1,4)
4,49, m 4,23,m
N 63,7 4,73 @, 5,5, OH) N 63,7 4,73 6 OH)
1,80 fn, Hy) 1.55,m, H,
2 440 | 539 @dd, 13,6, 5.0, 1,74 2 418 | 1 94¢dd 12,8, 5.2, 1.24,)
6 73,4 5,35s, OH 6 78,5 4,20s, OH
, 1,60 @d, 14,7, 9,7H,) , 1,82'm, H,
1 43,6 1,78 (i, 14.7. 2.4H,) ! 44,3 1.89.m H,
o s6.6 3.72.m 2 75,8 - 2,280, :I
' 4,37 ¢, 6,0, OH - 42,m, H,
d ) 2 38,0 1,55,m H,
4'-8' 25,5-29,7 1,21-1,3m 4'-7 25,5-29,7 1,21-1,35m
9' 27,0 1,99m 9' 27,0 1,99m
10'-11' 130,1 5,34n 10'-11' 130,1 5,34n
12' 27,0 1,99m 12' 27,0 1,99m
13'-14' 25,5-29,7 1,21-1,3/ 13'-14' 25,5-29,7 1,21-1,35m
15 31,6 1,21-1,35m 15 31,6 1,21-1,35m
16’ 22,6 1,21-1,35m 16’ 22,6 1,21-1,35m
17" 14,4 0,861( 7,1) 17" 14,4 0,86t, 7,1)
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Tableau 20 : Déplacements chimiquesH NMR et **C NMR (500 MHz) de 1a et 1b dans
le CDC|3

la Positions &: ppm oy ppm,J (Hz) 1b Positions dc ppm oy ppm,J (Hz)
1 201,8 1 98,1
2 125,8 6,05dd, 10,1, 0,5) 2 126,4 5,64,dd, 10,2, 2,0)
3 149,6 6,86ddd 10,1, 4,2, 1,2) 3 133,8 5,83dd, 10,2, 1,4)
4 63,6 4,594, 8,2, 4,2) 4 64,6 4,53m
2 403 1553 Odé,ij,,gn,, ;,31, 1,3, 5 2 405 1596 Oda,eslgz,,rg: ?az 125
6 74,2 6 79,0
R v | ws | 10ELEZSST
2' 69,1 4,10m 2’ 75,8 3,99m
48 | 251-29,7 1,22-1,33m 3 38,0 1122121 l'j:
9' 27,2 2,05m 4-7' 25,5-29,7 1,2-1,33m
10-11" 130,2 5,37 9' 27,2 2,05m
12 27,2 2,05m 10-11 130,2 5,37
13-14' 25,5-29,7 1,22-1,33m 12' 27,2 2,05m
15' 22,6 1,22-1,33n 13-14 25,5-29,7 1,22-1,33m
16' 31,6 1,22-1,33n 15' 22,6 1,22-1,33n
16’ 31,6 1,22-1,33n
17 14,4 0,86t( 7,0)
17 14,4 0,86t( 7,0)

4.3. ldentification du composé 2

Les analyses en spectrométrie de masse hautetiésdale type ESI-Q-TOF-SMHR
révélent un ion quasi-moléculaire de m/z = 383,@13H") (avec une précision de 8 ppm)
correspondant a la formule brute;84,0,. Ce composé se présente sous la forme d’'un corps
gras transparent optiquement actif, 1°o = + 35° (CHCH4, ¢ : 1,1). Son spectre infra-rouge se
caractérise par des maxima d’absorptian,@ax 3343 (large bande d’absorption des fonctions
alcools), 3005 (insaturations), 2925, 2854, 168651lcm’ (chaine carbonée). Le spectre UV
se compose de maxima d’absorption“d " max (Ioge): 293 (2,06), 242 (2,24) nm.

Le spectre de RMNH (500 MHz, DMSO€6) du compos@ est proche de celui du
composéla, a la différence de I'absence de cétone conjudiese protons oléfiniques
considérés sont moins deéblindédy: 5,36 et 5,62 ppm) et dune fonction OH
supplémentaire. Ce spectre est partagé en deulegpdiine constituée de signaux de
déplacements chimiques plus élevés (3,83 < 5,62 ppm) par rapport a lI'autre (0,88x<
2,03 ppm) (Figure 94).

122



La premiére zone regroupe les signaux de deux dsuialisons &, : 5,62 ppmd, Jiic : 10,3
Hz ; etdy : 5,36 ppm,dt, J = 10,3, 1,8 Hz) etd;: 5,32 ppm, 2Hm, correspondant a
l'insaturation de la chaine alkyle décrite précédwmt). Cette partie du spectre comprend
également de multiples signaux correspondant aotops de fonctions OH{ : 4,20, 4,60,
4,94 et 4,95 ppm) ainsi qu’aux protons directenpamtés par 3 des carbones hydoxylés (de
déplacements inférieure®y : 3,78, 3,81 et 4,20 ppm).

La seconde zone de ce spectre, de haut champupsgdes protons aliphatiques appartenant,
pour la plupart, a la chaine mono-insaturée, avedqges protons aliphatiques de signaux

isolés §y : 1,42, 1,62, 2,03 ... ppm).

CH, aliphatiques
#] &fini Me
H oléfinique -

1 de la,chaine H vicinaux de

i I'insaturation

i O< -~ CHOH de la chaine
o ( l M JL ' L jk

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 2 [ppm]

Figure 94 : Spectre de RMN*H (500 MHz, DMSO-d6) du composé 2

L’analyse du spectre de RMNE réalisé en) mod (500 MHz, DMSO€6) (Figure 95)
indique la présence de quatre CH oléfiniqués : 129,3 et 132,7 ppm ainsi qde : 129,6
ppm (2 C), ce dernier comprenant les deux carbot@miques de la chaine insaturée. Le
spectre présente également les signaux d’'un atedaire ©c : 73,3 ppm), de trois alcools
secondairesé: : 63,9, 66,2 et 70,3 ppm) ainsi que ceux d'unz@Hde nombreux CH

appartenant a la chaine carbonée, hormis 2deHléplacements plus élevés (42,5 et 46,2

ppm).
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CHOH L H“il
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Figure 95 : Spectre de RMN*C du composé 2, réalisé efimod (500 MHz, DMSO-d6)
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Les corrélations observées sur le spectre 2D HSRKRISO-d6) permettent, en outre,
d’attribuer & chacun des carbones de la chaineréebmono-insaturée les protons qui les
substituent ainsi que de distinguer les deux @&l déplacements élevéx: ( 42,5 et 46,2
ppm) portant les protonsd, : 1,32 ; 2,03 ppm edy: 1,42 ; 1,62 ppm. Ces corrélations
permettent également de déduire les déplacememstspagons portés par les carbones
hydroxylés & : 3,81, 4,20 et 3,78 ppm) et des CHOH considédés 63,9, 66,2 et 70,3
ppm).

L’analyse du spectre HMBC permet d’attribuer a cleafpnction OH & : 4,20, 4,60, 4,94 et
4,95 ppm) le déplacement chimique du carbone awllecest fixée § : 70,3, 63,9, 66,2 et
73,3 ppm). Ce spectre met aussi en évidence lglaban de la double liaison non incluse
dans la chaine carboné&® ( 5,62 et 5,36 ppml,. : 10,3 Hz, de configuratioB ) avec, d’'un
coté, le carbone quaternaire hydroxy® (73,3 ppm, @), et de l'autre coté, deux CHOH
(0c: 70,3 et 63,9 ppm: Let G). Nous observons également la corrélation du cerbo
quaternaire €avec les protons des deux £ite déplacements élevés ( 42,5 et 46,2 ppm).
Ces deux derniers se différencient grace, d’'unegpkaur forte corrélation pour les protons de
la chaine aliphatique (concernant le Céh 1', 0c: 46,2 ppm) et d’autre part, grace a la
corrélation du Chlen 6 ¢ : 42,5 ppm) avec les 2 protons géminaux des fonstOH e
et3 de la double liaison (Figure 96).

Cet ensemble de données permet d’identifier unecliekéne-triol substitué par une
chaine carbonée au niveau du carbone iCs’agit du 1,4,5,2'-tétrahydroxy-1-[1Q&}-

heptadécényl]-2-cyclohexéne encore inconnu daregiee végétal.

Figure 96 : Corrélations observées sur le spectre MBC du composé 2 (500 MHz,
DMSO-d6)
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La configuration relative de la molécule n'a pueéseulement identifiee avec
I'interprétation des constantes de couplages (636 ppm d¢t, 10,3, 1,8), i§6 : 2,03 (d,
13,2, 5,2 Hz) et H-1': 1,42( 14,5 Hz, H) ;1,62 @d, 14,5, 10,2 Hz, k) qui ne concernent
que des protons éloignés les uns des autres etwuicide nombreux protons aux signaux
indéterminés (quel que soit le solvant utilisé)aht@oins, les corrélations observées sur le
spectre NOESY (CDG) entre différents protons de la chaine aliphati¢ye: 1,57, 1,88,
4,09 ppm correspondant aux protons en 1" et 25,6 (04 : 2,42 ppm), ainsi quey-b avec
H-5 (04 : 4,54 ppm) et H-5 avec H-&(: 4,03 ppm) démontrent que ces différents protons
sont situés d’'un méme coté par rapport au cyclérigye. Cela nous permet de supposer la

configuration relative suivante (Figure 97).

R : GisHzo

HO OH

Figure 97 : Corrélations observées sur le spectre®ESY du composé 2 (500 MHz,
CDCl3) (1,4,5,2'-tétrahydroxy-1-[10’'(Z)-heptadécényl]-2-cyclohexéne)

4.4. ldentification du composé 3

Les analyses réalisées en spectrométrie de masterBaolution de type ESI-Q-TOF-
HRMS révelent la masse d’un ion quasi-molécula{d+Na’) = 421,299 (avec une précision
de 14 ppm) correspondant a la formule brute du cm®p C,3H4.0s. Ce composé possede
I'aspect d’un corps gras translucide polarisariutaiére (] 5 = - 9,6° (CHC}, ¢ : 1,6)).
Son spectre infra-rouge présente des maxima d’ptieoravmax 3524, 3382, 3200 (larges
bandes des fonctions alcools), 2925, 2854, 1735 tai' (chaine carbonée).

Le spectre RMNH (500 MHz dans le DMSO-d6) du compd&é&Figure 98)présente
des signaux similaires a ceux observés pour laguldéb, a la différence d’'une fonction OH
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supplémentaire et de I'absence d’'une des deuxuirsains. Ce spectre est partagé en deux
parties, une zone de signaux de résonance a feltdenp, avec la présence de quatre
fonctions OH &4 : 3,61, 4,24, 4,27 ppm) dont un plus déblindl¢:(5,65 ppm), appartenant a
une fonction hémi-acétalique) ainsi que les protdirectement portés par les carbones
hydroxylés (moins déblindés,ds : 3,61 et 3,64 ppm). Nous observons également cisties
partie du spectre les signaux des deux protongméés de la chaine mono-insaturég {
5,34 ppm).

La partie de plus haut champ est constituée demnmaliphatiques de la chaine mono-
insaturée ainsi que de certains signaux isolégspondant aux protons de 3 &, : 1,65 et

1,97,d, Jgem= 14,5 Hz;0y : 1,53 et 1,77d, Jgem= 13,5 Hz ; edy : 1,72 et 1,95 ppm).

H aliphatiques de la chaine
g H oléfiniques
- de la chain Me
s | L. OH CHOH
- hémi-
1 acétal
H, u
_ o L ) -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 a 3 z [ppm]

Figure 98 : Spectre RMN*H (500 MHz dans le DMSOd6) du composé 3

L’analyse du spectre de RMNE réalisé ed mod(500 MHz, DMSO€6) indique la
présence de deux carbones quaternaires (en joragia@yclesdc : 77,7 et 101,4 ppm) dont
un carbone hémi-acétalique (déplacement chimiqrectéistique &c : 101,4 ppm) (Figure
99). Nous observons également les signaux des derbones oléfiniques de la chaine
insaturée & : 130,2 ppm), de trois CH{ : 67,4, 69,2 et 75,0 ppm) ainsi que des carbones
appartenant a la chaine aliphatique, hormis cert@ii, de déplacements chimiques plus
élevés §c : 37,2, 37,5 et 43,5 ppm).
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Figure 99 : Spectre du composé 3 de RMKC réalisé enJ mod (500 MHz, DMSO-d6)

Les corrélations observées sur le spectre 2D HSRKISO-d6) permettent, en outre,
d’attribuer a chacun des carbones de la chainewéebles protons qui les substituent ainsi
que d’attribuer aux trois Cklde déplacements élevég ( 37,2, 37,5 et 43,5 ppm) les protons
qu’ils portent :&y: 1,65, 1,97 / 1,53, 1,77 et 1,72, 1,95 ppm. Gasétations permettent
eégalement de déduire les déplacements de deuxnpr@e: 3,61 et 3,64 ppm) substituant

deux carbones hydroxyléd(: 69,2 et 67,4 ppm).

L’analyse du spectre HMBC (Figure 100) permet deiger les déplacements chimiques des
carbones substitués par les fonctions @H: 67,4, 69,2, 77,7 et 101,4 ppm corréladba:
4,24, 3,61, 4,27 et 5,65 ppm). La suite de l'idegdtion structurale repose sur I'analyse des
corrélations des protons des 3 L6t : 37,2, 37,5 et 43,5 ppm) cités préecédemment.fieh e
les protons déy : 1,65, 1,97 ppmd Jgem= 14,5 Hz, liés au Cit &c : 37,2 ppm) correlent
d’'une part avec le carbone hémi-acétalighe: (101,4 ppm) et d’'autre part avec le CHOH
(&c : 69,2 ppm) formant un enchainement de trois caboDe plus, les protons 8g: 1,53
ppm @d, Jgem= 13,5 HZ,Jaxeq= 4,1 Hz, H) etdy : 1,77 ppm dd, Jgem= 13,5 HZz,Jax-ax 10,6,

Hz, Hy) liés au CH: &c : 37,5 ppm, correlent d’'un coté avec un CH®@H (67,4 ppm) et de
'autre avec un COH quaternair@:( 77,7 ppm, de jonction de cycle). Enfin, les prns de
Oq: 1,72 et 1,95 ppm liés au Gibc : 43,5 ppm) corrélent avec le méme COH quaternaire
dernierement citéd¢ : 77,7 ppm) ainsi qu'avec un Ch(: 75,0 ppm) dont les corrélations
avec les protons aliphatiques de la chaine carbpr@event qu'il est le point de jonction
entre le cycle et la chaine. Nous pouvons dondiétamchainement de trois groupes de trois

carbones (dont deux on un carbone commug a77,7 ppm) (Figure 100).
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Figure 100 : Corrélations observées sur le spectrdMBC du composé 3 (500 MHz,
DMSO-d6) (1,3,4,6-tétrahydroxy-1',2’-epoxy-6-[10'¢)-heptadécényl]-cyclohexane)

Les corrélations du carbone hémi-acétaliquédec : 101,4 ppm) avec OH-B{ : 5,65 ppm);
OH-6 0y : 4,27 ppm); H-3& : 3,61 ppm ) ; B2 (04 : 1,65 ppm) ; B2 (04 : 1,97 ppm) ;
Ha5 (On: 1,53 ppm) et K5 (04 : 1,77 ppm) permettent d’identifier la structurerdcycle
hexanique tétra-hydroxylé lié & un cycle furanigoenme en témoigne la corrélation de C

avec H-2' @y : 3,82) a travers le pont oxygéné du cycle furaaifFigurel01).
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Figurel01 : Corrélations HMBC du carbone hémi-acétaliquelu composé 3 (DMSQCd6)

La configuration relative du compo8¢é est partiellement identifiée grace a plusieurs

informations fournies par les analyses RMN (dariBN&O-d6) :

- les constantes de couplages observées pour H-dstiop axiale @y :

3,64 ppm @d, Jax-ax= 10,6 Hz etlay.eq= 4,1 Hz) sont communes aux deux

protons vicinaux H-5dy : 1,53 ppmdd, Jgem= 13,5 HZ Jaxeq= 4,1 Hz, H
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en position équatoriale) & : 1,77 ppm @d, Jgem= 13,5 Hz,Jax-ax = 10,6
Hz, H, en position axiale)

- les corrélations observées sur le spectre NOES$ aiDMSO€d6, bien
gue ce solvant génére de nombreuses interacticets las fonctions OH,
sont les seules informations dont nous disposonsr pmablir une
configuration relative de la molécule. Ces coriétat ont lieu entre 2
(&4 : 1,65 ppm) et H-4&; : 3,64 ppm) ainsi que b (04 : 1,53 ppm) avec
OH-6 04 : 4,27 ppm, intégrant pour un proton), OH-6 avgdHdy : 1,72
ppm), et H-1' avec les deux premiers protons de la chaiphalique H-3’
(On : 1,42 et 1,59 ppm) démontrent que cet ensembfgatens est orienté
vers un méme coté de la structure cycligue. Cegatidns sont vérifiées
par la corrélation de H-2%( : 3,82 ppm) avec H1’ (o4 : 1,95 ppm), qui
ne partagent pas d’autres corrélations avec legsaprotons et seraient
donc orientés dans l'autre direction par rapportyale furanique (Figure
102).

Cependant, le manque de constantes de couplage fatble corrélation de deux
fonctions OH sur les spectres NOESY empéchent terménation compléte de la structure
relative du compos&. De plus, il faut rappeler que les NOESY enregsstitans le DMS@6

demeurent hypothétiques pour les fonctions OH.

Figure 102 : Corrélations observées sur le specttdOESY du composé 3 (500 MHz,
DMSO-d6)
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Tableau 21 : Déplacements chimiquedd NMR et **C NMR (500 MHz) des composés 2,
3 dans le DMSO IR

2 3
Positions | > PP S ppm, J (Hz) Positions S ppm 51 ppm,J (Hz)
1 73,3 4,95s, OH 1 101,4 5,655, OH
1,65 @, 14,5, H);
2 132,7 5,624, 10,3) 2 37,2 1976, 145, 1)
3 129,3 5,364t 10,3, 1,8
q ) . 60.2 3,61,m
3,61,m, OH
3,81,m
4 703 4,20,m, OH
22 m 4 674 3,64 (d, 10,6, 4,1)
’ 4,24 @, 5,7, OH)
5 63.9 4,20,m
’ 4,60 O, 5,8, OH) 5 37 5 1,53 dd, 13,5, 4,1, @
’ 1,77 @d, 13,5, 10,6, )
1,32,m, H,
6 42,5 203 (4,132, 5.2, 1) 6 77,7 4,27s, OH
, 1,42 @, 14,5, H) , 1,72, 3,3, H)
1 462 | 162dd 14,5 10,2, i) 1 435 1,95.m, Hy
‘ 3,78,m .
2 66,2 4.04m OH-2 2 75,0 3,82m
, , 1,42,m, H,
3 38,5 1,20-1,36M 3 38,1 150 m He
4 25,1 1,20-1,36m 4 26,0 1,21-1,33m
58’ 28,3-29,2 1,20-1,36n 5'-8' 28,7-29,6 1,21-1,33n
o 26,6 1,98m o 27,1 1,99m
10-11' 129,6 5,32m 10-11' 130,2 5,34m
12' 26,6 1,98m 12" 27,1 1,99m
13-14' 28,3-29,6 1,20-1,36n 13-14' 28,7-29,6 1,21-1,33n
15' 22,1 1,20-1,36mM 15' 22,6 1,21-1,33m
16' 31,2 1,20-1,36m 16' 31,6 1,21-1,33m
17" 14,1 0,851 7,0) 17" 14,4 0,87  7,1)

Qs
I

Composé (2)

Composé (3)
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Tableau 22 : Déplacements chimique®d NMR et **C NMR (500 MHz) des composés 2,
3 dans CDC} (composé 2) ou CBOD (composé 3)

I%ositions 8c ppm o4 ppm,J (Hz) :;ositions Sc ppm S ppm.J (Hz)
1 73,5 1 101,9
2 132,5 5,87dd, 10,3, 1,6) 2 37,6 i:gg:m: EE
3 129,3 5,614t 10,3, 2,1)
3 68,8 3,81m
4 70.3 4,03 @dd, 2,2, 4,3)
4 70,9 3,78m
z 65,3 4,54m - 5, | 18300 148381
’ 213 (d, 14,8, 3,2, i)
6 423 2.42 é&é,l?fsr?é,Hz,g, i) 6 9.3
v 58 | Togddies 106 | " s | Torm i
> 68,2 4,09m > 77,5 3,96 (qd, 8,8-6,8)
3 38,6 1,45-1,55m 3 39,3 i‘:gs:m; EE
4' 25,1 1,20-1,36m 4'-8' 30,1-30,9 1,21-1,33n
5'-8' 28,3-29,2 1,20-1,36n 9' 28,2 1,99m
9' 27,3 2,03m 10'-11' 130,9 5,30m
10'-11' 129,8 5,37m 12 28,2 1,99m
12' 27,3 2,03m 13'-14' 30,1-30,9 1,21-1,33n
13'-14' 28,3-29,6 1,20-1,36n 15 27,1 1,21-1,33m
15' 22,1 1,20-1,36m 16' 23,8 1,21-1,33m
16' 31,6 1,20-1,36mn 17 15,1 0,92 7,1)
17 14,1 0,85( 7,0)
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5. Activité biologiqgue des composés isoles dd.

guianensis

Afin de mieux comprendre l'intérét thérapeutigue THeguianensisil nous a paru
nécessaire de rappeler quelques généralités deishamaniose, maladie pour laquelle cette

plante est également utilisée en médecine traditibe guyanaise.
5.1. Rappels sur la leishmaniose

Tous comme |€’lasmodium le Leishmaniaest un parasite protozoaire. Il est transmis a
'homme (et a d'autres mammiféres) par un insecte: phlébotome (moucheron
hématophage) et infecte les macrophages (Figurg 1@3genreLeishmaniaappartient a
'embranchement des Sarcomastigophora, classe desnastigophorasida, ordre des
Kinétoplastidés et famille des Trypanosomatidea.denbreuses espéces existent et sont
responsables de pathologies bénignes dans le safodees cutanées localisées, ou trés
graves voire mortelles pour les formes cutanédasdi§, viscérales ou muqueuses. L'espece
testéein vitro dans notre travail est. amazonensiggsponsable de leishmaniose cutanée en

Amérique du Sud.
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Figure 103 : Cycle biologique des parasites du gemteishmania
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5.2. Activites antiplasmodiale, anti-leishmanienneet
anti-bactérienne des quatre composes isolés dapirira

guianensis

Afin d’évaluerin vitro les activités biologiques pour lesquelleapirira guianensisest
utilisé en médecine traditionnelle, nous avongtésktrait CHCI, et les composés isolés sur
d’autres pathogenes quire falciparum([Trager, 1976 ; Desjardins, 1979 ; Benoit, 1995 ;
Valentin, 1996, 1997] Il s’agit deLeishmania amazonendiSereno, 1997] et de certaines
bactéries $taphylococcus aureusS. epidermidiset Esherishia co)i et du champignon

responsable du mugu&gndida albicans[Dembry, 1997]

Tableau 23 : Activités antiplasmodiale et anti-lelismanienne de I'extrait CH,Cl, et des
quatre composes isolés dEapirira guianensis

. ] Leishmania . Index de sélectivité
Plasmodium falciparum _ Cytotoxicité o .
Clas (UM) amazonensis Clas (UM) (cytotoxicité / anti-
sotH Clgo(UM) sotH parasitaire)
Soucheg LMA
F32 FcB1 LMA cl1 MCF-7 F32 FcBl "
. c
Echantillon
la +1b 4,7+0,3 54+1,7 1,0+0,1 68+02 14 13 68
2 86,4 +2,6 92,9+1,3 95,5 + 22,2 348+7706 04 04
3 101,8+3,8 159,5+138 90,4+7,5 741+63L1 21 08
Extrait 18,0+ 3,0 27,0+1,0 38525 2,3+0,3 0.7 01 01
CH.ClI, pa/ml pa/ml pa/mi pag/mi
Chloroquine 60x10° 0,14 n.d. >100  nd  nd.  nd
Doxorubicine n.d. n.d. n.d. 0,4 nd. nd. n.d.
Amphotericine B n.d. n.d. 0,3 n.d. nd. nd. n.d.

Les expériences ont été réalisées en doublons.
(n.d. : non déterminé)

Nous observons une activité antiplasmodiale etlargihmanienne maximale pour le mélange
la 1h Les deux autres composés ne sont pas actifsecoes parasites. De plus, nous
remarguons que l'activité et la sélectivité sonispintéressantes contce amazonensiés :
6,8, Cko: 1,0 uM, proche du témoin a 'amphotéricine B) goatreP. falciparum(Clso: 4,7
UM pour la souche chloroquino-sensible F32 ey Cb,4 UM pour la souche chloroquino-
résistante (FcB1), avec un index de sélectivité anaye 1,3). Or, I'extrait C¥Cl; initial est
plus actif contreP. falciparumque surL. amazonensisCette différence d’activité entre
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I'extrait brut et les composés isolés peut étreligupe par I'éventuelle présence d’autres
molécules antiplasmodiales non isolées, ou patiViee complémentaire ou synergique de
ces molécules qui seraient peu actives séparément.

Tableau 24 : Activités anti-bactérienne de I'extrai CH,Cl, et des quatre composés isolés
de Tapirira guianensis

Germes Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
aureus aureus epidermidis epidermidis
Echantillon Clso (UM) CB (uM) Clso (M) CB (uM)
la+1b 75,4 150,8 17,6 35,2
2 n.a. n.a. n.a. n.a.
3 n.a. n.a. n.a. n.a.
Extrait
250 pg/mi 500 pg/mi 250 pg/mi 500 pg/mi

CH,Cl,
Méthiciline 2,0 5,0 2,0 5,0

Deux séries d’expériences ont été réalisées posumela bactéricidie (BC) et la concentration lxitnice & 50
% (Clso)-

CB : concentration bactéricide

n.a. : non actif.

Nous observons dans ce tableau (Tableau 24) quactieité bactéricide intéressante est
obtenue avec les composks 1b contre 2 espéces de staphylocodgbeaureusCB : 150,8
UM, et surtout contr&. epidermidisCB : 35,2 uM, proche de l'activité de la méthi).
Aucune activité n’est décelée pour les comp@séis3, ou contreEscherichia coliet Candida
albicans

Malgré les similitudes structurales des quatre awsép, seul le mélandea 1b et I'extrait
brut sont actifs sur les parasites et les gerras®d. Ces résultats confirment les usages
traditionnels de la plante en application exteroat® la leishmaniose et autres infections
cutanées, et pas contre le muguet (d@ardida albicansqui impliquerait peut étre un autre

type d’extraitfAgripino, 2004].

Concernant I'activité antiplasmodiale, (sur F325,€14,7 UM ; et sur FcB1, 6= 5,4
M) nous constatons qu’elle est moyenne et pewtséde En revanche, cette activité est a la
fois présente contre la soucheRlefalciparumrésistante a la chloroquine (FcB1) et contre la
souche chloroquino-sensible (F32).
L’activité anti-bactérienne des composeés isolésegatement intéressante car elle concerne
des germes pouvant donner lieu a des infectionanéat $. aureuset epidermidi3,
infections pour lesquelles la cytotoxicité du remesst de moindre impact puisque son
application est externe.
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Enfin, I'activité biologique valorisant au mieux sceomposés est l'activité leishmanicide
(Clsp = 1,0 uM) surLeishmania amazonensigesponsable d’affections cutanées et cutanéo-
mugqueuses.

Les effets secondaires potentiels de cette drogisea sa cytotoxicyté (€l de I'extrait
CH.Cl, = 2,3 pg/ml) sont limités car son application egeme et I'activité recherchée est
sélective [Suffness, 1988] De plus, l'arsenal thérapeutique actuel utilisente la
leishmaniose est pauvre (dérivés d’antimoine, peitiae, amphotéricine B...) et génere de
nombreux effets secondairdapirira guianensisespece trés répandue en Ameérique du Sud,
représente donc une alternative thérapeutique démdile contre la leishmaniosetanée et
ses éventuelles sur-infections a staphylocoque aémette maladie.
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F DISCUSSION ET CONCLUSION

1. Sélection botanique et chimique des substancestiges par

bioguidage

L’évaluation de l'activité anti-paludique d’'une pta est complexe et requiert de nombreux
outils d’analyse. Dans le cas de cette étude,idaffté d’'une plante a été démontrée par
I'activité in vitro de I'un de ses extraits contPe falciparum Il est certain que de nombreuses
plantes ne répondent pas de maniére positive gpeede test mais possedent tout de méme
une activité contre le paludisme (plantes soigiansymptomatologie de la maladie ou
potentialisant d’autres drogues...). La notion dtH6ité d'une plante est également
dépendante du type de médecine dans laquelle stllengployée, elle varie donc selon les
cultures. En conséquent, nous ne pouvons absolupasnaffirmer que les plantes inactives
sur P. falciparum in vitro, sont dénuées d’efficacité contre le paludismeari®ins la
reproductibilité, la simplicité et l'objectivité detestsin vitro permettent une sélection
rationnelle des plantes potentiellement anti-pajues.

1.1. Intéréts du bioguidage

Le bioguidagein vitro (sur P. falciparun) est une technique de recherche qui s’est
aveéerée indispensable au cours de ce travail. En, édl tests biologiques ont non seulement
permis la sélection d’especes végétales biologigmenactives, mais aussi d’orienter la
purification et lisolement des molécules antiplasiiales. La relative simplicité et
reproductibilité de ces tests (fondés sur la coemm des professionnels engagés) ont mené a
I'élaboration d'un travail scientifique intégrané agnaniere complémentaire la biologie et la
phytochimie. Cependant, le bioguidage posséde igegtaimites qu’il est important de

préciser afin de mieux interpréter les résultatsmis.
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1.2. Limites du bioguidage

1.2.1.Limites du bioguidage inhérentes a la purification

des principes actifs (« limites phytochimiques »)

L’analyse globale des résultats obtenus montre«wperte d’activité » au cours des
purifications par rapport aux résultats théoriquenévus. En effet, si nous considérons le
cas deP. cuspidata nous constatons une sgldu totum alcaloidique de 3,5 pg/ml. Or, le
composé majoritaire et le plus actif est caraatépar une Gb antiplasmodiale de 0,6 pg/ml
seulement, alors qu’il représente moins de 1 %otunt alcaloidique (sa &lthéorique aurait
du étre inférieure a 3,5/100 = 0,035 pg/ml). L'aité antiplasmodiale n’évolue donc pas de

maniere linéaire au cours des purifications.

Différentes raisons d’ordre pharmacologique ou mluespeuvent expliquer ces aléas.
- Un extrait total renferme de trés nombreuses md&cuqui, testées

séparément peuvent n'avoir que trés peu d'actiid@ns le cas de
molécules possédant des effets synergiques (&stigdntre le parasite sur
une méme voie métabolique) ou des effets de patmatiion (activités
contre le parasite sur des voies différentes etptémmentaires)Aiache,
1978] nous observons une activité anti-parasitaire phportante lorsque
ces molécules sont testées ensemble. La purificakiotels composés ne
conduit donc pas a une concentration linéaireatgiVité.

- La purification de composés implique parfois desimalations dénaturant
les principes actifs. Par exemple : des substaactges volatiles peuvent
s'évaporer a l'air ambiant ou a [I'évaporateur iibtatdans le cas
d’extractions a chaud, la température peut altdes composeés ;
I'utilisation d’acides ou de bases (dans les exitvas d’alcaloides) peut
hydrolyser certaines structures ; des impuretésobtants réactifs peuvent
modifier les molécules isolées... Tous ces parameggserimentaux
agissent donc sur [I'évolution de [I'activité biolgge au cours des

purifications.
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1.2.2.Limites du bioguidage induites par les tests

biologiques

Les tests utilisés lors du bioguidamevitro doivent étre simples et rapides et sont
souvent peu représentatifs des conditions natardllans notre cas, le test standard employé
sur P. falciparumne concerne que la partie endo-érythrocytaireyilecdu parasite. Or un
certain nombre de principes actifs agissent égalerser la période exo-érythrocytaire du
cycle. Enfin, il existe également de nombreux ppes actifs qui interagisse indirectement
sur le métabolisme enzymatique de I'h6te ou quessitent une transformation enzymatiques
avant d'étre actifs (comme les prodrogues). Pasé@gument, les résultats obtennsvitro ne
sont pas totalement représentatifs de I'activitB-paludique de I'échantillon. De plus, les
souches dePlasmodium utilisées ne sont pas sauvages, et les conditiensculture
(parasitémie, milieu...) sont peu comparables auxditioms biologiques naturelles. La
singularité des conditions de culturevitro permet d’expliquer bon nombre d’échecs lorsque
I'on essaie de transposer les résultats au mondeviwo ».

Par ailleurs, les tests vivo font également intervenir deux autres parameét@ggeums
induisant la variabilité des résultats, il s’agé h biodisponibilité et de I'individualité. En
effet, l'activité d’'une substance est modulée pam administration, sa distribution dans
'organisme, son métabolisme et son éliminationcela de maniere variable suivant les
especes et les individus. La sensibilité a la meladrie elle aussi suivant les individus, y
compris au sein d'un méme clone. De plus, I'esphxi@lasmodiurnutilisée dans les tesis
vitro (P. falciparun) est différente de celle employée vivo (P. vinckei petteér Dans ces
conditions, il est compréhensible qu'un test réalssir un étre vivant soit d’autant plus
incertain que cet étre vivant possede un organmlexe.

Enfin, toute plante ou substance anti-paludiqueesin’ pas nécessairement
antiplasmodiale. En effet, le paludisme est modahs la plupart des cas s'il atteint le
systéme nerveux central (neuropaludisme). Diff@®rtypothéses ont été formulées pour
expliquer la physiopathogénie du neuropaludismeoubie de la perméabilité vasculaire,
mécanisme immuno-pathologique, coagulation intiscukaire et obstruction mécanique des
microvaisseaux, effets métaboliques... L'hypotHasalus probable envisage un rbdle central
de la séquestration intracapillaire des érythracytéectés par cytoadhérence a I'endothélium
en relation avec une réaction inflammatoire. Lgetsusont plus ou moins exposes a cette
aggravation suivant leur état immunitaire et leagdge génétique (ce qui témoigne de la
variabilité individuelle évoquée précédemment). £da cas de cette atteinte cérébrale,
'administration  d’anti-inflammatoires, d’anti-conlsivants, de diurétigues et de

vasodilatateurs (limitant la pression intracranenn pourrait aider a sauver le malade. Ces
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traitements, bien que symptomatiques, sont d’'umitance majeure dans la thérapie anti-
paludique et n'ont pourtant pas d’activité antiplasliale. Il est donc important de considérer,
dans le cas de notre étude, que le bioguidagevederpas directement des espéces d’intérét
thérapeutique, mais plutét des espéces toxiques Ipd@lasmodium On ne peut donc en
aucun cas discréditer I'efficacité des remedesiticehels par ce genre de criteres, mais

seulement comprendre et quantifier I'activité deaires drogues.

1.2.3. Conclusions sur la recherche d’anti-paludigess par

bioguidagein vitro.

L’ensemble des inconvénients imputés précédemmehtaguidage n’a pour but que
de nuancer l'efficacité de cette technique afinai@r le champ d’action de nos recherches et
d’affiner I'exploitation des résultats.

La purification de composés par bioguidage a pals plantes permet d'isoler et
d’identifier des molécules qui seront peut étre meédicaments de demain. Cependant,
comme le montrent les schémas thérapeutiques sctweltre le paludisme (et d’autres
maladies), c’'est en combinant plusieurs de cestautss qu'une meilleure efficacité est
obtenue. Il en va de méme pour les extraits iseapthntes, le mélange de différents extraits
pharmacologiqguement sélectionnés peut potentiatlsgcun des remédes qu’il comporte pour
finalement permettre une efficacité comparable Be cdes médicaments commercialisés
actuellement et cela a moindre colt. Les remedegepant des médecines traditionnelles,
bien que plus difficilement contrGlables d’un pot® vue qualitatif, constituent donc encore
de nos jours des ressources thérapeutiques majear@se le paludisme et bien d’autres

maladies.

2. Reésultats obtenus

L’enquéte ethnopharmacologique réalisée fournitiques uns des éléments requis
pour I'adaptation et la coordination de deux méaexid’origine culturelle et géographique
distincte mais d’objectif commun. Cette étude parmeourt terme I'analyse nouvelle de
plantes médicinales. A plus long terme ce travails apporte des informations sur le

contexte culturel de la maladie permettant de maagpter les traitements contre celle ci.
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Les recherches phytochimiques réalisées sur lesafpece®seudoxandra cuspidata
Maas et Tapirira guyanensisAubl. consistaient en lidentification des princgpectifs
antiplasmodiaux de ces plantes. Pour les raisoesédemment énoncées, seuls quatre
composes ont été isolés de chaque plante, lessgquinduits d’activité antiplasmodiale peu
élevée n'ont pas été étudiés.

Aucune description phytochimique de I'espéee cuspidatan’ayant été publiée jusqu'a
présent, lidentification de quatre alcaloides, tdoim nouveau (de la famille des aza-
anthracenes) permet de caractériser chimiquemtatpiante.

ConcernantT. guianensis des alkyl-hexénols avaient déja été décrits daatte
espece, mais les quatre composés que nous avarigiddeétaient jusque la inconnus. Ce
travail apporte donc des informations concernamhianie des composés d’origine naturelle
et plus précisément celle des Anacardiaceae.

Au niveau thérapeutique, les principes actifs nesepour leurs propriétés anti-parasitaires
sont la B 1'R rodiasine (contreP. falciparun) isolée deP. cuspidata et le mélange en
equilibre cyclo-hexénone / alkyl-hexéndla(/ 1b) (contreL. amazonensjsprovenant del.

guianensis

S, Rrodiasine (1)

OH 10" 11

3. Applications thérapeutiques potentielles des cgmeses

et des extraits actifs

L’isolement en grande quantité de ces produit§sad0 mg a 1 g) permettra d’approfondir
Nnos connaissances sur les interactions et la plcalotpe de ces composés.
Nous pouvons également envisager des hypothéspotieoles thérapeutiques a partir des

plantes étudiées.
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Il est prouvé que certaines bisbenzylisoquinoléipesentialisent I'activité anti-
paludique des dérivés de la quinifieappier, 1996]. Or, les résultats obtenus démontrent
I'activité antiplasmodiale de laS] 1'R rodiasine (une bisbenzylisoquinoléine) contre des
souches chloroquino-résistantes Basmodium L'extrait alcaloidique deP. cuspidata
(extraction a I'eau acidifiee ou par décoction...Jnamistré avec un traitement de base a la
chloroquine (ou un extrait d€inchona sp. pourrait donc constituer un reméde simple,
accessible et efficace contre le paludisme chlarmgrésistant.

Les composes issus de guianensisont des corps relativement gras, actifs contre la
leishmaniose cutanée ainsi que contre d’éventuediesinfections bactériennes. Une
préparation a base de décocté d’écorce évapor@ud at incorporé a de la cire d’abeille
ou/et de la graisse animale (matiéres premiéregesbudisponibles en forét) permettrait la
mise en forme d’'un onguent, d’'une pommade ou damtcadéquat pour traiter ces maladies
cutanées.

Enfin, concernant les huit plantes actives colatrouche chloroquino-résistantele
falciparumet procédant de I'étude ethnopharmacologique &=l Amazonie péruvienne,
cing d’entre elles présenteraient un intérét théwudgue dans le cas de préparations a base
d’extraits simples ou améliorés. Il s’agit des esg&€yphomandra hartwegii(Solanaceae),
Lacistema aggregatunfLacistemaceae)Sabicea villosa(Rubiaceae),Virola calophylla
(Myristicaceae) eAbuta rufescengMenispermaceae), ces plantes pourraient constitoe

alternative thérapeutique, ou un complément, aiiairge fréquemment employeée.

4. Conclusion

Suite a une premiére partie bibliographique coresaeér la description du paludisme,
nous avons procédé a l'analyse des pratigues nméslidaaditionnelles observées en
Amazonie (d'un point de vue ethnopharmacologiqpeuyr nous orienter dans un dernier
temps vers l'étude de plantes provenant de cesmatapées (notamment d’origine
guyanaise et péruvienne).

L’approche ethnologique de la maladie et, plusiparérement, du paludisme chez
les Quechua d’Amazonie péruvienne que nous avdesteé sur le terrain (notamment chez
les quechua du Pastaza) enrichit notre travaillge gmples connaissances sur cette maladie

et confére a nos résultats un cadre d’application.
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Les travaux réalisés ont permis I'évaluation detkaté antiplasmodiale (cycle endo-
érythrocytaire) d’une quarantaine d’espéces végetdlAmazonie. Parmi ces espéces, 12 se
sont révélées actives contfe. falciparum in vitro dont 5 possedent des activités
particulierement intéressantes compte tenu des (€1 10 pg/ml pour différents extraits
bruts), de leurs sélectivités et de leur origigal{gtant donné la rareté des données
bibliographiques a leur sujet).

Par la suite, nous avons étudié deux plantes gisesafin de connaitre les principes
actifs responsables de leur activité antiplasmediatonduisant a la purification,
I'identification chimique et la caractérisation lmigique de huit composés parmi lesquels cing
sont caractérisés pour la premiére fois.

Parmi ces composeés isolés, quatre possedent uaiéaahtiplasmodiale. Il s’agit de
deux bisbenzylisoquinoléines (provenant Reeudoxandra cuspidatslaas) et du mélange
alkyl cyclo-hexénonel@) alkyl hexénol {b) (issu deTapirira guianensiiubl.).

Par ailleurs, le mélange actifg-1b) possede également des propriétés leishmanicgdes ¢
la forme amastigote déeishmania amazonenki®t bactéricide (contré&taphyloccocus
aureuset S. epidermidisprésentant de la sorte un potentiel thérapeuttgusidérable contre
la leishmaniose cutanée.

L'ensemble de nos travaux confirme des propriétégédionales d’espéces
amazoniennes, et contribue a la description stigué de certaines de ces plantes. D’autres
études concernant les plantes de la « pharmacopeeh@a » d’Amazonie péruvienne sont en
cours. Elles permettront une application thérapeetide ces connaissances davantage
adaptée aux besoins de ces populations.

Ces travaux d’'une durée de trois ans et demi donb® d’enquéte sur le terrain en
Amazonie péruvienne, ont donné lieu a deux pulidinatacceptées et a une en révision, dans
des revues a comité de lecturlapta medica Journal of ethnopharmacologyet

Phytochemistry
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H MATERIEL ET METHODES

1. Materiel et méthodes appliqués a la phytochimie

1.1. Méthodes chromatographiques analytiques

1.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies sur couche mince sont emgogl@as le suivi des purifications et
permettent de vérifier la présence et le degréudet@ des produits étudiés.
Ces analyses sont réalisées en phase normaleasprepl d’aluminium recouvertes de silice
(Silicagel 60 k54, Merck) et déshydratées a I'étuve. Certaines deptaques de silice sont
préalablement trempées dans une solution d’acdeatodium (0,7 N) ou de nitrate d’argent
(70 g/l) afin d’optimiser la résolution de la séuaon (pour les alcaloides e cuspidateou
les composés alkylés de guianensis Le développement des plaques s’effectue dans des
cuves en verre contenant I'éluant approprié. Leaspd mobiles sont constituées d'un
mélange tertiaire de solvants aux proportions béeta:

CH,CIl,/MeOH/Diéthylamine (DEA) pouP. cuspidata

Tol/AcOEt/MeOH poulT. guianensis
Les CCM sont analysées en lumiére visible et sods (254 et 356 nm), avant et aprées
révélation par les réactifs appropriés. L'utilisatide différents réactifs permet de comparer
les profils des fractions séparées et de les rddeeran fonction de leurs similitudes. Les
principaux réactifs utilisés sont :
Réactif & la vanilline sulfurique, révélateur polyvalent
Solution composée de 1 g de vanilline, 2 ml d’acddurique et d’éthanol a 95% q.s.p. 100
ml. Apres pulvérisation, la plague est chauffé@tuve quelques minutes a 110°C.
Plusieurs colorations apparaissent en fonctiorypde tle composé.
Réactif de Dragendorff, révélateur d’alcaloides (majoritairement)
La solution A est composée de 0,85 g de nitrategbasle bismuth et 10 g d’acide tartrique
dissous dans 40 ml d’eau ; la solution B contighglde Kl dans 40 mL d’eau (solution B).
Ces deux solutions sont mélangées extemporanérbant..de A + 5 mL de B dans 100 mL

d’eau et 20 g d’acide tartrique.
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1.1.2. Chromatographie liquide haute performance
(CLHP)

Les analyses CL/DAD-UV ont été effectuées a l'aillene chaine CLHP Merck Hitachi
Lachrom munie d’'une pompe Lachrom 7100 et d'un déte UV a barrettes de diodes
Merck Hitachi Lachrom 7455 piloté par le logicielM00 HSM (Merck).

Les chromatogrammes de guianensisont été réalisés en phase inverse sur une colonne
HPLC de type LiChrospher RP-18 (Merck) (5 um, 2504, mm) avec un gradient
MeCN/H,O et un débit fixé a 1 ml/min.

Les CLHP analytiques et préparatives réaliséesesuractions issues d& cuspidateont été
effectuées sur des colonnes en phase inverse XR&L8 (Varian) 10 um, 1,9 x 25 cm et 5
um, 0,46 x 25 cm avec des phases mobiles compdsée®eCN et d’eau tamponnée a pH :
9,5 (HCQNa/NH,OH).

1.2. Meéthodes chromatographiques préparatives

Les supports les plus utilisés sont des silicepherse normale (parfois inversée), traitées par
de l'acétate de sodium (1g d’acétate de sodium@®gsilice ; permettant une meilleure
résolution dans la séparation des alcaloides) aitéés par du nitrate d’argent (2g Ag
NO3/20g de silice ; pour purifier des composés a ehamrbonée insaturée). Les sels sont

ensuite éliminés par extraction liquide/liquide (CH/H0).
1.2.1. Chromatographie sur plague préparative

Ce type de seéparation est utilisé pour la purificatdes composég et 3 issus deT.
guianensis

Les plagues préparatives (silica gel 68&,F0,2 x 20 x 20 cm, Merck) sont traitées au nitrate
d’argent (par trempage et évaporation a I'étuvay piéveloppées dans I'obscurité avec un
mélange Tol/AcOEt/MeOH (5/82/13). Le dépbt de 30 dréchantillon est effectué par un

déposeur automatique (Camag automatic TLC sampler 4
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1.2.2. Chromatographie sur colonne ouverte

Plusieurs types de phases sont mis en ceuvre dauesldenes en verre. La taille et le
diamétre de la colonne sont choisis en fonctiofadpiantité d’échantillon a purifier et de la
résolution souhaitée. La gravité étant la seulegfale migration, ce type de chromatographie
est long et employé pour des phases stationnagrggéd Sephadex LH 20 (chromatographie
d’exclusion) ou parfois pour de la silice (SDS 6G#&200 um préalablement activée a
I'étuve). La quantité de phase stationnaire utlieét généralement 30 & 50 fois supérieure a
la quantité d’échantillon déposée. L’extrait a fraener peut étre déposé en phase liquide

concentrée (dans un solvant peu éluant) ou en @odide (adsorption sur silice).

1.2.3. Chromatographie liquide moyenne pression

La chromatographie liquide sous moyenne pressiomegtede réaliser des séparations de
bonne résolution avec un deébit élevé. Elle estig&ala I'aide d'une pompe péristaltique
(Btichi 688), sur colonnes de chromatographie ere(8uchi) contenant de la silice SDS 60
A 6-35 pm (SDS, Peypin) en phase normale (préatadié activée quelques heures a
I'étuve), ou de la silice en phase inverse de §p8 90 A 40-60 um (AIT, Le Mesnil le Roy).
D’autres colonnes plus simple d’emploi et de cakbvariables sont également utilisées. Ces
colonnes sont surmontées d’'un ballon réservoirer@nit I'éluant qui est poussé par pression
d’air a travers la phase stationnaire. Lors delisattion de silice traitée au nitrate d’argent, la
paroi externe des colonnes est entourée de pdpmiméum, empéchant ainsi I'oxydation du
support par la lumiére.
L’échantillon est introduit sous forme solide m@éra la phase stationnaire ou sous forme
liquide suivant sa solubilité. Les systemes d’élitiemployés sont généralement des
mélanges binaires ou ternaires monophasiques sbengradient de polarité, ex. :

CH,CI,/MeOH (pourP. cuspidata

Tol/AcOEt/MeOH (poufT. guianensis

1.2.4. Chromatographie par élution sous basse press

Ce dispositif est constitué d’'une cartouche contetea phase stationnaire (silice ou silice
greffée en @, de 6 ou 60 mL, 20 - 80 um, Mega bond elut, Vagri@ennectée par son

extréemité inférieure a une cuve de collecte soussdagression (VAC ELUT SPS 24,
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Analytichem International). Cette technique chrargatphique est utilisée pour purifier les
composeés issus de guianensis l'aide de différentes phases mobiles :
MeOH/HO sur phase stationnaire de silice greffée gn C

Tol/AcOEt sur phase stationnaire de silice

1.2.5. Chromatographie de partage centrifuge

Le fractionnement des extraits est effectué graoa appareil FCPC Chromaton muni d’'un

rotor de 200 ml réglé a la vitesse de rotation d@0ltours/min. La phase stationnaire est
constituée de la phase supérieure du meélangeirerBat/Hept/MeCN (22/35/45), la phase

inférieure constituant la phase mobile est déliypéeune pompe Varian PS. L’élution se fait
en mode descendant a un débit de 9 ml/min pendastiteures, puis le mode est inversé afin
d’éluer les composés restés dans la phase staitienbes fractions ont été recueillies par un
collecteur automatique Varian PS et regroupées denalyse par CCM.

Cette méthode a été appliquée sur I'extrait bruCzlde T. guianensig300 mg), permettant

son partage en sept fractions nettement distinctes.

1.2.6. Chromatographie circulaire centrifuge

La chromatographie circulaire centrifuge est réaliau moyen d’'un appareil de type
Chromatotron modele 7924 pour la purification dealaides dé°. cuspidatalLes plagues de
chromatographie circulaire (2 mm de silice sur ptade verre circulaire) sont préparées avec
de la silice 60 Pk, (mélange de silice 40-100 um avec 20 % Ca®0Oune solution aqueuse
suivant le protocole décrit ci-dessous :

- mélanger 125 mL d’eau avec 45 g de silice 68 /4% 1,5 g d’acétate de sodium

- placer ce mélange pateux dans une cuve a ulgaddmin puis sous vide (10 min)
afin de dégazer I'ensemble

- étaler le mélange sur le support en verre cinulet évaporer le surplus d’humidité
sous vide (6 h)

- enfin, activer le disque de silice traitée quekgjheures a I'étuve.
L’extrait a chromatographier est déposé sur lereedé la plaque tournante a l'aide d’'une
pompe péristaltique qui injecte ensuite le solvdi@ution (MeOH/CHCI,: 20/80). La
migration centrifuge des composés est observée ldbua travers un couvercle en quartz.
Les produits sont élués a la périphérie de la @asjurécupérés dans une rigole bordant le

disque.
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1.2.7. Chromatographie liquide haute performance sai-

préparative (CLHP semi-préparative)

Le dispositif de CLHP semi-préparative est conétde deux pompes Varian PS 218, d’'un
détecteur UV DAD (Hitachi), d’'un enregistreur Varigtar et d’'un collecteur de fractions
Varian PS 701.

Les séparations ont été realisées sur colonne A R#P18 (Waters) (10 um, 1,9 x 25cmet 5
um, 0,46 x 25cm) en utilisant une précolonne. Lasghéluante employée pour séparer les
alcaloides d®. cuspidateest MeCN/HO tamponné a un pH de 9,5 (HENM, et NH,OH) .

1.3. Méthodes analytiques

1.3.1. Pouvoir rotatoire :[a ]p
Le pouvoir rotatoire des molécules isolées est néesur un polarimetre de type Perkin-
Elmer 241 a la longueur d’onde de la raie D duwodp. = 589 nm) dans une cuve de 10 cm
a température ambiante.

1.3.2. Spectrophotométrie ultraviolet (UV)

Le spectre UV des composés est mesuré en soluBeiCl,, MeOH ...) a l'aide d'un
spectrophotometre de type Perkin-Elmer UV/Vis Lamla®, double faisceau. Les mesures

sont effectuées dans des cuves de quartz a tpgjque de 1 cm.
1.3.3. Spectrophotométrie infra-rouge (IR)

Le spectre infra-rouge des molécules est mesum@aen d'un spectrophotomeétre Perkin-

Elmer Paragon 1000 FT-IR sur des pastilles de KBr.
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1.3.4. Spectrométrie de masse (MS)

Différentes sources et modes d’ionisations sonlisés : l'electrospray (ESI), l'impact
electronique (IE) (le plus souvent dans I'acétdeikr I'ionisation chimique sous pression
atmosphérique (APCI)...

Les spectres de masse haute résolution sont effeetu electrospray sur un appareil Q-Tof
Ultima (Waters).

1.3.5. Spectrométrie de résonance magnétique nudciéa
(RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaireesoagistrés sur un appareil de type
Bruker Avance 300 (fréquences de 38@)(et 75 MHz {3C)), ou Bruker Avance 500 avec
cryosonde (fréquences de 53Bi) et 125 MHz 1°C)) selon la quantité de produit & analyser
et la résolution souhaitée. Les expériences bidéimanelles de routine réalisées sont:
COSY, TOCSY, HSQC, NOESY, ROESY et HMBC. Les anasybidimensionnelles écho-
anti-écho ADEQUATE ?C DQ *H) sont effectuées sur un spectrométre Bruckerceva00
MHz avec cryosonde. Les échantillons sont soluslisdans les solvants deutérés GDCI
CD3;0OD et DMSOd6 (Euriso-top, Gif sur Yvette) dans des tubes dmplgs de 5 mm de
diamétre. Les déplacements chimiquey €ont exprimés en ppm par rapport au

tétraméthylsilane (TMS) ; les constantes de cougpamt exprimées en Hz.

1.3.6.Pesées des échantillons

Deux types de balance ont été utilisés lors deragaux selon le poids des échantillons. II
s’agit des balances PJ Precisa junior 500 ¢ (da 640 g) et Roucaire HR-200 (de 0.1 mg a
200 g).
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2. Matériel et méthodes appliqués a la biologie

Les tests d’activité biologiqgue concerneRtasmodium falciparum,Leishmania
amazonensjertaines bactéries et champignons ainsi quégies®es cancéreuses.

L’estimation de l'activité anti-parasitaire d’'uneodue repose sur I'évaluation de deux
parametres : son activité anti-parasitaire et satayicité. Le rapport de ces deux parametres
correspond a lindex de sélectivité de I'échantilldlS = Cko cytotoxicité/Cko anti-
parasitaire). Cet index doit étre le plus élevésyie, garantissant ainsi lepgmum non

nocere »

2.1. Tests réalisés surPlasmodiumfalciparum

2.1.1. Activitéin vitro

2.1.1.1. La culturein vitro
La premiére culture dB. falciparumfut réalisée par Trager et Jensen en 1976, cpeyniit
un développement considérable de I'étude du parasitdes drogues anti-paludiques. Les
testsin vitro surPlasmodiunmécessitent I'accessibilité permanente a une soaghivée qui
fournit les parasites. Le milieu nutritif est corspade RPMI (1640, Cambrex) enrichi de 10
% de sérum humain AB+ (Etablissement Francais dwg)Set de L-glutamine (acide aminé
essentiel). Ce milieu est changé tous les joursdfirenouveler les nutriments et de rehausser
le pH (autour de 7,2), les parasites libérant deumsilieu I'acide lactique issu du métabolisme
du glucose. Pour une bonne compatibilité serigeeeglobules rouges sont de groupe O et de
Rhésus positif. La culture, placée dans un incubatest maintenue a 37 °C dans un air
humidifié et enrichi en CQ5%). La parasitémie est maintenue a 2% par diugieotidienne
permettant ainsi le développement du parasite dassonditions optimales. La parasitémie
est estimée par comptage visuel au microscope @R)1® partir d’'un frottis sanguin, coloré
au Giemsa. Lorsque la parasitémie est supérieRréhaelle est abaissée par division du culot

globulaire centrifugé (avec ajout de globules rausgns).

159



2.1.1.2. La synchronisationLambros, Vandeberg, 1979)

Principe
Les tests biologiques sont réalisés sur une papolae parasites de méme génération. La

synchronisation de la souche repose sur la lysealsinée de tous les globules rouges
parasités par des schizontes. En effet, afin dengjat’acces aux métabolites plasmatiques, le
parasite permeéabilise la membrane érythrocytairés e rend aussi sensible aux chocs
osmotiques. A un stade avancé du parasite, I'atutsorbitol dans le milieu lyse les
érythrocytes parasités par les schizontes mirs gloe les autres globules résistent a ce choc.
Il ne reste alors que des globules rouges sairtesglobules parasités par des mérozoites et
des jeunes trophozoites (stade anneaux).

Mode opératoire

La culture est centrifugée (a 500 g pendant 5 mia.surnageant est remplacé par neuf
volumes de solution de D-sorbitol (5% dans deu’dsstillée). Une fois homogénéisée, la
culture est placée a 37°C pendant 10 minutes puisifugée (a 500 g pendant 5 min.), ce qui
permet d’isoler le culot de globules rouges pagasitar des formes en anneaux, alors que les

lysats cellulaires sont en suspension.

2.1.1.3. Evaluation de l'activité antiplasmodialen vitro
L’inhibition de la schizogonie érythrocytaire Pa falciparun) peut étre mesurée suivant
deux manieres : par détection spectrophotométiiigDel)
par détection de radioactivité (Hypoxanthing&e)

Méthode biochimique (LDH)

Principe
La lactatedéshydrogénase (LDH) est une enzyme ubiquitairdigode dans le métabolisme

du glucose aboutissant a la production de I'énergeessaire aux cellules. La LDH
plasmodiale métabolisant 20 a 25 fois plus de satbgtie le globule rouge (car les besoins
éenergétiques du parasite sont trés éleves), latifjoation de 'activité de cette enzyme est
directement proportionnelle au développement dagpiar.

La LDH, derniere enzyme de la glycolyse, assuraégénération du nicotinamide
adenine-dinucléotide (NAD) utilisé dans la prodocti ’ATP (forme de stockage
énergétique). La LDH parasitaire (pLDH), ainsi dad_.DH érythrocytaire utilisent le NAD

pour transformer le lactate en pyruvate. Cettetid@a@ lieu en présence d’'un coenzyme,
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I'acétylpyridine adénine dinucléotide (APAD) spéwife de la LDH parasitaire. Ce coenzyme
se réduit au cours de la réaction et pourra regosa forme oxydée en réduisant un autre
substrat, le NBT,Nitro Blue Tetrazoliumqui est un indicateur coloré. Le NBT alors oxydé
se caractérise par une couleur bleue et une ahlmorptaximum a 650 nm. L’analyse
spectrophotométrique a 650 nm des puits de culhangs permet de mesurer une absorbance
proportionnelle a la parasitémie.

Mode opératoire

Les tests sont réalisés sur des plaques a 96 maniplis d’'un volume fixe d’hématies
parasitées (parasitémie de 1,0 % et hématocriiesdeo). Les fractions a tester (a différentes
concentrations) sont alors additionnéedrgiicata dans les puits. Aprés 48 h d’incubation,
les plaques sont congelées a - 20 °C permettadrnblyse des cellules et la libération de la
LDH dans le milieu. Aprés décongélation, les défiis substrats et coenzyme sont alors
ajoutés pour un volume de 100 ul (Na L-lactatem@ APAD : 0,37 mg avec du tampon
Tris : 0,55 mg et triton : 0,13 ul). Apres 30 mitetnpérature ambiante, 25 ul de NBT + PES
sont ajoutés dans chacun des puits, et la dersitfie est mesurée a 650 nm (sur un appareil

de type polastar).

Méthode radioisotopique (hypoxanthine tritiée)

Principe
Plasmodium falciparumest incapable de synthétisex novoles bases puriques (adénine,

guanine) contrairement aux bases pyrimidiques {etatymine, cytosine). Il a donc besoin
d’utiliser les purines exogenes pour la synthesgedenucléotides puriques.

L’hypoxanthine est le précurseur principal utiligar le parasite pour la synthese des
nucléotides puriques. L'introduction d’hypoxanthitmgiée dans le milieu permet (par suivi
de la radioactivitg3), de quantifier I'incorporation de ce précurseur b parasite et ainsi
d’évaluer le développement du parasite. L'incorporaétant plus grande dans les schizontes
que dans les anneaux, I'’hypoxanthine radio-margesge introduite un jour aprées la
préparation des plaques. Comparativement a la ispodanutilisant la LDH, la technique par
radio marquage est plus sensible car les globalages ne synthétisent pas d’ADN et d’ARN
et ne produisent donc pas de signaux interférants.

Mode opératoire

Le mode opératoire est similaire a celui du tesHLddncernant la préparation des plagues.
Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, I'hypoxanttnigée est ajoutée a raison de 0,25
UCi/puits (Perkin Elmer & uCi/ml, France), et les plaques sont remises dansubateur

pendant 24 heures. A la fin du cycle, les plaqued songelées a - 20°C pour provoguer
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'hémolyse des érythrocytes. Aprés décongélatiof(fbur), les acides nucléiques sont
collectés sur filtres a I'aide d’un collecteur ddlgles automatique (Perkin Elmer, France). La
radioactivité déposée sur le filtre (séché au rmrde et enveloppé dans un plastique) est

alors mesurée par un compt@ui3 Scint, Perkin Elmer).

Détermination de la Clsg

La Clso (concentration de I'échantillon qui inhibe 50% Idecroissance du parasite) est
déterminée par interpolation linéaire, a l'aide dpport de la courbe d'activité sur le

logarithme des concentrations des échantillons.

2.1.2.Testsin vivo

Principe

Il s’agit du test de « Peters ». Il consiste adtdedes souris par une soucheRtigsmodium
vinckei petterpuis a les traiter deux heures plus tard et ursedar jour pendant 3 jours.
Méthode

Des prélévements sanguins issus de souris pasaéitibeignant de hautes parasitémies), sont
inoculés a des souris saines par voie intra-péréten(inoculation de 100 pl de sang parasité a
10" parasites/ml ; la parasitémie est estimée suuplde Neubauer).

Suite a l'inoculation du parasite, plusieurs lots gburis parasitées sont constitués : celles
recevant le traitement témoin a la chloroquine (kamgpu 10 mg/kg : 2 x 5 individus),
d’'autres traitées par I'échantillon a tester (5vimlis) et enfin un groupe témoin auquel n’est
inoculé qu’une solution sans principe actif (mémrdg DMSO avec du milieu, pour 10
individus).

Ces inoculations sont quotidiennes pendant quab@s] puis des frottis sanguins
(prélévement au niveau de la queue) sont effegiags évaluer les parasitémies ali%our.

Les souris survivantes sont sacrifiées 1E"fpur.

2.2. Testsin vitro réalisés surLeishmania amazonensis

2.2.1. Culture axénique déeishmania amazonensis

La culture axénique correspond & la forme amastigmintenue a I'état libre (hors du
macrophage humain). La culture de cette forme @t dendue plus simple.
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Le milieu nutritif est composé de MAA/20 de pH & §Milieu de croissance Axénique pour
Amastigote : Brevet PCT/FR94/00577). Ce milieugrgparé a partir du milieu modifié 199
(Gibco BRL) supplémenté avec 0,5% tripto caséirja,skb mM D-Glucose, 5 mM de L-

Glutamine, 25 mM d’'HEPES, 4 mM de NaHg®,023 mM d’hémine et 20 % de sérum
bovin feetal (SVF). Les amastigotes et le milieutsatroduits dans une flasque de culture,
puis placés dans un incubateur maintenu a 32 °G darair humidifié et enrichie en GO

(5%). Dans ces conditions, décrites par Serengopalation initiale est multipliée par 100 en
une semaine sans modification morphologique deolmd amastigote (ovoide et non

flagellée).
2.2.2. Evaluation de l'activité leishmaniciden vitro

Les parasites sont déposés sur une plaque de 186 @uaison de P@ellules par puits de
90 pl. 10 pul d’échantillon a tester sont alors &ddnés ertriplicata dans les puits (pour des
concentrations finales de 0,1; 1; 10 et 100 wgamsi que I'amphotéricine B pour les
témoins. Les plaques ainsi préparées sont misaxuber a 32 °C durant 48 h, puis
I’'hypoxanthine radiomarquée est incorporée (0,25puis). Les plaques sont alors remises a
incuber pendant 24 h puis congelées (a -70°C) alaaltgcture de la radioactivite. Apres

décongélation, les acides nucléiques sont collestgsfiltre a lI'aide d’'un collecteur de
cellules automatique. La radioactivité déposédestittre est mesurée par un compt@uiLa

Clso est déterminée comme précédemment (Ptasmodium falciparuin

2.3. Testdan vitro réalisés sur bactéries et champignon

Evaluation des CMI (Concentration Minimale Inhilm&) et CMB ou CMF (Concentration

Minimale Bactéricide ou Fongicide) par microméthode

2.3.1. Principes

2.3.1.1. Mesure des CMI

Le principe de cette mesure est simple, il congistplusieurs étapes :

- dilutions successives des échantillons sur micopma(sauf pour les colonnes

de témoins positifs et négatifs)
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- suspension du germe dans tous les puits d’'une decuitroplaque (sauf pour
la colonne du témoin négatif)

- ensemencement de la premiere microplaque aveceleseg de la seconde
microplaque

- lecture aprés 36 h d'incubation (selon les soUychkesCMI est atteinte dans

les puits ou le milieu de culture reste limpide.

2.3.1.2. Mesure des CMB ou des CMF

- Repiquage sur gélose des puits encadrant la CMI.

- Incubation de 24 h (selon les souches).

- Lecture par transparence a travers la boite desgélsi la colonie bactérienne
ne s’est pas développée, la gélose reste limpide.

2.3.2. Modes opératoires

2.3.2.1. Méthode de mesure des CMI
100 pl de milieu de culture sont déposés danslésuguits de la premiére microplaque et 100
ul d’échantillon (a 500 pg/ml avec moins de 10 %Dd¢SO) sont ajoutés dans le premier
puits. Puis une série de dilutions successived/&uest effectuée sur toute la ligne (sauf pour
les témoins). Ces dilutions sont dupliquées etcaifses dans du bouillon tryptone sel (MRD-
F).
La seconde microplaque, dont les puits contienh@@tul de milieu ensemencé sauf pour le
témoin négatif (stérile), permet, par transfertcaup ensemenceur multipoint, d’introduire le
germe dans les puits de la premiere microplaquenilieu employé est du bouillon trypcase
de soja (TSB-F) pour les bactéries, et SabouraudIps champignons.
Apres 36 h d'incubation a 30° C pour les champignhau 35° C pour les bactéries, la lecture
de la CMI est faite par simple regard au traversgadaicroplaque. La CMI est la plus petite
concentration avec absence de croissance visille ;correspond au premier puits resté

limpide.

2.3.2.2. Méthode de mesure des CMB ou CMF
La plague ayant servi a la mesure de la CMI esiguée grace a un ensemenceur
multipoint vers une boite de gélose. Cela perm@gsincubation (24 h selon le germe),

de repérer I'absence de germes dans certains geita microplaque précédente et de
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déduire les concentrations minimales en principgf gouvant totalement détruire le

germe.

La CMB et la CMF sont les plus petites concentratiavec absence de croissance visible ;

elles correspondent aux premiers dép6ts sur gglasee se sont pas développés.
2.4. Mesure de la cytotoxicité

Il s’agit de mesurer la cytotoxicité d’échantillossir des cellules MCF7 (cellules
mammaires cancéreuses). La méethode utilisée reposkestimation de l'inhibition de la

prolifération des cellules soit par spectrophotaimésoit par radio-marquage.

2.4.1. Principe

Test LDH : Le principe repose sur la transformation enzymatiqlun sel de tétrazolium
appelé XTT (sodium 2,3 Bis (2-méthoxy-4-nitro-5 fephényl)-2H-tétrazolium-5-
carboxanolide). Ce XTT est réduit par les déshyéinages mitochondriales des cellules
vivantes, en présence du coenzyme Q ; il se fonrmeomposé hydrosoluble orangé qui est
dosable par spectrophotométrie a 450 nm.

Test *H-hypoxanthine : Le principe est le méme que pour I'évaluation vitro de la
parasitémie #lasmodium falciparupmais ici, I’'nypoxanthine est incorporée par delutes

humaines.
2.4.2. Mode opératoire

Les cellules sont comptées sur une cellule de Mefaflaque de microscope quadrillée). La
culture est ensemencée dans une plaque 96 puatisai rde 40 000 cellules par puits dans
200 pl de milieu.

- Détection par spectrophotométrie les plagues sont mises dans l'incubateur (24 h a
37 °C, air humidifié, 5 % C§). Le Z™jour, les échantillons sont ajoutés au milieu (CNM)E
a différentes concentrations (0,1 ; 1 ; 10 et 180ml), puis les plaques sont mises a incuber
pendant 48 heures. AG"% jour, le XTT et le coenzyme Q sont ajoutés pussgkaques sont
mises a incuber pendant 3 heures de plus. La oéaest alors arrétée par ajout de SDS a 10

% et I'absorbance de chaque puits est mesurée am50
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- Détection radioisotopique: les cellules sont cultivées dans les mémes donditque
les globules rouges parasitasvitro parP. falciparum a I'exception du sérum humain qui est
remplacé par du sérum bovin (5%). Les échantilkorg ajoutés a différentes concentrations
(0,1; 1; 10 et 100 pg/ml) au milieu additionnéygoxanthine tritiee. La lecture de la
radioactivité est faite aprés 48 h d’incubationldenéme maniére que potasmodium
falciparum L’'incorporation de I'hnypoxanthine par les cellsifgaitées (par la doxorubicine ou
par les échantillons) est comparée a celle desleglhon traitées qui se sont normalement
multipliées au cours de ces 48 h. La comparaissrcderbes (radioactivité en fonction de la

concentration d’échantillon) permet d’établir lelgC
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Isolation and Antimalarial Activity of Alkaloids from

Pseudoxandra cuspidata
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Abstract

A novel and very unusual azaanthracene alkaloid, 1-aza-7,8,9,10-
tetramethoxy-4-methyl-2-oxo-1,2-dihydroanthracene (1) and a
new diasterecisomer of the bis-benzylisoquinoline alkaloid ro-
diasine, 15,1’R-rodiasine (2), as well as the alkaloids O-methyl-
punjabine (3) and O-methylmoschatoline (4) have been isolated

due to bis-benzylisoquinoline 15,1R-rodiasine (2) (ICso= 1 uM)
also displaying a low cytotoxicity.

Key words

Pseudoxandra cuspidata - Annonaceae - alkaloids - azaanthracene -
bis-benzylisoquinoline alkaloids - aporphine alkaloids - Plasmodium
falciparum - MCF-7 cells

from Pseudoxandra cuspidata bark, used in French Guiana as an
antimalarial. Their structures were elucidated by spectroscopic
analyses, especially 2D-NMR techniques (ADEQUATE and NOESY).
We found that the antimalarial activity of this bark was mostly

Supporting information available online at
http://www.thieme-connect.de/ejournals/toc/plantamedica

Introduction

Malaria remains one of the most important diseases in tropical
developing countries. Over 3 billion people live under the threat
of malaria and over a million are killed every year — mostly chil-
dren [1]. Despite international commitment to control this pla-
gue and the effort put into research, reality for many people is
much as it was years ago: patients still die because they are un-
able to get access to treatment for economic reasons and, often,
drug effectiveness is impaired due to parasite resistance. In this
context, safe, affordable and effective new drugs against resis-
tant strains of Plasmodium are desperately needed. Discovery of
new antimalarial drugs is partly based on natural product analy-
sis from traditional medicines, which may lead to new com-
pounds, such as, for example, artemisinin in Artemisia annua

[2]. Many plant preparations are used all over the world as anti-
malarials or febrifuges, but have been poorly studied.

In 2002, an ethnopharmacological study, centered on local anti-
malarial treatments, was performed in French Guiana. Among the
remedies used by the population, the Pseudoxandra cuspidata
Maas (Annonaceae) bark of the tree, in the form of a decoction,
was mentioned as a good antimalarial. This traditional prepara-
tion was evaluated in vitro for blood schizonticidal activity on
Plasmodium falciparum (concentration inhibiting 50% of parasite
growth: ICs, = 7 mg/mL) and in vivo against Plasmodium yoelii in
rodents [3].

P. cuspidata bark was chosen for bio-assay-guided fractionation
because of its good antimalarial potential and because no pre-
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vious work had been undertaken on this particular species. We
report here the antimalarial bioassay-guided fractionation of P.
cuspidata bark, leading to the isolation and identification of a
bis-benzylisoquinoline (2) as an active principle. Three other al-

kaloids were also isolated and evaluated (see Fig. 1), particularly .

a novel and unusual 1-aza-7,8,9,10-tetramethoxy-4-methyl-2-
oxo0-1,2-dihydroanthracene alkaloid (1).

Materials and Methods

- Instrumentation

Optical rotation was measured on a Perkin-Elmer 241 polarime-
ter with a sodium lamp (A = 589 nm) in a 10 cm microcell. IR
spectroscopy (in KBr) was performed on a Perkin-Elmer Paragon
1000 FT-IR spectrophotometer. NMR spectra were recorded on a
Bruker Avance I1 500 spectrometer equipped with a TBI z-gradi-
ent 5 mm probe. 1D (*H, 3C) and 2D (COSY, HSQC, HMBC, NOESY)
NMR experiments were performed at 298 K using standard pulse
sequences. A 2D echo-antiecho ADEQUATE spectrum (*C DQ, 'H)
was acquired on a Bruker Avance Il 600 spectrometer equipped
with a TXI cryogenic cooled probe. 100% deuterated chloroform
(Eurisotop; Gif-sur-Yvette, France) was used as solvent. Chemical
shifts () are given in ppm and coupling constants (J) are reported
in Hz. ESI-MS (positive ion mode) spectra, 3.5 kV (MeOH-CH;CN
1:1), were recorded on a Perkin-Elmer Sciex API 365 mass spec-
trometer. HR-ESI-MS spectra (positive ion mode) were recorded
on a Q-ToF Ultima (Waters; Milford, MA, USA) apparatus. Col-
umn chromatography: silica gel 60 SDS 70-200 um (SDS; Pey-
pin, France). Medium-pressure column chromatography: silica
gel 60 SDS 6-35um (SDS). Reversed-phase chromatography:
Mega Bond Elut C;g cartridge (Varian Chromatography; Walnut
Creek, California, USA). Preparative and analytic HPLC were per-
formed using X-terra RP18 columns (Varian Chromatography):
10um 1.9%x25cm i.d. and 5pum 0.46x25cm i.d., respectively,
with a UV DAD Hitachi L 7455 as detector. Fractionations were
monitored by TLC (silica gel 60 F-254; Merck; Darmstadt, Ger-
many, treated with sodium acetate) with visualization under UV
(254 and 365 nm) and Dragendorf reagent. All solvents were
spectral grade or distilled from glass prior to use.

Fig.1 Bioactive compounds from Pseudoxandra
cuspidata Maas (Annonaceae).

Plant material

Pseudoxandra cuspidata Maas (Annonaceae) was collected in
French Guiana, in the vicinity of Saint Georges de I'Oyapock
(51°48'W 3°53'N) in November 2002. The herbarium voucher
{GB2983) was deposited in the French Guiana Herbarium (CAY.
and determined by specialists. The trunk bark was dried in an
air drier in the shade. Traditionally, a decoction of the bark of
this species is used among the Palikour Amerindians to treat fe-
ver, malaria and diarrhoea.

Extraction and isolation of compounds

Ground bark from P. cuspidata (1.2 kg) was first defatted with
petroleum ether (5 Lx2) at room tempertaure. After removal of
petroleum ether under reduced pressure, the dried powder ob-
tained was impregnated with an ammonia solution and percolat-
ed with Et,0 (15 L). After removal of Et,0, 35 g of dry extract was
obtained. This extract was subjected to column chromatography
on silica gel (70-200 um, 10x45 c¢m), treated with sodium acet-
ate (20:1, SiOH-NaOAc), and eluted with hexane-CH,Cl,-MeOH
[from hexane-CH,Cl; 1:1 to CH,Cl,-MeOH 1:1 (20 L)] to give
five fractions, A to E. After biological evaluation, the active frac-
tion C (6 g) was chromatographed on a silica gel medium pres-
sure column (6-35 um, 4.5%20 cm) with a gradient of CH,Cl,
(100%) to CH,Cl,-MeOH 1:1 (15 L). Three fractions C;, C;, C5
were obtained. Fraction C; (1.57 g) was chromatographed under
medium pressure as previously described, and a final purifica-
tion was performed by crystallization in CH,Cl,-MeOH-H,0
1:4:0.5 (50 mg in 1 mL). Compound 3 was obtained as white
needles (45 mg). Compounds 1 (16 mg), 2 (12 mg) and 4 (13
mg) were obtained from fraction A by three successive medium
pressure chromatographies on silica gel treated with sodium
acetate (6-35um, 1.5%20 cm) and final isocratic preparative
RP18-HPLC (Varian Chromatograph) was done using CH;CN-
NaOAc (pH = 9)25:75 for 1 (tg = 30 min), 58:42 for 2 (t = 32
min) and 30:70 for 4 (ty = 40 min) at 10 mL/min.

Assays on Plasmodium falciparum in vitro

The FcB1-Columbia and FcM29-Cameroon strains of P. falciparum,
both being chloroquine-resistant [ICsy for chloroquine (Sigma;
Saint Quentin Fallavier, France): 186 nM and 540 nM, respectively]
were cultured continuously according to Trager and Jensen et al.
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[4], with modifications described by Van Huyssen and Rieckmann
et al. [5]. The ICs, values for chloroguine were checked every 2
months, and we observed no significant variations. The parasites
were maintained in vitro in human red blood cells (O; EFS; Tou-
louse, France), diluted to 1% hematocrit in RPMI 1640 medium
(Cambrex; Emerainville, France) supplemented with 25 mM
Hepes and 30 mM NaHCO; (Sigma) and complemented with 5%
human AB+ serum (EFS).

Parasite cultures were synchronized by D-sorbitol lysis (5% of b-
sorbitol in sterile water; p-sorbitol; Merck) as reported by Lam-
bros and Vanderberg [6]. The antimalarial activities of plant ex-
tracts and purified compounds were evaluated by the radioactive
micromethod described by Desjardins et al. 7} with the modifi-
cations reported by Benoit et al. [8]. Extract testing was per-
formed in triplicate in 96-well culture plates (TPP) with cultures
mostly at ring stages (synchronisation interval, 16 h) at 0.5-1%
parasitemnia (hematocrit, 1%). Parasite culture was incubated
with each extract for 48 h. Parasite growth was estimated by
[3H]-hypoxanthine (Perkin-Elmer; Courtaboeuf, France) incor-
poration, [*H]-hypoxanthine being added to the plates 24h
before freezing. After the 48 h incubation, plates were frozen-de-
frosted and each well was harvested on a glass fiber filter. Incor-
porated [3H]-hypoxanthine was then determined with a beta-
counter (1450-Microbeta Trilux; Wallac-Perkin Elmer). IG5, val-

lies were determined by linear least square regression-anatysis:—

The control parasite cultures free from any extracts were referred
to as 100% growth. ICs values were determined graphically in
concentration versus percent inhibition curves. Chloroquine di-
phosphate (Sigma) was used as positive control.

Cytotoxicity evaluation

Cytotoxicity of the pure compounds was estimated on human
breast cancer cells (MCF7). The cells were cultured in the same
conditions as those used for P. falciparum, except for the 5% hu-
man serum, which was replaced by 5% fetal calf serum (Cam-
brex). For the determination of pure compound cytotoxicity, cells
were distributed in 96-well plates at 2x 104 cells/well in 100 uL,
then 100 pL of culture medium containing extracts at various
concentrations were added. Cell growth was estimated by [*H]-
hypoxanthine incorporation after 24 and 72 h incubation exactly
as for the P. falciparum assay. The [*H]-hypoxanthine incorpora-
tion in the presence of extracts or pure compounds was compar-
ed with that of control cultures without extract (positive control
being doxorubicin (Sigma)) [9].

1-Aza-7,8,9,10-tetramethoxy-4-methyl-2-oxo-1,2-dihydroan-

thracene (1)

Yellow amorphous powder; Ry 0.38, silica gel 60 F,54 CHCl3/
MeOH/EtNH (95:4:1); [o®: +3° (¢ 17, CHCl); IR (KBr):
Vinax = 1657, 3400 cm™*; UV (CHCl3): Amax (log €) = 254 (5.13),
287 (5.18), 296 (5.16), 351 (4.25), 362 (4.30) nm; 'H-NMR
(CDCls, 500 MHz): 6 = 2.78 (3H, 5, H-11),3.92 (3H, s, H-14), 3.96
(3H, s, H-12), 4.06 (3H, s, H-13), 6.43 (1H, s, H-3), 7.31 (1H, d,
J = 95 Hz, H-6), 8.01 (1H, d,J = 9,5 Hz, H-5), 9.17 (1H, s, H-1);
3C-NMR (CDCl;, 125 MHz): § = 23.2 (C-11), 56.6 (C-13),62.1 (C-
14), 62.7 (C-15), 64.1 (C-12),112.4 (C-4a), 113.4 (C-6),120.7 (C-5),
121.3 (C-10a), 122.5 (C-3), 124.3 (C-8a), 129.7 (C-9a), 134.5 (C-9),
141.2 (C-8), 148.5 (C-4), 151.3 (C-7),151.7 (C-10),161.9 (C-2); HR-
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ESI-MS (positive ion mode): m/z = 330.1214 [M + H]* (calcd. for
C]8H20N05: 3301341 )

15,1 R-Rodiasine (2)

White needles, (CHCl;/MeOH, 1:3, v/v});, m.p. 203-208°C; Rg:
0.75, silica gel 60 F,s5, CHCl3/MeOH/Et;NH (95:4:1); [c]®: +74°
(c 1.7, CHCLy); UV (MeOH): Amax (l0g €) = 204 (4.5), 212 (4.2),
233 (4.1), 284 (4.1), 284 (4.0) nm; IR (KBr): vmax = 1624, 1648,
1686 cm™'; TH-NMR (CDCl;, 500 MHz): 8 = 2.35 (3H, s, NMe-2),
2.49 (2H, m, H-4), 2.65 (3H, s, NMe-2), 2.86-2.96 (2H, dd,
J = 14.0, 8.0 Hz, H-a), 2.97 (1H, m, H-os), 2.56-3.05 (2H, m, H-
4),2.56-3.05(2H, m, H-4,2.62-3.31 (2H, m, H-3 1,3.09 (1H, m,
H-ot), 2.93-3.47(2H, m, H-3), 3.32 (3H, 5, OMe-6), 3.50 (3H, s,
OMe-7), 3.69 (1H, bdd, J = 3.9, 4.1 Hz, H-1"), 3.80 (3H, 5, OMe-
12), 3.83 (3H, s, OMe-6), 4.03 (1H, bd, ] = 7.5, <1 Hz, H-1), 6.40
(2H, bs, H-5 and H-5"), 6.85 (1H, d, ] = 8.1 Hz, H-13%), 6.87 (1H,
d,J = 8.1 Hz, H-13), 7.07 (1H, bs, H-8"), 727 (1H, dd, ] = 8.1,2.2
Hz, H-14), 7.28 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-10); BC-NMR (CDCl,, 125
MHz): § = 22.7 (C-4), 27.6 (C-4"), 37.6 (C-), 42.2 (C-15), 43.5
(C-15%, 41.5 (C-a), 44.6 (C-3), 49.3 (C-37), 55.6 (OMe-6%), 56.0
(OMe-6), 56.4 (OMe-12), 60.4 (OMe-7), 62.8 (C-1), 65.1 (C-1%),
106.6 (C-5), 110.7 (C-13), 113.4 (C-5"), 117.0 (C-5), 117.9 (C-119),
118.8 (C-8"), 124.9 (C-8a), 125.5 (C-4a), 127.8 (C-87), 128.2 (C-
43), 129.5 (C-14), 130.7 (C-14’, C-107), 131.2 (C-9), 1354 (C-10),
1373 (C-9, C-11),139.1 (C-7), 143.7 (C-7), 147.7 (C-6"), 149.3 (C-

~8). 1515 (C-6), 151.8 (C-127), 153.16 (C-12); HR-ESI-MS (positive

ion mode): m/z = 623.3129 [M + H]* (calcd. for C33H43Ny0g:
623.3121).

The physicochemical data of compounds 3 and 4 are presented in
the Supporting Information.

Results and Discussion

Compound 1 (Fig.1) was found to possess a molecular formula of
CisHoNOs as derived from its ESI-Q-TOF-HR-MS at mfz =
330.1214 [M + H]* (calcd. 330.1341).

The CDCl; 500 MHz 'H-NMR spectrum (Table 1S in Supporting
Information) of 1 showed the presence of a methyl group
(& = 2.78, s) linked to an sp? carbon, an olefinic proton as a broad
singlet (§ = 6.43) due to long-range coupling with the methyl
group, four methoxy singlets (8 = 3.92, 3.95, 3.96 and 4.04) and
two vicinal aromatic protons (8 = 7.31 and § = 8.01,] = 9.5 Hz).
The BC-NMR spectrum (Table 1S in Supporting Information)
confirmed the previous deductions by the presence of 18 carbons
including one methyl and four methoxy groups (6 =232 and
56.6 to 64.1, respectively), ten quaternary carbons including a
conjugated carbonyl (8 = 161.9 ppm) and three olefinic carbons
(6 = 113.4,120.7 and 122.5). Except for the methyl and methoxy
groups, all 'H and C-NMR signals (14 carbons) resonated in the
aromatic region, thus suggesting an anthracene skeleton for 1.
This was confirmed by UV bands (254, 287, 296, 351 and 362
nm) characteristic of aromatic conjugated rings. The conjugated
carbonyl (& = 161.9) observed in the PC-NMR spectrum was
identified as a lactam group by the interpretation of the IR and
1H-NMR data that showed a low frequency carbonyl band at
1655 cm-! and a broad singlet at 9.17 ppm respectively, and cor-
responding to a non-exchangeable proton linked to a hetero-




atom. The positions of the four methoxy groups were determined
unambiguously from HMBC and NOESY NMR experiments (see
Table 1S in Supporting Information and Fig. 2). Total 3C-NMR as-
signments were not so clear and left some ambiguities because
of long-range couplings (up to four bonds as illustrated in Ta-
ble 1§ in Supporting Information for H-5) observed in the HMBC
spectrum due to the high level of unsaturation and the presence
of numerous quaternary carbons in the structure of 1. So, an ADE-
QUATE NMR spectrum (see Supporting Information) was record-
ed. The correlations observed in a 2D-'H-3C ADEQUATE NMR
spectrum revealed long-range coupling (two bonds) from a pro-
ton to its vicinal carbons. This spectrum was very useful to un-
ambiguously assign all NMR data. Key correlations for NOESY
and ADEQUATE experiments are illustrated in Fig. 2. Thus, the
structure of this new azaanthracene alkaloid was elucidated as
1-aza-7,8,9,10-tetramethoxy-4-methyl-2-oxo-1,2-dihydroan-

thracene. To our knowledge, compound 1 is the fourth represent-
ative of this kind of azaanthracene alkaloid known, to date, only
in Annonaceae thus broadening this as yet restricted group of al-
kaloids. Indeed, 9,10-dimethoxyazaanthracene was described to
be isolated from Polyalthia suberosa [10), [11] and a mixture of
two trimethoxy derivatives isolated from Annona ambotay [12]
and Annona dioica [13]. We confirm here the chemotaxonomic

interest of this type of compound in the chemosystematics of An- . .

nonaceae. Moreover, it is worth mentioning that Tadic et al., in
1986, proposed a biosynthetic pathway, which leads to 1-azaan-
thraquinones. They suggested that these skeletons are oxo-apor-
phine-derived (see [14] for details) requiring the reduction of the
quinone and the O-methylation of the corresponding hydroqui-
none giving rise to 1-azaanthracene alkaloids [14].

Compound 2 (Fig.1) was found to possess a molecular formula of
C3gHyN,0g as derived from its ESI-Q-TOF-HR-MS at m/z =
623.3129 [M + HJ* (calcd. 623.3121). The CDCl; 500 MHz 'H-
NMR spectrum (Table 2S in Supporting Information) recorded at
room temperature demonstrates the presence of a bis-benzyliso-
quinoline structure as described before by Jossang et al. [15].TH-
and ¥C-NMR resonances were assigned by analysis of 2D 'H-'H
COSY, NOESY, [16], [17] and 2D heteronuclear HMQC [18] and
HMBC [19] spectra. This compound is described by two spin sys-
tems of three aromatic protons ( = 6.85-7.65), two spin systems
of three aliphatic protons (= 2.51-3.01), two spin systems of
four aliphatic protons (= 2.3-3.5), two singlets of N-methyl
groups (= 2.35-2.65) and four singlets of O-methyl groups
(=3.32-3.87) and finally three isolated aromatic protons
(= 6.40-7.06). The HSQC spectrum is quite helpful to distin-
guish between vicinal and geminal proton signals in the CH,CH,

Fig.2 'H-'M NOE-
SY and 'H-13C ADE-
QUATE NMR corre-
lations of 1.

OCH ;- OCHz~e» H

% ADEQUATE
~» NOESY

parts of the tetrahydroisoquinoline ring. Analysis of all spectro-
scopic data and comparison with values published for bis-benzyl-
isoquinoline alkaloids led us to the identification of compound 2
as rodiasine. The J-based configuration analyses could be suc-
cessfully applied to our molecule to determine the absolute ste-
reochemistry at C-1 and C-17 The dihedral angles CH1-CHs or
CH1-CHr and CH1-CH's or CH1'-CH'r were estimated by a Kar-
plus-type relationship [20], [21] from the vicinal proton coupling
constant determined on the 'H-'H phase-sensitive COSY [22],
[23] spectra: 8 Hz for 3Jyy corresponds to a vicinal HH dihedral
angle of 25-40° or 140-155°; 10 Hz to 20-35° or 145-155°; <1
Hz to 65-115°. From these data and according to previous pro-
ducts described by Janseng et al., and the optical rotation ([ a]?’:
+74°), we were able to characterize the 15,1°'R configured 16-
membered ring of biphenylic bis-benzylisoquinoline alkaloids
that generate two conformers at 25 °C in CDCl, (one of which is
highly populated, more than 90%). In view of establishing struc-
ture-activity relationships, knowledge of the 3D structure and
conformational characteristics are of great interest. It is planned
to study the exchange system of 1S,1’R-rodiasine by dynamic
NMR spectroscopy.

In addition to compounds 1 and 2, the alkaloids O-methylpunja-
bine (3)[24] and-O-methylmoschatoline(4)-were-identifiedb
comparison of spectroscopic data with values reported in the lit-
erature [25], [26]. These compounds are here described for the
first time from Pseudoxandra cuspidata bark.

Because P. cuspidata is a traditional antimalarial plant, and be-
cause the antiplasmodial activity of its crude extracts was con-
firmed in vitro [3], the antiplasmodial activity and cytotoxicity of
the compounds purified from the plant were evaluated in vitro
(Table 1). Among the four compounds described, the most active
(mean ICsy on FcB1 strain 0.71 ug/ml i.e., 1.14 uM) and least toxic
was rodiasine (2). The other compounds were less active or were
inactive against P. falciparum. When compared to other bis-ben-
zylisoquinolines, the toxicity of 2 was rather low [9], [27] while
antiplasmodial activity was high. However, 15,1 R-rodiasine as a
major component of the extract of Pseudoxandra cuspidata, could
be responsible for the known antimalarial activity of the plant
stressing the antimalarial interest of this family [28].

Table1 Antiplasmodial activity and cytotoxicity of the purified com-
pounds from P, cuspidata

Compound Antiplasmodial activity Cytotoxicity CAR®
FcB1 strain FcM29 strain = MCF7 (n = 3)
(n =3 (n=2)
(1) 42.92 +.28.19¢ 40.90'% 2.12 43.93+2.14 1.02
(2) 114+ 0.8 1.360.14 28.08 + 7.94 24.64c
3) 13.67.:9.89 1251212 5481+ 1.57 0.40
(4) >100 >100 46.69 + 2.9 0.46
cQ 0.194 0.544 >100 >500
Doxorubicin ND ND 454

* Cytotoxicity/antiplasmodial (FcB1) ratio.

¥ n = number of independent experiments.

¢ Mean values of three independent experiments in uM ( SD).
4 Value checked every two months,
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Abstract

Indigenous Quechua and Mestizo populations from distinct areas in Loreto, Peru, were interviewed about traditional medication for the treatment
of malaria. An ethnographic survey concerning the native theory of illness aetiology in the specific case of malaria permitted the elaboration of
an efficient ethnopharmacological enquiry. The survey took place on three main zones corresponding to villages on the Napo and the Pastaza
rivers (for the Quechua), and in the surroundings of Iquitos (for the Mestizos) and led to the collection of 14 plants. Serial extractions in hexane,
dichloromethane, and methanol were performed on the different parts of the plants collected. The extracts were then tested for antiplasmodial activity
in vitro. Seven plants displayed antiplasmodial activity (ICsy from 2 to 25 wg/mL) and usually low cytotoxicity, indicating their antiplasmodial
specificity. The results give scientific validation to the traditional medical knowledge of Quechua and Mestizo populations from Loreto and confirm

a source of potentially active plants.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Malaria; Loreto; In vitro screening; Quechua; Ethnomedicine; Peru

1. Introduction

Malaria remains one of the most important infectious diseases
in the world affecting hundreds of millions of people and causing
up to 3 million deaths annually (mostly children). Difficulties
in getting access to treatment, for both economic and geograph-
ical reasons, result in increased mortality. Besides this fact, in
many cases, drug effectiveness is lost due to parasite resistance.
In this context, safe, effective and accessible new treatments
have become a matter of priority. Plant remedies seem to be the
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most convenient solution because of their accessibility and diver-
sity in tropical regions. This study focused on the province of
Loreto, which is classified by the WHO as a grade III zone for its
high frequency of chloroquine resistant malaria. An ethnophar-
macological study was performed in three locations regarding
three groups of population: Quechua of the Pastaza, Quechua of
the Napo, (fieldwork period between 2003 and 2004), and the
Mestizo population living around Iquitos (fieldwork achieved
during 2005). These specific groups were chosen firstly, accord-
ing to their ability to use medicinal plants and to transmit the
knowledge. The Pastaza and Napo populations belong to the
same cultural group (Quechua) and share a very similar set
of medicinal knowledge, although they live in separate terri-
tories and ecosystems (see map). The Pastaza populations are
also geographically isolated from medical infrastructures which
reinforces the necessity for a better transmission of medicinal
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knowledge. Secondly, the comparison with Mestizo medici-
nal knowledge offers valuable insights into the persistence of
traditional knowledge in a context where access to Occiden-
tal remedies is easier, given the proximity with urban medical
centers. The core of ethnographic data about the indigenous
conception of illnesses and therapy gives an anthropological
background to the analysis of the impact of malaria among these
Amazonian groups. We underline the necessity of taking into
account the context-dependence of native aetiological theories.

2. Material and methods
2.1. Ethnographic study

2.1.1. Ethnographic context

The study of lowland Quechua (Kichwa) ethnomedicine in
Peru took place within a complex and interwoven ecological,
cultural and historico-political context. Although the Quechua
people are a minority in Peru (3000 people approximately for
the Pastaza river and an average of 8000 people living in the
Peruvian Napo region/27.3 million inhabitants in Peru), they
occupy a large part of the Amazonian lowlands. Two groups of
Quechua were studied:

- The Kichwa (whose autodenomination is “Napu runa” which
means “people of the Napo”) from the high Napo river.
Their villages are located around a Dominical mission called
Angoteros at the border with Ecuador;

- The Quechua (also autodenominated “Inga’) are located near
the high Pastaza river, an area very distant from Iquitos, the
province’s capital. This ethnological group is a composite of
various indigenous populations, among which are the Achuar
from the Jivaroan linguistic family, and the Andoan, a nearly
extinct group belonging to the Zaparoan linguistic family.

The traditional economy relies on slash-and-burn horticul-
ture, hunting fishing and gathering wild foods. This process
requires and contributes to the maintenance of large forest areas,
both primary and secondary, in various stages of regenera-

tion. Medicinal plants are normally cultivated and collected in
primary forest. Nevertheless, Balee (Balee, 1989) and Black
(Black, 1978) showed, in a study involving North American
Indians, that plant species distribution in Amazonian rainforest
(in the so-called primary forest) was mainly influenced by the
entropic impact of human settlements at various stages of his-
tory. Indeed medicinal plants are both transplanted and protected
by indigenous people (Kohn, 1992). Lowland Quechua settle-
ments are organized according to the pattern of a “horizontal
archipelago”, which underlines the mobility of people and the
dynamics of migrations and exchanges (Uzendosky, 2004). Such
human mobility explains that similar medicinal plants can be
found in primary and secondary forests and used both in Napo
and Pastaza regions. The plants may have been transplanted
for human necessity from one habitat to another in a histori-
cal process, according to the group’s logic of migration. The
phenomenon of migration also accounts for a shared knowledge
of plants among Mestizos living in the surroundings of Iquitos
and lowland Quechua populations (Fig. 1).

2.2. Indigenous theory of illness and therapy

2.2.1. Indigenous theory of illness aetiology

The Quechua representation of various types of physical dys-
functions will be described here from an ethnographic approach
for a better understanding of the native conception of malaria.
It should be kept in mind that the concept of illness is obviously
the result of an interpretation, and as such, it entails cosmolog-
ical representations of the world and specific beliefs about the
nature of the human being. The elementary assumption shared
by many animist Amazonian cultures is the attribution of a com-
mon subjectivity or a “soul” to every being, including some plant
and animal entities. According to this idea, elementary cate-
gories structuring social life are used to organize, in conceptual
terms, the relations between human beings and natural species
(Descola, 2005). Sickness in many ways reveals a disruption
affecting the individual’s soul and its relation with otherness,
humans or non-humans. To give an example, symptoms of ill-
ness affecting young children are conceived by the Quechua as
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the capture of the soul by animals or spirits wishing to make
their victim into kin, or to take revenge on their parents. Phys-
ical changes affecting the body are the visible indices of this
process. According to our own data and those collected by Igle-
sias (Iglesias-Palacios, 1987), Quechua people from the Napo
and Pastaza regions distinguish three types of illness categories:

e “Unkuy”,considered to be due to natural causes like the excess
of water (dampness), wind, heat or cold. It is also a generic
term refering to physical disorder in general.

e “Pahu”, due to supernatural origins or elements such as the
encounter with mythical entities or spirits (“supay”) whose
promiscuity is thought to be dangerous, if a number of taboos
and prescriptions are not respected. It provokes visible symp-
toms of illness or weakness.

o “Wiruti” (name of blowgun darts normally used in hunting,
but also used to refer to an invisible projectile used by the
shaman “yachak” to kill his enemy) or “shitana” (means “to
blow”) related to the ritual and shamanistic manipulation of
power in order to harm. This category of illness can be clas-
sified as warfare sorcery; it is the physical consequence of
underlying conflicts between distant kin from other villages
or enemies from different ethnic groups.

These categories are not exclusive, a disease at first classified
in category 1 “unkuy”, for example can soon be attributed to
category 3 “shitana”, in specific circumstances, according to
the variability of aetiological interpretation. It is interesting to
note that from the first category to the third, emphasis is put
on physicality and natural causes, or on the role of human or
supernatural agency.

2.2.2. Indigenous theory of malaria

Malaria has specific indigenous terminologies used for its
symptom description. Names of the diseases are related to the
seriousness of the cases. For example “chukchu unkuy” (“shak-
ingillness” in quechua) is said to occur when the disease does not
kill the patient. It can also be qualified, according to the presence
of fever, “kalentura” derived from the Spanish word “calen-
dura”. In this latter case it is supposed to be caused by the excess
of “cold” elements. The principal symptoms cited by people
questioned during enquiry were, in order of importance: (a) fever
(in quechua, hot sensation: “rupa”); (b) shivering (in quechua,
shaking body, “chukchu aycha”); (c) hurting heart or liver
(“shunku nanay”), we point out that the heart “shunku” is consid-
ered by Quechua people as the main principle of animation and
the locus of the soul; (d) strong headache and dizziness (“uma
muyurin”); (e) weakness of vision (“yana rikurin”, itlooks dark).

In relation to the general ethno-classification of illness in
regard to its presumed aetiology (see Section 2.2.1), malaria is
classified in category (a) (“chukchu unkui”’) in 80% of the cases
when it occurs in daily life without causing death. The minimiza-
tion of the role of bad intentions determines the choice of using
medicinal plants for curing, in the specific case of malaria. In this
case, Quechua people think that malaria is caused by an excess of
cold affecting the individual’s breath “samay” (term also refer-
ing to a vital principle). This interpretation is inferred by the

symptom of a suffering heart or liver (shunku) and the assump-
tion that the individual’s soul or “samay” lies in this place. The
effect of medicinal plants is to make the patient “breath” again
“samachina’.

Malaria also appears, when it causes death or agony, in
category (3), as the consequence of malevolent human enti-
ties manipulating their power “wiruti”. A correlation exists
between sharpness of the symptoms potentially leading to death,
and the attribution of a predatory intention (an external cause)
to the phenomenon. This native classification of malaria as a
transformation caused by a “wiruti” inside the body has two con-
sequences. At first the intervention of the shaman corresponds
to an attempt to find a ritual interpretation and resolution for the
trouble. Secondly, a political response can be chosen. Indeed
an outburst of malaria in a village often leads to warfare when
the victim’s family wants to take a revenge on the presumed
author of the crime. We noted, during fieldwork a coincidence
between epidemics and the rise of socio-political tensions, some-
times ending in provisional dispersion of nucleated settlements
or migrations to escape violence (community of Sabalo yaku,
Pastaza, February 2005).

To sum up, the above study shows that a single disease,
malaria, leads to the formulation of different aetiologies in native
discourse and practice. The concept of illness is not considered
as exclusively restricted to the relationship between individuals
and their own bodies. It involves a network of social relations
including non-human entities as well as different ethnic groups.
The concept of body itself is the product of a social construction
and transformation. Hence, every singular response adopted by
indigenous people for facing malaria, such as shamanism, war-
fare or the use of medicinal plants, reveals the complexity and
dynamics of a specific socio-political context. Because death or
disease is never considered among these Amazonian groups as
a mere biological fact (Taylor, 1993), medicinal knowledge is,
in a logical way, always closely linked to politics.

2.2.3. Methodology of survey

The ethnopharmacological study and inquiry about the
indigenous conception of the human body, illness and ther-
apy were performed in autochthonous language, a variety of
lowland Quechua dialect (classified by linguists as Quechua II-
B). Plants classified by indigenous people as curing «malaria»
were selected for our study when they fitted three of the five
main symptoms described above [(a) fever, (b) shivering and
(c) hurting heart or liver] or more. In other cases malaria was
known and recognised under the same term “malaria” (in Span-
ish) in the area where populations were informed by medical
brigades of the state. Ethnographic fieldwork and ethnopharma-
cological survey were partially undertaken during a long period
(15 months overall between October 2003 and February 2005)
with an interdisciplinary staff, in two main areas: the high Pas-
taza river and one of its affluents, the Capawari river, and the
high Napo river, mainly with Quechua-Andoa-Achuar and Napu
Runa groups (see Fig. 1). These areas were chosen for their dis-
tance from the Mestizo population of the province: the people
there have been sufficiently in contact with the outside world to
contract malaria (and other epidemic diseases), but at the same
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time, they remain, especially for the case of the Pastaza pop-
ulation (in the villages most distant from Andoas) so isolated
that they barely receive any help from the state sanitary infra-
structures. As a consequence, most of these groups still possess
and preserve the traditional knowledge about medicinal therapy,
mainly as the only permanently available way of facing malaria.

Another part of the survey was undertaken in the surrounding
area of Iquitos (Mestizo villages from the Nanay and the Amazon
rivers), concerning a population informed about malaria by the
medical brigades.

2.2.4. Nature of enquiry

Although some 30% of the Napu runa may be Spanish-
speaking, only 15% of the indigenous population of the Pastaza
area are, which made it necessary to elaborate specific struc-
tured interviews in quechua. Informants were chosen according
to a “participate observation” methodology commonly used in
ethnographic surveys. Men, women and children were equally
questioned because of their equal access to natural medicines.

A detailed set of information was obtained concerning:

- Description of plant species used with their respective habi-
tat and main qualities according to indigenous classification
(phytonymy) emphasizing organoleptic properties.

- Context of plant collection (hunting expedition or specific
search, moment of the day, season, ritual related to the event,
etc.) and description of the part of the plant used as a remedy
(e.g. bark, leaf, root, fruit)

- Mode of preparation or “recipe” (for instance decoctions or
infusions).

- Effects of the remedy on the human body and indications of
the recipes.

2.3. Plant material

Those plants which are indicated for three of the five main
symptoms cited above (Section 2.2.3) were selected. Vernacu-
lar terminologies were reported (Rutter, 1990), (Duke, 1994),
(Arevalo, 1994) and plants were collected with the agreement
of the villagers and the presidents of the indigenous federations.
The plants collected were then identified and deposited at the
herbarium of the Universidad Nacional de Amazonia Peruana
(UNAP, Iquitos) and after identification, a second collection was
made in the primary and secondary forest close to Iquitos.

2.4. Methodology for extraction and in vitro screening

2.4.1. Plant extracts

The dried and pulverised parts of each plant (10g) were
successively extracted twice at 30°C (3h) with hexane,
dichloromethane, and methanol to obtain three extracts. The
extracts were filtered, and the solvents removed under reduced
pressure. Two milligrams of each extract were weighed out
exactly, then dissolved in DMSO to give a stock solution at
10 mg/mL used for the biological tests. Sixty-three extracts were
tested.

2.4.2. Antiplasmodial screening

Parasites were cultured according to the method described
by Trager and Jensen (Trager and Jensen, 1976) with modifica-
tions described by Benoit (Benoit et al., 1995). Briefly, parasites
(FcB1-Columbia strain, considered to be chloroquine-resistant
with an ICsg of 145nM for chloroquine) were maintained on
human red blood cells in RPMI 1640 medium (Cambrex, Emer-
vainville, France) supplemented with 7.5% human serum and
grown in a 5% CO; atmosphere. Cultures were synchronized
every 48h by 5% D-sorbitol lysis (Lambros and Vanderberg,
1979) (Merck-Germany). For in vitro antiplasmodial activity
evaluation, the stock solutions of plant extracts were diluted in
culture medium (10 and 50 wg/mL) and added to parasite cul-
ture (1% parasitaemia, 2% haematocrit). Parasite in vitro growth
was followed by [*H]-hypoxanthine (Amersham-France) incor-
poration as described by Desjardins (Desjardins et al., 1979)
with modifications (Valentin et al., 1997). Inhibition values were
plotted versus extract concentrations (average of two values) and
the 50% inhibitory concentration (ICsp) was graphically deter-
mined by interpolation. The [*H]-hypoxanthine incorporation,
in the presence of extracts, was compared with that of control
cultures without extract (the positive control being chloroquine
(Sigma)).

2.4.3. Cytotoxicity evaluation

For the most active extracts (on Plasmodium falciparum
culture), cytotoxicity was estimated on human breast cancer
cells (MCF7). The cells were cultured in the same conditions
as those used for Plasmodium falciparum, except that the 5%
human serum was replaced by 5% foetal calf serum (Cambrex).
Cells were distributed in 96-well plates at 2 x 10* cells/well
in 100 pnL of culture medium added to 100 wL of the same
medium containing the plant extracts at various concentrations
(the final concentrations in the wells were 1, 10, and 100 p.g/mL).
Cell growth was estimated by [*H]-hypoxanthine incorporation
after 24 and 72 h incubation as for the Plasmodium falciparum
assay. The [ZH]-hypoxanthine incorporation, in the presence of
extracts, was compared with that of control cultures without
extract (positive control being doxorubicin (Sigma)).

3. Results

Species selected via the survey, as well as their medicinal
uses, common names and their voucher specimen number from
the herbarium of Iquitos are reported in Table 1.

All species reported were extracted and tested. Table 2
reports the antiplasmodial activities of the most active
extracts, in comparison with their cytotoxicities. The CAR
(cytotoxic/antiplasmodial ratio) was calculated and gave an
estimation of the selectivity of the extracts on a chloroquine-
resistant strain of Plasmodium falciparum.

4. Discussion
Sixty-three extracts obtained from 14 plants were tested

on Plasmodium falciparum, and at least 7 plants displayed a
potential antiplasmodial activity (IC50 <25 pg/mL) (Willcox et



Table 1

Alphabetic list and traditional uses of the species investigated for in vitro antiplasmodial tests

Ingredient of the recipe: species (family), Part tested Ethnic origin Common name and traditional preparation of Traditional uses
herbarium voucher the recipe
Abuta rufescens Aubl. (Menispermaceae), 021792 B2 LD Shipibo-conibo (Ucayali) “Pancha muca, Abuta macho”, decoction of Component of curare, against stomach
the stem ulcers and malaria
Cassia loretensis Killip & J. F. Macbr. Ex Killip. B.,L Quechua (Napo and Pastaza) “Waranka”, decoction of the bark Antipyretic
(Fabaceae), 029585:
Cyphomandra hartwegii (Miers) Walp. B., Fr¢,L,RA Quechua (Pastaza) “Asna panka”, infusion of the leaves, Against liver pains and antipyretic
(Solanaceae), 028197 steaming bath with fresh leaf infusion for
children
Eryngium foetidum L. (Apiaceae), 033895 (Garcia L. Quechua (Pastaza and Napo) “Sacha kulantro”, decoction of the leaves Against diarrhoea, stomach ache and
et al., 1999; Pino et al., 1997) malaria
Grias neuberthii J. F. Macbr. (Lecythidaceae), B. Quechua (Napo, Pastaza,) “Pitun” (Napo), “Sacha mangua” (Pastaza). Purifying emetic, against inappetence,
033652 Infusion of the stem, bark decoction intestinal parasites and malaria
Lacistema aggregatum (P. J. Bergius) Rusby B.,L Quechua (Pastaza), Mestizo “Kapawari muyw” (Pastaza)“Huacapurana” Against rheumatism and anti-pyretic.
(Lacistemaceae), 027242 (Iquitos) “palometa huayo”, trompo huayo”
(Mestizo). Maceration in rum or decoction
of the wood
Mikania congesta DC. (Asteraceae), 025548 L. Quechua (Napo), Mestizo “Yana anku” (Napo), “sanquillo” (Mestizo). Laxative and antipyretic (Herz and
(Iquitos) Infusion of the aerial parts Kulanthaivel, 1985).
Pagamea guianensis Aubl. (Rubiaceae), 035904 L. Mestizo (Iquitos) Dried stem decoction Psychoactive genus, species selected for
its bitter substance: “principio amargo”
Pithecellobium laetum Benth. (Fabaceae), 021229 A.pS. Quechua (Napo, Pastaza,), “Chunta ruku panka” (Napo), “sirimpachi” Against malaria
Mestizo (Iquitos) (Pastaza), “shimbillo” (Mestizo), infusion of
the aerial parts
Roucheria punctata (Ducke) Ducke (Linaceae), B. Quechua (Napo) “Puma kaspi, Puma sacha”, bark decoction Against diarrhoea and malaria
033640
Sabicea villosa Willd. ex Roem. & Schult. A.p. Quechua (Napo) “Huasca mullaca”, infusion of the leaves Against stomach ache, dysentery, and
(Rubiaceae), 024118 malaria
Verbena litoralis Kunth (Verbenaceae), 033670 A.p. Quechua (Napo, Pastaza) “Pirpina”, infusion of the leaves Antitussive, emetic, vermifuge,
antipyretic
Virola calophylla (Spruce) Warb. (Myristicaceae), B.,L Quechua (Napo-Pastaza) “Yura wapa”, inner bark decoction Against fungi, bladder and stomach
035901 ailments, and malaria
Zygia latifolia (L.) Fawc. & Rendle (Fabaceae), A.p. Quechua (Pastaza) “Yutsu”, infusion of the leaves, ingestion of Purifying emetic, antipyretic and

021217

the fresh bark resin

anti-malarial

2 B.: stem bark.

b L. leaves.

¢ Fr.: fruits.

d R.: roots.

¢ A.p.: aerial parts.
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Table 2
Antiplasmodial activities (ICs0 <25 pg/mL) of the plant extracts
Active parts of the species Extracts In vitro activity on Plasmodium falciparum Cytotoxicity MCF7 (2)* CARP FcB1
FcB1 (2)* IC50 (pg/mL) ICs0 (g/mL)
Abuta rufescens Aubl. (Menispermaceae), Bark CH,Cl, 23+04¢ 225445 9.6
bark and leaves Bark MeOH 3.8+0.3 44.0£3.0 11.5
Leaves 7.9+0.1 36.5+3.5 4.6
CH)Cl,
Leaves MeOH 32+£02 >50.0 >15.0
Cyphomandra hartwegii (Miers) Walp. Leaves 10.0£4.0 33.0+0.5 33
(Solanaceae), bark and leaves CH,Cl,
Grias neuberthii J. F. Macbr. Bark MeOH 22.0+0.0 >50.0 >2.2
(Lecythidaceae), bark
Lacistema aggregatum (P. J. Bergius) Bark CH,Cl, 74+£25 41.0£1.0 55
Rusby (Lacistemaceae), bark
Pagamea guianensis Aubl. (Rubiaceae), Leaves 185£1.5 31.0+3.0 1.7
leaves CH,Cl,
Sabicea villosa Willd. ex Roem. & Aerial parts 53+1.1 >50.0 >10.0
Schult. (Rubiaceae), aerial.parts Hexane
Virola calophylla (Spruce) Warb. Bark CH,Cl 43+£04 355405 8.2
(Myristicaceae), bark
cQd 0.14 >100.0 >500.0
Dox® ND 0.4 ND

% Number of independent experiments.

5 CAR cytotoxic/antiplasmodial (FcB1) ratio.

¢ Mean=+S.D.

4 CQ, chloroquine; positive control for Plasmodium falciparum inhibition.
¢ Dox, doxorubicin; positive control for MCF7 inhibition.

al., 2004). This demonstrates that the ethnopharmacological
approach is a powerful tool to select plants among the count-
less possible candidates. In the following discussion, we present
the plants with the best activities on Plasmodium falciparum.

Abuta rufescens Aubl. (Menispermaceae), bark and leaves: The
leaves of this plant are used by the Shipibo-Conibo people to
produce curare and the bark decoction is employed against
stomach ulcers, liver pains, diabetes, and malaria (Arevalo,
1994). The good-to-moderate antiplasmodial activity of the
leaves and bark extracts (dichloramethane and methanol) with
an ICs5p from 2.3 to 7.9 pwg/mL, can be explained by the
presence of isoquinoline, azafluoranthene and oxoaporphine
alkaloids isolated from the stem (Cava et al., 1975). Another
species, Abuta grandifolia Mart. has been previously studied
for its antiplasmodial activity due to its bisbenzylisoquino-
line content (Steele et al., 1999). However, the species Abuta
rufescens had never been tested for its antiplasmodial activity.
Cyphomandra hartwegii (Miers) Walp. (Solanaceae), leaves
and roots: The fruits are edible and the leaves are used as an
antipyretic by the Quechua from Pastaza. Its common name in
quechua is “Asna panka” which means “bad-smelling leaf”.
Various parts of the plant were tested in vitro and the best
antiplasmodial activity (ICso:10 pg/mL) was obtained with the
dichloromethane extract of the leaves. To our knowledge, this
species has never been chemically or biologically studied and
was the first of its genus to be tested on Plasmodium falciparum.
Grias neuberthii J. F. Macbr. (Lecythidaceae), bark: The stem
infusion of this species is used by the Quechua (Pastaza) as a
purifying emetic, against inappetence and malaria. Its name
“sacha mangua” means mango from the wild forest. This

species has never been chemically studied and we show that it
displays a weak antiplasmodial activity (ICso of the methanol
extract: 22.0 pg/mL).

Lacistema aggregatum (P. J. Bergius) Rusby (Lacistemaceae),
bark: The bark is commonly used macerated in rum “hua-
capurana” against rheumatism and as an antipyretic. To
date, this species had not been chemically investigated. The
dichloromethane extract of the bark displayed a good antiplas-
modial activity (ICs0: 7.4 wg/mL) with a low cytotoxicity
(IC50: 41.0 pg/mL).

Pagamea guianensis Aubl. (Rubiaceae), leaves: This species
belongs to a genus traditionally used for its psychoactive activ-
ity (like Pagamea macrophylla) (De Smet, 1985). Pagamea
guianensis was selected for its bitter flavour “principio amargo”
that is usually considered to be due to the presence of anti-
infectious substances (Shepard, 2004). This species had never
been chemically or biologically studied and showed a weak
antiplasmodial activity (ICsp: 18.5 pg/mL for the CH,Cl leaf
extract).

Sabicea villosa Willd. ex Roem. & Schult. (Rubiaceae), aerial
parts: The leaf infusion of this plant is used against stomach
disorders, dysentery and malaria. This plant has been stud-
ied for its anti-radical-type action (Pauly, 2000). However, the
chemical composition of this species has not been described
yet. The good antiplasmodial activity of the hexane extract of
the aerial part (ICs50: 5.3 pwg/mL) and its very low cytotoxic-
ity (ICsp: >50 pg/mL) stressed the interest of this species for
further phytochemical studies.

Virola calophylla (Spruce) Warb. (Myristicaceae), bark: This
plant, named “yura wapa” (white Kumala), is used by the
Quechua of the Napo as a bark decoction against external



488 V. Roumy et al. / Journal of Ethnopharmacology 112 (2007) 482—489

infections and malaria. The genus Virola has usually been
described as a source of hallucinogenic snuff. The antiplas-
modial activity of the essential oil of another species of this
genus (Virola surinamensis) has already been described (Lopes
et al., 1999). Neolignans (Alvarez et al., 1987), dihydrochal-
cones (Constanza et al., 1998) and alkaloids (tryptamine and
B-carboline derivatives) (Miles et al., 1987) have been isolated
from the species Virola calophylla. However, no study concern-
ing the antiplasmodial activities has been published, despite a
good activity of the extract (ICsq of the dichloromethane bark
extract: 4.3 pg/mL).

Among all the species tested in this study, three (Abuta
rufescens, Eryngium foetidum, and Grias neuberthii) have been
recently cited for their use in traditional medicine against malaria
(Kvist et al., 2006). However, the ICsg antiplasmodial values of
these species are reported for the first time in this study.

Chloroquine was used as positive control of the sensitivity of
susceptible Plasmodium falciparum strains (FcB1). Comparison
of the plant extract activities with those of chloroquine (which
is 20 times more active) does not indicate that the bio-active
compounds of the plant extracts have a low activity but that they
are diluted in the whole extracts.

The dichloromethane extracts of Cyphomandra hartwegii,
Lacistema aggregatum, Virola calophylla and the hexane extract
of Sabicea villosa were the most potent against Plasmodium
falciparum (ICsp: from 4.3 to 10 wg/mL). The low cytotoxici-
ties (ICs9 > 35.5 pg/mL) and the selectivity of the plant extracts
showed the medicinal potential of these species.

5. Conclusion

The high quantity of potentially active plants (7) in compari-
son with the total number of plants collected (14) gave scientific
support to the indigenous knowledge and showed the suitability
of this type of survey to identify bio-active plants. The interesting
cytotoxic/antiplasmodial (FcB1) ratio, the high antiplasmodial
activity and the low level of prior scientific knowledge concern-
ing the plants, were the three main criteria used to select the most
interesting parts of the plants, namely the leaves of Cyphoman-
dra hartwegii (Solanaceae), the bark of Lacistema aggregatum
(Lacistemaceae), the aerial parts of Sabicea villosa (Rubiaceae),
and the bark of Virola calophylla (Myristicaceae). Bioactivity-
guided chemical fractionation of these plants is underway, to
isolate and identify potentially novel antiplasmodial molecules.
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Etude phytochimique de plantes amazoniennes d’activité antiplasmodiale,
dont Tapirira guianensis Aubl. et Pseudoxandra cuspidata Maas

Le paludisme est la premiére cause de mortalité dans le monde. Ce probléme de santé
publigue est en grande partie expliqué par I’émergence perpétuelle de chimiorésistances aux
principaux antipaludiques. La recherche de nouveaux traitements accessibles et efficaces
contre son agent pathogéne, Plasmodium falciparum, constitue donc une urgence. Le travail
exposé dans cette thése porte sur un des axes majeur de cette quéte : I’exploration
phytochimique de plantes utilisées dans différentes médecines traditionnelles.

Nous avons tout d’abord sélectionné différentes drogues végétales en fonction de leurs
utilisations traditionnelles anti-parasitaires au sein de multiples groupes ethniques
d’Amazonie (Guyane et Pérou). Nous nous sommes tout particulierement intéressés aux
groupes Quechuas du Pérou afin d’approfondir nos connaissances de la maladie et d’évaluer
une vingtaine d’espéces végétales issues de leur médecine traditionnelle, dont certaines se
sont avérées prometteuses.

Puis, nous avons réalisé une étude phytochimique bioguidée permettant la purification de
molécules responsables de I’activité antiplasmodiale de deux plantes guyanaises,
Pseudoxandra cuspidata Maas et Tapirira guianensis Aubl.

Ce travail a permis d’identifier des composés appartenant a différentes familles chimiques
(alcaloides de type bisbenzylisoquinoléine, aza-anthracéne, aporphine ; cyclo-hexénone
alkylée...), dont certains encore inconnue dans le monde végétale.

Nous nous sommes particuliérement intéressé au potentiel thérapeutique de certains de ces
extraits et molécules, et mis en évidence d’autres activités biologiques (anti-leishmanienne ou
anti-bactérienne).

Enfin, ce travail conclut sur la validité de cette méthode de recherche et donne une ouverture
sur I’étude phytochimique d’autres especes végétales déja sélectionnées.
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