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LISTE PROTOCOLAIRE DES ENSEIGNANTS DE LA FACULTE DES SCIENCES

Année académique : 2019-2020
(Par Département et par grade)

Date d’actualisation : 12 juin 2020

Administration

Doyen : TCHOUANKEU Jean Claude, Maitre de Conférences
Vice-Doyen / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences

Vice-Doyen / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

Vice-Doyen / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére :

Conférences
Chef Division des Affaires Academiques, de la Scolarité et de la Recherche (DAASR) :

MBAZE MEVA’A Luc Léonard, Professeur

NDOYE FOE Marie C.F., Maitre de

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)

N° | Noms et Prénoms Grade Observations
1 | BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOQOU Paul Professeur Chef de Département
7 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C.F. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
17 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
18 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
19 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
20 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences :\r/}fﬁ?;% de  Service
21 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences En poste
22 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
23 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
25 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
26 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
27 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
28 | FONKOQUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
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31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | MBOUCHE FANMOE M. Joélle Assistante En poste
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur VICE-DOYEN / DSSE

2 BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département

3 DIMO Théophile Professeur En Poste

4 DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice-Doyen/FMSB/UYI

6 FOMENA Abraham Professeur En Poste

7 KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

8 NJAMEN Dieudonné Professeur En poste

9 NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 | NOLA Moise Professeur En poste

11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de  service

12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr.
IMINSANTE

13 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste

14 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste

15 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste

16 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste

17 f\fgéﬁpngg KENG  Hermine  épse Maitre de Conférences En Poste

18 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste

19 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste

20 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste

21 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste

22 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste

23 | ALENE Désiree Chantal Chargée de Cours En poste

26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste

27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste

28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste

29 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste

30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste

31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste

32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste

33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste

34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste

35 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste

36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste

37 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste

38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste

39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA

40 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste

41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
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42 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
43 | YEDE Chargé de Cours En poste
44 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
45 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
46 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste
3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste
4 MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
5 YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6 ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste

8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste

9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste

10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste

11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP

12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste

13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI

14 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste

15 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste

16 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste

17 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste

18 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste

20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste

21 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste

22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste

23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste

24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste

25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste

26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste

27 | GODSWILL N. NTSEFONG Assistant En poste

28 | KABELONG B. Louis-Paul-Roger Assistant En poste

29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste

30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste

31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste

32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste

33 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (34)
1 AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
2 ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 Florence UFI CHINJE épse MELO Professeur Recteur Univ.Ngaoundere
4 GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge
deMiss.PR

5 NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
7 NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
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Vice-Doyen/ Univ.

8 NDIKONTAR Maurice KOR Professeur
Bamenda
9 NENWA Justin Professeur En poste
10 | NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen FS/UDs
11 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.
12 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
13 | EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste
14 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
15 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste
16 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
17 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
19 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
24 | KOUOTOU Daouda Chargé de Cours En poste
25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
28 | NEBA née NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM
29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
30 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
31 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
32 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
33 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
34 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste
5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)
. | DONGO Etienne Professeur ;/écg—Doyen/DSSE/Fac.
2 GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA
3 NGOUELA Silvére Augustin Professeur Chef de Dpt UDs
4 NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département
5 NYASSE Barthélemy Professeur En poste
6 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 WANDJI Jean Professeur En poste
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences Vice-Doyen / DPSAA
9 EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
17 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Chef Service/MINESUP
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences Sous/Direct. MINRESI
. A . Chargé  d’FEtudes  Ass.
19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences 1°3/MINESUP
20 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
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22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen/FS/UYI
23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK Carine Chargé de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominigue Chargé de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
31 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
32 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
34 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (27)

1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
2 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur &TﬁESBtPENS/Chef IGA.
3 NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département
5 DJAM Xaviera YOUH-KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
7 KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
8 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane G. Raymond Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE S. Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK M. BAHANACK N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

1 EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
2 AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département
3 NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste

NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences Chef service des
4 programmes & Diplémes
5 MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
6 TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda
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;| AGHOUKENG JIOFACK J. Gérard Chargé de Cours ﬂ;eNfPL AMAT Cellule
8 CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
9 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste
17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
19 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M.E. Chargée de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
28 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)
1 ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2 BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
3 NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4 NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5 RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
6 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
7 ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
8 BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9- DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Chef Division UN
3 ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
4 KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
5 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
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6 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
7 NOUAYOU Robert Professeur En poste
o Sous Directeur/
8 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur MINRES]
9 PEMHA Elkana Professeur En poste
10 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
11 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
12 | WOAFO Paul Professeur En poste
13 | BIYAMOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
14 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
15 | DJUIDJE KENMOE épse ALOYEM Maitre de Conférences En poste
16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
17 | FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences En poste
18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
21 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste
22 | SAIDOU Maitre de Conférences MINERESI
23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste
26 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences Sous Dir./ MINESUP
27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Chargée de Cours En poste
31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
34 | MELI’I Joélle Larissa Chargée de Cours En poste
35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 . DA/Univ. Inter Etat/
OBOUNOU Marecel Chargé de Cours Sangmalima
37 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 | AYISSI EYEBE Guy F. Valérie Assistant En poste
39 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
40 | TEYOU NGOUPOQOU Ariel Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
6 NGOS Il Simon Professeur DAAC/Uma
7 NKOUMBOU Charles Professeur En poste
8 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9 ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
10 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
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11 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
12 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Chef Serv',c? Maintenance
14 & du Matériel
15 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences DlreCteEJI‘/Pl‘Ojet Barrage
Memveele
16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
18 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /IMINTP
22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste
26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste
38 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Chargée de Cours Chef.cell / MINRESI
39 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
40 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
41 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste
42 | FEUMBA Roger Assistant En poste
43 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste
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Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS
Département Professeurs Maitres de Conférences Chargés de Assistants  Total
Cours

BCH 9(1) 13 (09) 14 (06) 3(2) 39 (18)
BPA 13 (1) 09 (06) 19 (05) 05 (2) 46 (14)
BPV 06 (0) 11 (02) 9 (06) 07 (01) 33(9)
Cl 10 (1) 9 (02) 12 (02) 03 (0) 34 (5)
(6{0) 7(0) 17 (04) 09 (03) 02 (0) 35(7)
IN 2 (0) 1(0) 13 (01) 09 (01) 25 (2)
MAT 1(0) 5(0) 19 (01) 05 (02) 30 (3)
MIB 1(0) 5(02) 06 (01) 06 (02) 18 (5)
PHY 12 (0) 15 (02) 10 (03) 03 (0) 40 (5)
ST 8(1) 14 (01) 19 (05) 02 (0) 43(7)
Total 69 (4) 99 (28) 130 (33) 45 (10) 344 (75)

Un total de 343 (75) dont :

Professeurs 68 (4)

Malitres de Conférences 99 (28)

Chargés de Cours 130 (33)

Assistants 46 (10)

() = Nombre de Femmes 75
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RESUME

Le présent travail porte sur 1’é¢tude chimique et 1’évaluation des propriétés
antiplamodiales et antitrypanosomales des constituants de trois plantes médicinales
camerounaises : Beilschmiedia louisii, Beilschmiedia obscura et Persea americana
(Lauraceae), trois especes utilisées en médecine traditionnelle camerounaise pour le traitement
des maladies parasitaires et dont les extraits ont montré de bonnes activités antitrypanosomales

et antiplasmodiales lors du screening préliminaire in vitro.

L’investigation phytochimique, grace aux méthodes chromatographiques usuelles, a
conduit a I’isolement de vingt-six composés parmi lesquels vingt-deux ont été entiérement
caractérisés a ’aide des techniques spectroscopiques (UV, IR, SM, RMN 1D et 2D) et par
comparaison de certaines données physiques et spectrales avec celles décrites dans la littérature.
Quatre de ces composés sont nouveaux [deux dérivés d’acide endiandrique (beilschmiedol B et
beilschmiedol C), un alcéne (obscuréne A) et un alcool gras (perseatriol)]. Les dix-huit autres
composés caractérisés appartiennent a huit classes de métabolites secondaires, a savoir: quatre
flavonoides  (épicatéchine,  kaempferol-3-O-a-L-(3"E.,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside,
isoquercitrine, astragaline), deux stéroides (f-sitostérol, 3-O-4-D-glucopyranoside de p-
sitostérol), une coumarine  (scopoletine), une lignane (9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol), un alcéne (pentacosan-1-éne), cing acides endiandriques (acide
beilschmiedique A, acide beilschmiedique C, acide 3”,4"-méthylénedioxyendiandrique A, acide
beilschmiedique D, acide beilschmidique E), une carotene (lutéine), deux y-lactones (3-
hydroxy-4-méthyl-2-(13’-phényl-1'-n-tridecyl)-butanolide et  3-hydroxy-4-méthyl-2-(11'-
phényl-1'-n-undecyl)-butanolide) et un acide  phénylalcanoique  (acide  15-
phénylpentadecanoique). Les trois derniers composés sont isolés pour la premiére fois du genre
Beilschmiedia. A partir de 1’acide beislmiedique E, quatre dérivés semi-synthétiques ont été
préparés par des réactions de réduction, oxydation et addition nucléophile. Ces dérivés ont été
nommes & bielschmiedol A, beischmiedal, bielschmiecarbazone et beilschmiegallate.

Les composés isolés et sémi-synthétiques ont également été testés pour leurs activités
antitrypanosomale sur Trypanosama brucei brucei et antiplasmodiale sur Plasmodium
falciparum 3D7 in vitro. Parmi les composés testés, le mélange de beilschmiedols B/ C et le -
sitostérol et le mélange de 3-hydroxy-4-méthyl-2-(13'-phényl-1'-n-tridecyl)-butanolide et 3-
hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl-1'-n-undecyl)-butanolide ont montré les meilleurs potentiels

antitrypanosomales avec des Clso <10 ug/mL alors que les dérivés d’hémisynthéses ont eu des

Theése de Doctorat/Ph D redigée par Waleguele Christine-Claire Page xxix



activités modeérées sur la méme souche. Beilschmiedol A, a quant a lui montre une faible activité
sur T.b. bucei avec une Clso de 20,38 ug/mL.

Concernant  les  activités  antiplasmodiales, le  9,9'-di-O-feruloyl-5,5'"-
diméthoxysecoisolariciresinol, kaempferol-3-O-a-L-(3"E.,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside et
la lutéine ont montre de trés bonnes activités sur la souche Pf3D7 avec les Clsos de 0,04, 0,63
et 2,5 ug/mL, respectivement. Le persiatriol a quant & lui montré une activité moderée avec
une Clsg de 9,48 ug/mL. Les composés les plus intéressants, le 9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol (bilignane Clsp = 0,04 ug / mL) et kaempferol-3-O-a-L-
(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside flavonoide (Clso = 0,63 1g / mL) étaient aussi actifs que
le médicament de référence, la chloroquine et non cytotoxique.

Les extrais et les composes ont aussi été évalués pour leur cytotoxicité sur les cellules
du Carcinome humain HelLa Cells. Les extraits et les composés isolés de Beilschmiedia se sont
révelés inactifs alors que ceux des racines et des écorces de Persea americana se sont révélés
cytotoxiques avec des valeurs de Clsp < 6,00 «g/mL. Parmi les composes actifs sur Pf3D7, seul
le persiatriol a montré une faible sélectivité (1S=0,34).

Les activités antiplamodiales et antitrypanosomales intéressantes des extraits, fractions
et composés isolés contribuent a la valorisation de B. louisii, B. obscura et de P. americana en

médecine traditionnelle dans le traitement des maladies parasitaires.

Mots Clés : Beilschmiedia louisii, Beischmiedia obscura, Persea americana, Activité

antiparasitaire, beilschmiedol B, beilschmiedol C, obsuréne A, perseatriol.
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ABSTRACT

The present work deals with the chemical investigation and the evaluation of the
antiplasmodial and antitrypanosomal activities of three Cameroonian plant species:
Beilschmiedia louisii, Beilschmiedia obscura and Persea americana (Lauraceae). These three
plants are used in traditional medicine for the treatment of parasitic diseases and whose extracts
showed potent antitrypanosomal and antiplasmodial activities during the preliminary screening

in vitro.

The phytochemical investigation, using usual chromatographic methods, led to the
isolation of twenty-six compounds among which twenty-two have been fully characterized with
different spectroscopic techniques of analysis (UV, IR, MS, 1D and 2D NMR) and by
comparison of some physical and spectral data with those described in the literature. Four of
these compounds are new and isolated for the first time from a natural source [two endiandric
acid derivatives (beilschmiedol B and beilschmiedol C), an alkene (obscurene A) and an alcohol
(perseatriol)]. The eighteen other characterized compounds belong to eight classes of natural
substances, among which: four flavonoids (epicatechin, kaempferol-3-O-a-L- (3" E, 4" E-di-p-
coumaroyl) -rhamnoside , isoquercitrin, astragalin), two steroids (3-sitosterol, s-sitosterol 3-O-
p-D-glucopyranoside), a coumarin (scopoletin), a lignan (9,9'-di-O-feruloyl-5, 5'-
dimethoxysecoisolariciresinol), one alkene (pentacosan-1-ene), five endiandric acids
(beilschmiedic acid A, beilschmiedic acid C, 3", 4"-methylenedioxyendiandric acid A,
beilschmiedic acid D, beilschmidic acid (E), one carotene (lutein), two y-lactones (3-hydroxy-
4-methyl-2- (13’-phenyl-1'-n-tridecyl) -butanolide and 3 -hydroxy-4-methyl-2- (11’-phenyl-1'-
n-undecyl) -butanolide) and a phenylalkanoic acid (15-phenylpentadecanoic acid). The last
three compounds are isolated for the first time from the genus Beilschmiedia.

From beislmiedic acid E, four semisynthetic derivatives have been prepared by
reduction, oxidation and nucleophilic addition reactions. These derivatives have been named as
bielschmiedol A, beischmiedal, bielschmiecarbazone and beilschmiegallate.

Isolated and semi-synthetic compounds have also been evaluated for their
antitrypanosomal and antiplamodial activities. Among the tested compounds, the mixture of
beilschmiedols B / C and g-sitosterol and the mixture of 3-hydroxy-4-methyl-2- (13'-phenyl-1'-
n- tridecyl) -butanolide and 3-hydroxy-4-methyl-2- (11'-phenyl- 1'-n-undecyl) -butanolide

showed the best antitrypanosomal activities with 1Cso <10 ug/mL whereas the semisynthesis
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derivatives showed moderate activities on the same strain. Beilschmiedol A showed low

activity on T.b. bucei with an ICsp value of 20.38 xg/mL.

Regarding antimalarial activity, 9,9'-di-O-feruloyl-5,5’-dimethoxysecoisolariciresinol
kaempferol-3-O-a-L- (3"E,4"E-di-p-coumaroyl) - rhamnoside and lutein exhibited very good
activities with 1Cso values of 0.04, 0.63 and 2.5 ug/mL while persiatriol showed moderate
activity with the ICsg value of 9.5 ug/mL. The most interesting compounds, 9,9'-di-O-feruloyl-
5,5'-dimethoxysecoisolariciresinol (bilignane 1Cso = 0,04 ©g / mL) and kaempferol-3-O-a-L-
(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside flavonoid (ICso = 0,63 x«g / mL) were as active as the

reference drug, chloroquine and not cytotoxic.

The extracts and compounds were also evaluated for their cytotoxicity on human
carcinoma cells (HeLa Cells). Extracts and compounds isolated from Beilschmiedia were found
to be inactive, whereas those from the roots and leaves of Persea americana were shown to be
cytotoxic with 1Cso values <6.00 ug/mL. Among the active compounds, only persiatriol showed
low selectivity (SI = 0.34). These results contribute to the chemotaxonomy and to the
valorization of B. louisii, B. obscura and of P. americana in folk medecine in the treatment of
parasitic diseases. B. louisii and B. obscura are also new sources of endiandric acids.

Key words: Beilschmiedia louisii, Beischmiedia obscura, Persea americana, Antiparasitic

activity, beilschmiedol B, beilschmiedol C, Obsurene A, Perseatriol.
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Les maladies parasitaires telles que le paludisme et la trypanosomiase, sont une
cause majeure de mortalité et de morbidité dans de nombreux pays tropicaux, ce qui en fait un
probléme de santé publique. Le paludisme, infection parasitaire la plus répandue, est transféré
a I'homme par I’anophele femelle. Chaque année, environ 3,2 milliards de personnes sont
exposées au paludisme dans le monde. Cela conduit a environ 219 millions de cas et a environ
405 000 déces, dont 93 % en Afrique, principalement parmi les enfants de moins de 5 ans
(OMS, 2019).

La trypanosomiase humaine africaine (THA), ou maladie du sommeil, est classée par
I’OMS parmi les maladies tropicales négligées. Il est transféré a 'homme par la mouche tsé-tsé
(genre Glossina), agent vecteur des parasites protozoaires du genre Trypanosoma. Le
trypanosome est trés virulent et la mortalité est de 100 % en I’absence de traitement. Les deux
principales formes de trypanosomiase humaine africaine résultent d'une infection a
Trypanosoma brucei gambiense (représentant plus de 98 % de tous les cas signalés) et a
Trypanosoma brucei rhodesiense. On estime actuellement a 65 millions de personnes a risque
et 20 000 cas reel (OMS, 2019).

Le traitement de ces maladies devient de plus en plus préoccupant en raison de la
résistance des parasites responsables aux meédicaments existants, des cas de toxicité et des effets

secondaires des médicaments disponibles pour le paludisme et la trypanosomiase (OMS, 2018).

Pour cette raison, la recherche de nouveaux médicaments efficaces est une urgence. Les
plantes médicinales peuvent jouer un réle clé dans ce cas. En effet, on estime que plus de la
moitié de la population mondiale fait recours a la médecine traditionnelle pour leurs soins
primaires. Ceci peut se justifier par la disponibilité limitée et du colt élevé des produits
pharmaceutiques (Tagboto et Townson, 2001). Les screening phytochimique et biologique de
plusieurs plantes médicinales utilisées de part le monde a montré que ces derniéres renferment
des constituants dotés de nombreuses activités biologiques parmi lesquelles les activités
antiparasitaires (Camacho et al., 2000 ; Kayser et al., 2003). Considérant le grand potentiel du

Cameroun en termes de plantes médicinales nous avons axé notre recherche sur la valorisation
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des plantes médicinales utilisées pour le traitement du paludisme, et de la trypanosomiase. Nous
nous sommes intéresses aux plantes de la famille des Lauraceae qui sont utilisées au Cameroun
pour traiter des maladies parasitaires dont le paludisme (lwu., 1993). Sur la base des données
de la littérature, les especes Beilschmiedia louiisi, Beilschmiedia obscura et Persea americana
ont été récoltées.

Le choix porté sur ces plantes a été motivé par leur usage en médecine traditionnelle dans
le traitement de quelques maladies parasitaires, et de plus, les travaux sur les espéces des mémes
genres (Beilschmiedia et Persea) ont révélé la presence des molécules présentant des activités
intéressantes. Les plantes de ces genres sont, en effet, une source importante de flavonoides,
des alcaloides, des acides endiandriques, métabolites secondaires de structures variées
présentant les activités antifongiques, antileishmaniales, antibactériennes, antiplasmodiales,
anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuse (Appel et al., 2014 ; Ding et al, 2007 ;
Leiteetal., 2009 ; Deept et al., 2013). L’objectif global était de rechercher des extraits, fractions
ou molécules bioactives et non toxiques pouvant servir de matieres premiéres dans la
formulation de nouveaux agents thérapeutiques pour le traitement du paludisme et/ou de la

trypanosomiase.

Les objectifs spécifiques que nous nous sommes assignés au cours de ce travail étaient
triples :
e Récolter, extraire et faire un screenning preliminaire sur les extraits de chaque plante,

e Isoler et purifier les métabolites secondaires des extraits et fractions actifs de ces trois
plantes,

e Déterminer les structures des composés isolés et faire quelques modifications
structurales,

e Enfin évaluer les activités biologiques des composés isolés et semisynthétiques,
notamment les activités antiplasmodiale et antitrypanosomale ainsi que la cytotoxiciteé.

Aprés une généralité sur le paludisme et la trypanosomiase et une revue bibliographique
sur les plantes étudiées, nous présenterons les résultats obtenus suivis d’une discussion et enfin

nous décrirons le matériel et les méthodes.
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Chapitre 1 : Revues de la Gttérature

I- Bref apercu sur le paludisme et la trypanosomiase
Les maladies parasitaires représentent la cause majeure de mortalité et de morbidité dans
le monde (Osorio et al., 2007). Les zones tropicales et subtropicales sont les plus touchées.

Parmi elles on peut citer la leishmaniose, la trypanosomiase et le paludisme entre autres.

I.1- Généralités sur le paludisme
1.1.1- Définition

Le paludisme est une maladie protozoaire potentiellement mortelle transmise par la
pigdre des moustiques. On pensait a l'origine que cette maladie provenait des zones
maréecageuses, d'ou le nom de paludisme dérivé du mot latin « palus », qui signifie marais. Le
paludisme existerait depuis longtemps ; nos lointains ancétres préhistoriques furent
vraisemblablement sujets a cette maladie également connue sous le nom de malaria, de l'italien
« malaria » qui signifie mauvais air. De nos jours, certainement a cause de la fréquence des

voyages, le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde.
1.1.2- Epidémiologie et fardeau économique du paludisme

Le paludisme est une maladie infectieuse évitable et traitable transmise par les
moustiques, qui affecte plus de deux cents millions de personnes chaque année. La plupart de
personnes affectées se trouve en Afrique subsaharienne ou le paludisme est la principale cause
de décés, surtout, chez les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes. Il perpétue
ainsi un cercle vicieux de la pauvreté dans ces pays en développement. Le nombre de déces dus
au paludisme a été estimé a 405 000 en 2018, 93% de ces déces étaient reportés en Afrique
(OMS, 2019).

Au Cameroun, le paludisme demeure I’endémie majeure et la premiéere cause de
morbidité et de mortalité dans les groupes les plus vulnérables, a savoir les enfants de moins de
cing ans et les femmes enceintes. Les statistiques sanitaires révelent qu’il est responsable de 35
a 40 % du total des décés dans les formations sanitaires : 50 % de morbidité chez les enfants de
moins de 5 ans, 40 a 45 % des consultations médicales et 30 % des hospitalisations. Le
paludisme est aussi la cause de 26 % des absences en milieu professionnel et de 40 % des

dépenses de santé des ménages (Aubry et Gauizére, 2020).
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En 2017, 2,7 milliards US$ ont été investis pour le contréle de 1’élimination du
paludisme par les gouvernements des pays endémiques et les partenaires internationaux. On
estime a plus de 12 milliards de dollars la perte annuelle du PIB (Produit Intérieur Brut) due au
paludisme en Afrique, alors qu'une fraction de cette somme suffirait a le maitriser Aubry et
Gauzeére, 2020).

Carte mondiale du paludisme
Estimation du CDC

——

Elevé

Pas de donndes
e donnees mals Cas recenss

© irtreated.com*

Figure 1: Répartition mondiale des cas de paludisme dans le monde (CDC, 2009)

1.1.3- L’agent vecteur et agent pathogene

L’anophele femelle est 1’agent vecteur responsable de la transmission du paludisme.
L’agent pathogéne est un protozoaire du genre Plasmodium. Seules quatre especes de

Plasmodium sont responsables de 1’infection chez I’Homme :

-Plasmodium falciparum : responsable de la fiévre tierce maligne, la seule espéce qui tue, tres
fréquente (99 % des cas de paludisme en Afrique, 90 % & Madagascar et aux Comores). C’est
une espece tropicale, résistante a la chlorogquine, mais vite éteinte si le malade survit.

- P. vivax : responsable de la fiévre tierce bénigne. Il a une distribution plus étendue que P.
falciparum, sauf en Afrique subsaharienne. Il prédomine dans la Région des Amériques (64 %
des cas). Il n'est pas si anodin qu'on le dit : des formes graves, voire mortelles, ont été rapportées
en Inde et en Amazonie (Aubry et Gatizére, 2020).

- P. ovale : responsable de la fievre tierce bénigne.

- P. malariae : responsable de la fiévre quarte bénigne.
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Une cinquieme espéce, P. knwolesi, responsable du paludisme du singe, a été trouvée
comme infection humaine a fiévre quarte dans quelques pays d'Asie du sud-est. Attribuée au
début a P. malariae, elle est due en fait a P. knowlesi. L'évolution est potentiellement grave et

I'infection doit étre traitée comme P. falciparum.

I.1.4-Le cycle évolutif du parasite

Le cycle évolutif du Plasmodium comprend quatre phases :

% Le développement parasitaire chez I’homme depuis la migration des sporozoites vers le
foie jusqu'aux gameétocytes en passant par le cycle érythrocytaire schizogonique ou asexué,

% La transmission « homme - moustique » avec l’ingestion par le moustique des
gameétocytes,

% Le développement sporogonique chez le moustique depuis les gamétocytes dans
I’estomac jusqu’aux sporozoites dans les glandes salivaires,

% La transmission « moustique - homme » avec 1’injection par le moustique a I'homme
des sporozoites. Au cours de la premiére phase, les schizontes se rompent environ une semaine
apres la pigQre du moustique et liberent les mérozoites dans le sang. Ils envahissent les globules
rouges (GR) puis se développent en trophozoites qui matures en schizontes et se divisent en
mérozoites qui envahissent de nouveau les GR. Ce processus au sein des GR correspond aux
acces palustres avec fiévre et frissons. Apres 1 a 2 semaines, des gamétocytes sont produits et
sont repris au cours de nouvelles piqlres de moustiques. Les hypnozoites sont des formes
dormantes intra-hépatocytaires responsables des acces de reviviscence qui peuvent survenir
aprés des mois ou des années dans les infections a P. vivax et a P. ovale. Il n'existe pas
d'hypnozoites pour P. falciparum et P. malariae (Aubry et Galizére, 2020).
1.1.2.3-Multiplication chez I’Homme.

En piquant I’'Homme, 1’anophéle lui inocule des milliers de sporozoites. En une demi-
heure, ces sporozoites atteignent les cellules du foie ou s’effectuera la schizogonie

exoérythrocytaire (Aubry et Gauizere, 2020).

% Schizogonie exoérythrocytaire
Dans le foie, les sporozoites se transforment en cryptozoites dont le noyau se subdivise
plusieurs fois pour donner un schizonte géant ou corps bleu basophile volumineux. Quand le
corps bleu est mdr, il éclate et libére plusieurs mérosoites, qui dans le cas d’une infestation a P.

falciparum, rejoignent la circulation sanguine. Certaines shizontes restent a 1’état latent dans
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les cellules hépatiques, ce sont des hypnozoites qui sont a 1’origine des rechutes tardives dans
des infestations a P. vivax (3 ou 5 ans) ou P. ovale (2 ou 3 ans) (Aubry et Galizere, 2020).

% Schyzogonie érythrocytaire

Chaque mérozoite pénétre dans une hématie et devient un trophozoite qui grossit, se
développe en forme d’une « bague a chaton ». Le noyau se développe et le trophozoite devient
un schizonte multinuclée ou « corps en rosace » qui éclate et libére des merozoites. Ces
éclatements sont responsables des acces de fievre. Apres plusieurs cycles schizogoniques
érythrocytaires, certains schizontes mures se transforment en gamétocytes males et femelles
(Aubry et Galizere, 2020).
1.1.2.4-Multiplication chez I’anophéle : Sporogonie

En piquant ’Homme malade, 1’anophéle absorbe les gamétocytes males et femelles, ces
derniers se transforment en gamétes dans son estomac. Leur fécondation donne un ceuf mobile
appelé ookinéte qui se transforme en oocyste apres avoir traversé la paroi de 1’estomac et qui,
en se divisant donne des sporozoites. Ces sporozoites gagnent les glandes salivaires de
I’anophéle sont transmis a un autre sujet a I’occasion d’une piqlre (Aubry et Bernard-Alex,
2020).

I.1.2.5-Particularités des especes plasmodiales.

Plasmodium falciparum posséde un seul cycle intra- hépatique durant environ une a
deux semaines ; le cycle érythrocytaire est de 48 heures ; la schizogonie s’effectue dans les
capillaires profonds ; la parasitémie périphérique est intense atteignant jusqu’a 50 %
d’hématies. C’est I’espéce la plus répandue, la plus redoutable, responsable de la fievre tierce
maligne ou accés pernicieux. Il n’y a pas de rechutes tardives.

Plasmodium vivax et P. ovale ont une schizogonie hépatique de 8 jours. Les rechutes
tardives ou reviviscences peuvent se produire jusqu’a 4 ans aprés 1’infestation. La schizogonie
érythrocytaire dure 48 heures avec une parasitémie dépassant rarement 2 %. Cliniquement, ils
donnent une fiévre tierce bénigne.

Plasmodium malariae présente des accés de reviviscence tardive au-dela de 20 ans. La
schizogonie érythrocytaire dure 72 heures d’ou I’expression clinique par une fiévre quarte
bénigne. La parasitémie est faible, inférieure a 1 %.

Plasmodium knowlesi est une espéce proche génétiqguement, cliniquement et
macroscopiquement de Plasmodium malariae. Connue auparavant chez le singe, elle a été
découverte récemment chez I’Homme. L’espéce est sensible a la chloroquine (Barber et al.,

2011).
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Figure 2 : Cycle de vie du Plasmodium chez I’homme et chez 1’anophele (CDC, 2009)

1.1.2.6-Les différentes formes de paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sont trés diverses et dépendent de 1’espéce
plasmodiale impliquée, de la densité parasitaire dans le sang et de la susceptibilité de 1’hote. Le
paludisme débute par une fievre 8 a 30 jours apres ’infection, qui peut s’accompagner ou non
de maux de tétes, de douleurs musculaires, d’un affaiblissement, de vomissements, de diarrhées
ou de toux. Des cycles typiques alternant fievre, frissons avec sueurs froides et transpiration
intense peuvent alors survenir : ¢’est « I’accés palustre ». La périodicité de ces cycles dépend
de I’espece plasmodiale en cause et coincide avec la multiplication des parasites et I’éclatement
des globules rouges qui conduit également a 1’anémie. Le paludisme a P. falciparum peut étre
fatal s’il n’est pas traité. Dans certains cas, les globules rouges infectés peuvent bloquer les
vaisseaux sanguins irrigant le cerveau causant ainsi le neuropaludisme trés souvent mortel
(Aubry et Galizere, 2020).

» Acces palustre simple

Il peut étre suspecté au retour d’une zone d’endémie et est caractérisé par des acces
fébriles avec une fievre a plus de 40°C, des frissons suivies d’une chute de température

accompagnée de sueurs abondantes et d’une sensation de froid. Classiquement, on distingue
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une fiévre tierce bénigne due a P. vivax et P. ovale, une fievre tierce maligne due a P. falciparum

et une fiévre quarte bénigne due & P. malariae (Brenier-Pinchard et Pelloux, 2002).

> Le paludisme viscéral evolutif

Autrefois appelée cachexie palustre, elle associe fiévre intermittente modérée, anémie,
cytopénie et splénomégalie (hypertrophie de la rate) modérée chez les enfants de 2 a 5 ans.
D’autres symptomes tels que 1’asthénie, I’anorexie, les cedémes des membres inférieurs et les
diarrhées peuvent étre observés. Comme complication, il peut avoir une rupture traumatique de

la rate du fait de son développement important (Brenier-Pinchard et Pelloux, 2002).

1.1.2.7-Acceés palustres graves a Plasmodium falciparum

% Paludisme cérébral ou neuropaludisme (Acces pernicieux)

Cette forme de paludisme appelée ainsi a cause de ’obstruction des capillaires du
cerveau par les débris d’hématies éclatées, associe une élévation importante de température (40
°C), des convulsions et le coma (d’une durée supérieure a 30 minutes). La mortalité s'éléve
parfois & 20 % chez les adultes et 15 % chez les enfants. Cette variété de paludisme
s'accompagne d'un nystagmus (tressautement des yeux dans le plan horizontal de facon
incessante), des hémorragies de la rétine dans environ 15 % des cas, d'une anémie et d'un ictere
(jaunisse). Les autres signes de ce type de paludisme sont : I'hypoglycémie, particulierement
chez les enfants et les femmes enceintes (due a un mauvais fonctionnement du foie et a une
consommation exagérée de sucre par le parasite), une augmentation de l'acidité du sang, un
cedéme pulmonaire (présence de liquide dans les poumons) et une insuffisance rénale (Encarta,
2009 ; Recueil de formation a la santé : paludisme).

% La fievre bilieuse hémoglobinurie

Une autre complication du paludisme susceptible de survenir est la fievre bilieuse
hémoglobinurique. Elle survient chez des individus anciennement atteints de la malaria a P.
falciparum vivants dans des pays de forte endémie et prenant irréguliérement une prophylaxie
et/ou un traitement par la quinine ou la méfloquine. Elle est consécutive a un éclatement de
globules rouges a I’intérieur des vaisseaux (hémolyse intra-vasculaire). Elle se caractérise par
une fievre élevée, un état de choc avec prostration, un ictére, des urines de plus en plus foncées,
une anémie, une hémoglobinurie et surtout une insuffisance rénale mortelle due a une
destruction des tubules rénaux appelée nécrose tubulaire aigiie (Brenier-Pinchard et Pelloux,
2002).
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1.1.2.8-La malaria de la femme enceinte

Le paludisme est beaucoup plus fréquent chez la femme enceinte, surtout pendant le
3éme trimestre et a I’accouchement. Des complications aigués et graves sont notées : mortalité
feeto-maternelle, acces pernicieux palustre dans les régions d’endémie instable ou les cas sont
peu fréquents en dehors des épisodes épidémiques. En zone de paludisme stable, problemes
d’anémie chez la mére et retard de croissance feetale responsable d’un déficit pondéral a la
naissance, principalement marqué chez les primipares. Fréquence de 1’hypoglycémie sévére
aprés début du traitement par la quinine (qui favorise la libération d’insuline), de 1’cedéme
pulmonaire, de I’anémie. La prophylaxie pendant la grossesse dans les zones d’endémie doit

étre systématique (Aubry et Galizere, 2020 ; OMS, 2019).

1.1.2.9-Le paludisme de I'enfant

D0 a P. falciparum, il est a I'origine d'environ 1 a 3 millions de déces chaque année.
Cette variété de paludisme touche essentiellement les africains et s'accompagne de troubles
neurologiques avec des convulsions pouvant aller jusqu'au coma, d’une hypoglycémie, d’une
augmentation du taux d'acidit¢é du sang (acidose métabolique) et d’une anémie sévere.
Contrairement aux autres formes de paludisme, celui de I'enfant ne s'accompagne pas ou trés
peu d'une insuffisance rénale ni d'un cedéme pulmonaire aigiie (Brenier-Pinchard et Pelloux,
2002 ; OMS, 2019 ; Aubry et Gauzere, 2020).
1.1.2.10-La splénomégalie tropicale

Cette splénomégalie (augmentation de volume de la rate) se rencontre chez quelques
individus qui vivent dans une zone ou le paludisme est endémique. Ces personnes présentent
une réponse immunologique anormale aux infections dues au paludisme, ce qui se traduit, en
dehors de la splénomégalie, par une hépatomégalie (augmentation de volume du foie), par
I'élévation du nombre de lymphocytes a I'intérieur des sinusoides hépatiques. Environ 10 %
d'entre eux développent en Afrique une lymphocytose B (augmentation des lymphocytes B).
Les symptomes sont le tiraillement abdominal, la présence d'une masse abdominale, les
douleurs abdominales violentes et 1’anémie. Les complications conduisent a un taux de
mortalité élevé et a une prolifération des lymphocytes avec apparition d'un syndrome
lymphoprolifératif malin susceptible de se développer chez les individus présentant une
résistance au traitement antipaludique (Brenier-Pinchard et Pelloux, 2002 ; OMS, 2019 ; Aubry
et Gauizére, 2020).
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1.1.2.11-Diagnostic du paludisme

L’OMS recommande que dans tous les cas présumés, le paludisme soit confirmé par un
diagnostic basé sur la recherche des plasmodiums par microscopie ou test de diagnostic rapide

(TDR) avant d’administrer un traitement.

Les techniques microscopiques conventionnelles, frottis mince, goutte épaisse demeurent
la référence. Elles nécessitent une méthodologie simple, mais précise et rigoureuse et un long
apprentissage. La sensibilité est corrélée au temps d’observation (pour un frottis : lecture d’au

moins 100 champs, en pratique 20 minutes). Le frottis mince permet :
- I’étude morphologique des hématozoaires,

-le diagnostic différentiel entre les espéces plasmodiales (il reste toujours un défi méme

pour un lecteur averti).

La goutte épaisse, examen de référence de I’OMS, est largement utilisée pour le diagnostic
de routine. Sa sensibilité (seuil de détection d'hématies parasitées/uL) est de 20 hématies
parasitées/ulL, 10 fois plus élevée que celle du frottis mince (100 & 200). Le probleme du
diagnostic d’espece se pose rarement et I’incertitude est le plus souvent sans conséquence sur

la conduite thérapeutique (OMS, 2019 ; Aubry et Galizere, 2020).

1.1.3- Traitement du paludisme

De plus en plus de résistances se développent contre les traitements actuels du
paludisme, et les chercheurs tentent d'identifier de nouvelles armes pour éliminer le paludisme.
Les traitements étudiés ci-dessous concernent des médicaments & notre disposition (OMS,
2014. OMS, 2019 ; Aubry et Galizére, 2020).

Au cours de sa vie au sein de I'organisme humain, le parasite passe successivement par
plusieurs stades, chaque stade se terminant par une forme différente. Les traitements
antipaludéens mis au point pour lutter contre ce parasite agissent sur les différentes étapes de
son évolution. Ces traitements dépendent de plusieurs facteurs, notamment de 1’espece de
parasite mise en cause, de la gravité de I’infection, de 1’age de la personne atteinte et du profil
de résistance aux médicaments antipaludéens dans la région du monde ou la personne a
contracté la maladie (Gentilini, 1990 ; Encarta, 2009). Ainsi, selon leur mode d’action, on classe

les médicaments antipaludiques en schizontocides et en gamétocytocides (Basco et al., 1994).
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1.1.3.1-Les schizontocides
Les piliers sont les quinolines, ’artémisinine et ses dérivés, les antifolates et les

antibiotiques.

Les quinolines incluent celles de type I, & savoir les 4-amino-quinolines [chloroquine
(1), amodiaquine (2) et pyronaridine (3)] et celles de type Il, les amino-alcools [quinine (4),
quinidine (5), méfloguine (6), halofantrine (7) et luméfantrine (8)]. Les quinolines de type |
inhibent la détoxification de I’héme (un des métabolites de la digestion de I’hémoglobine). Les
médicaments de type Il ont des cibles différentes. Les parasites ont une susceptibilité

(résistance) inverse entre quinolines de type | et I (Genton et D’ Acremont, 2007).

8

L’artémisinine (9) est le composant actif de I’herbe chinoise Artemisia annua utilisée
en Chine depuis des décennies. L’artémisinine bloquerait une enzyme qui permet au parasite
de pomper le calcium, I'empéchant ainsi de se développer (Dondorp et al. 2009). Active sur
toutes les especes de Plasmodium, elle pénétre rapidement dans les globules rouges et stoppe
la maturation des schizontes. Actuellement sont utilisés ses dérivés semi-synthétiques tels que
I’artéméther (10), I’artésunate (11), I’artééther ou artémotyl (12) et le dihydroartémisinine (13)
(dérivé le plus actif et métabolite commun de tous les autres dérivés) (Genton et D’ Acremont,
2007). L'artéméther réagit avec le fer des globules rouges pour créer des radicaux libres qui, a

leur tour, détruisent les membranes des parasites et les tue (Dondorp et al., 2009).
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Les antifolates incluent la pyriméthamine (14), les biguanides [proguanil (15) et
chloroproguanil (16)], la sulfadoxine (17) et le dapsone (18). Ces antifolates sont classifiés en
deux groupes : les antifoliques (sulfamides, dont la sulfadoxine et sulfone) qui préviennent la
formation du dihydroptéroate catalysée par la dihydroptéroate synthase (DHPS) et qui produit
I’acide folique, et les antifoliniques (pyriméthamine et biguanides) qui inhibent la dihydrofolate
réductase (DHFR) prévenant ainsi la réduction de la dihydrofolate en tétrahydrofolate (Genton
et D’Acremont, 2007). La dihydrofolate réductase produit 1’acide folinique. Proguanil est bien
toléré mais peut provoquer la diarrhée et les ulcéres (Ashley et al., 2006).
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Parmi les antibiotiques on range 1’azithromycine (19), la clindamycine (20), la
tetracycline (21) et la doxycycline (22) (Genton et D’ Acremont, 2007 ; OMS, 2000).
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1.1.3.2-Les gamétocytocides

Les plus connus sont les 8-aminoquinoléines tels que la primaquine (23) et la tafénoquine
(24). Ces molécules tres toxiques sont peu employées (Robert et al., 2001). Dans cette classe
entre aussi le dihydroartémisinine et ses dérivés qui ont pour cible le Plasmodium falciparum
ATPase6 (Genton et D’ Acremont, 2007).
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La large utilisation de ces antipaludiques a eu pour conséquence la chimiorésistance du
Plasmodium, en particulier P. falciparum. La chloroquine, principale antipaludique, a rencontré
des résistances dans toutes les zones d’endémie. Une résistance aux autres antipaludéens utilisés
en prophylaxie ou en traitement curatif's’est également développée. Seule la quinine restait une
molécule toujours active méme si quelques souches de P. falciparum ont une sensibilité
diminuée en Asie du Sud Est et en Amazonie (Desowitz, 1991). Les associations
médicamenteuses s’averent étre la voie plausible pour combattre le paludisme. C’est d’ailleurs
ce que recommande ’OMS (OMS, 2000).
1.1.3.3-Traitement par association d’antipaludiques

La combinaison thérapeutique consiste a associer au moins deux médicaments
schizontocides dont les modes d’action sont indépendants et les cibles biochimiques différentes
afin d’améliorer leur efficacité et de retarder le développement de la résistance a chacun des
constituants par le parasite.

Comme combinaisons thérapeutiques nous pouvons citer les associations

pyriméthamine-sulfadoxine (Fansidar), chlorproguanil-dapsone (Lab-Dap), atovaquone-
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proguanil  (Malarone), méfloquine-sulfadoxine-pyriméthamine  (Fansimef), quinine-
doxycycline, quinine-sulfadoxine-pyriméthamine, chloroquine ou amodiaquine + sulfadoxine-
pyriméthamine et chloroquine-proguanil (Savarine). Ces combinaisons sont & base
d’antifolates.

Les antifolates rencontrent des résistances a cause des accumulations séquentielles de
points de mutations des génes de dihydrofolate réductase. En effet, quatre mutations de la
dihydrofolate réductase rendent inefficaces les antifolates (Ashley et al., 2006).

L’OMS recommande les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA)
pour traiter le paludisme non compliqué cause par P. falciparum. Associant 2 principes actifs
qui ont des modes d’action différents, les CTA sont les antipaludiques les plus efficaces dont
on dispose aujourd’hui. Actuellement, ’OMS recommande 5 CTA contre le paludisme a P.
falciparum. Le choix des CTA doit se fonder sur les résultats des études d’efficacité
thérapeutique contre les souches locales de paludisme a P. falciparum (OMS, 2019).
1.1.3.4-Vaccins contre le paludisme

Le RTS, S/ASO01 (RTS, S) est le premier, et jusqu’ici le seul, vaccin conférant une
protection partielle au jeune enfant. Il est actif contre P. falciparum, le parasite du paludisme le
plus meurtrier au niveau mondial qui est aussi le plus courant en Afrique. Son utilisation lors
d’essais cliniques a grande échelle chez des enfants avec 1’administration de 4 doses a permis
d’éviter environ 4 cas sur 10 sur une période de 4 ans.

En raison de l’intérét potentiel du vaccin du point de vue de la santé publique, les
principaux organes consultatifs de I’OMS chargés du paludisme et de la vaccination ont
ensemble recommandé son introduction progressive dans des zones déterminées en Afrique
subsaharienne. Il devait étre en 2019 dans trois pays pilotes le Ghana, le Kenya et le Malawi.

Le programme pilote cherchera a régler plusieurs problemes en suspens concernant
’utilisation du vaccin sur le terrain. Il sera déterminant pour trouver le meilleur moyen
d’administrer les quatre doses nécessaires du vaccin, comprendre le role qu’il pourrait jouer en
vue de réduire la mortalité de I’enfant et vérifier son innocuité dans le contexte d’une utilisation
systématique.

Le programme coordonné par ’OMS regroupe le Ministeére de la santé des trois pays
concernés ainsi qu’un éventail de partenaires nationaux et internationaux, dont PATH, une
organisation a but non lucratif, et le fabricant GSK qui a mis au point le vaccin.
1.1.3.5-Médecine traditionnelle et antipaludiques naturels

La médecine traditionnelle se définit comme un ensemble de diverses pratiques,

approches, connaissances et croyances sanitaires intégrant des médicaments a base de plantes,

Theése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 15



Chapitre 1 : Revues de la Gttérature

d’animaux et/ou de minéraux, des traitements spirituels, des techniques manuelles et exercices,
appliqués seuls ou en association afin de maintenir le bien-étre et traiter, diagnostiquer ou
prévenir une maladie (OMS, 2002).

Une étude menée par une organisation non gouvernementale (ONG) malienne, Aidem
et Ong, a montré que les tradithérapeutes avaient une bonne connaissance de la
symptomatologie du paludisme. Les traitements étaient en majorité a base de substances
végétales. L’usage de ces plantes a été soutenu par évaluation de ’activité antiplasmodiale de
leurs extraits. Les extraits des différents organes de ces plantes ont été testés in vitro sur des
souches standards de P. falciparum résistantes a la chloroquine. Une des plantes les plus actives
a été Argemone mexicana, dont les extraits organiques (méthanol et dichlorométhane) ont
montré des Clso respectivement de 1,00 et 1,22 ug/mL (Aidem et Ong., 2007), comparables a
celles des extraits d’Artemisia annua, dont le principe actif est a la base des combinaisons
thérapeutiques utilisées en premiere ligne pour le traitement du paludisme. Des études
similaires réalisées sur certaines plantes du genre Beilschmiedia et Persae ont confirmé leur
utilisation dans le traitement du paludisme (Lenta et al, 2015; Falodun et al., 2014). En effet,
les études menées sur les extraits des plantes du genre Persea et Beilschmiedia contiennent des
métabolites secondaires, qui possédent les activités intéressantes contre les souches de
Plasmodium falciparum sensibles a la chloroquine (D6, 3D7, NF54) et résistantes a la
chloroquine (W2, K1) (Falodun et al., 2014, Lenta et al., 2015). C’est ainsi que les composés
1,2,4-trihydroxyheptadec-16-éne (148) et 1,2,4-tétrahydroxyheptadécane-6,16-diéne (153)
isolés des noyaux de Persea americana ont présenté les Clso = 1,6 et 1,4 ug/mL pour la souche
D6, respectivement, et 2,1 et 1,4 ug/mL pour la souche W2, respectivement (Falodun et al.,
2014). L’acide cryptobeilique A (95) et la tsangibeiline B (96) isolés de B. cryptocaryoides
collectés a Madagascar ont montré une activité antiplasmodiale in vitro contre la souche
sensible & la chloroquine de P. falciparum NF54 avec des valeurs de Clso de 17,7 et 8,2 uM,
respectivement (Talontsi et al, 2013). La dehatrine (40) isolés de B. madang, a présenté une
bonne activité antiplasmodiale contre la souche résistante a la chloroquine P. falciparum k1
avec une valeur de Clso de 0,17 uM (Kitagawa et al., 1993).

D’autres travaux réalisés sur diverses autres familles de plantes ont permis d’isoler de
nouvelles molécules possédant une activité antiplasmodiale intéressante. La criptolépine (25),
isolée de Cryptolepis sanguinolenta a présenté une Clso de 0,44 uM sur la souche K1 de P.

falciparum (Kirby et al., 1995). La mulberrofurane F (26), isolée de I’extrait au méthanol des
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écorces de Morus mesozygiaa montré une activité antiplasmodiale intéressante (Clso = 1,55 uM)

sur la souche W2 (résistante a la chloroquine) de P. falciparum (Soh, 2010).

Les sesquiterpenes tels que la neurolénine B (27) et la tagitinine C (28) ont montré de bonnes
activités antiplasmodiales contre P. falciparum avec des Clsp de 0,62 uM et 0,33 ug/mL
respectivement. Les lactones sesquiterpéniques (29) et (30) isolées de Camchaya calcarea ont
montré des effets inhibiteurs de la croissance (développement) de P. falciparum avec des Clso
de 1,2 et 0,3 ug/mL, respectivement (Kaur et al., 2009).

1.1.4-Prévention et avancées dans la lutte contre le paludisme

La prévention du paludisme passe par des moyens tels que :

% L’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides.
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% La pulvérisation intra domiciliaire d’insecticides a effet rémanent, les pyréthrinoides. Mais
ces insecticides rencontrent de nombreuses résistances qui pourraient menacer le progres
dans la lutte contre le paludisme (OMS, 2011).

X/
°e

La suppression des eaux stagnantes.

>

% La protection individuelle qui consiste au port de vétements couvrants pour se protéger de

pigdres de moustiques.
% La chimioprophylaxie qui consiste a prévenir la maladie par la prise des médicaments.

Dans une autre approche, des scientifiques japonais évoquent la possibilité d’un moustique
antipaludique. En effet, selon le laboratoire de 1’Université de Jichi (prés de Tokyo), des
moustiques qui provoquent le paludisme pourraient étre génétiquement modifiés pour vacciner
les gens contre cette maladie. La naissance de ce « moustique antipaludique » devra toutefois
attendre la mise au point d’un vaccin efficace contre cette maladie, vaccin nécessaire pour
modifier génétiquement I’insecte. Les scientifiques japonais ont déja réussi ce type
d’expérience en modifiant le patrimoine génétique de 1’insecte responsable de la leishmaniose,
autre fievre mortelle. Dans la salive de ce moustique génétiqguement modifié, se trouve une
protéine venue d’ailleurs. Lorsqu’une souris de laboratoire a été piquée par ce moustique

transgénique, elle a développé un anticorps la protégeant de la leishmaniose.

Malgré le probleme de la résistance aux médicaments, le paludisme est une maladie
guérissable et n'est pas un fléau inévitable. Lorsque les traitements sont effectués de maniere

appropriée et lorsque la maladie est prise en charge rapidement, la guérison est possible.

I.2- Généralités sur la trypanosomiase.
On distingue deux types de trypanosomiase : trypanosomiase africaine et américaine

ou maladie de chagas.

1.2 1- Généralités sur la trypanosomiase Africaine.

1.2.1.1- Définition et rappels historiques

La Trypanosomiase Africaine est une maladie tropicale négligée causée par les parasites
protozoaires flagellés appartenant au genre Trypanosoma (Barrett et al., 2003) qui proliférent
dans les tissus et les liquides de I'nGte mammifere (sang, lymphe, liquide céphalo-rachidien)
(OMS, 2014). Le parasite est un protozoaire du genre Trypanosoma transmis a I'homme par la

Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 18



Chapitre 1 : Revues de la Gttérature

pigdre d'une mouche du genre Glossina (mouche tsé-tse), qui se trouve uniquement en Afrique
subsaharienne. Ces trypanosomes sont responsables de la Trypanosomiase Humaine Africaine
(THA) encore appelée maladie du sommeil tandis que chez les animaux ils sont a 1’origine de
la Trypanosomiase Animale Africaine (TAA) connue sous le nom de la Nagana (OMS, 2015).
Il s’agit donc d’une maladie strictement africaine. Il existe deux trypanosomes différents, tous
deux agents de la THA :

- Trypanosoma brucei gambiense en Afrique de I'ouest et en Afrique centrale,

- Trypanosoma brucei rhodesiense en Afrique de I'est et en Afrique australe.

La ligne de démarcation entre les deux trypanosomes passe par la Vallée du Rift.

T. Brucei gambiense regroupe plus de 98 % des cas notifiés et provoque une maladie chronique.
T. Brucei rhodesiense regroupe moins de 2 % des cas notifiés et provoque une maladie aigué.
La maladie n’est présentée sous ses deux formes qu’en Ouganda.

La premiére grande épidémie connue de THA a eu lieu entre 1898 et 1906,
principalement en Ouganda et dans le bassin du Congo. Grace aux équipes mobiles de lutte
contre la maladie du sommeil, « inventées » par Jamot dés 1916, la THA avait pratiquement
disparu entre 1960 et 1965. Puis la maladie a été oubliée, négligée. Un signal d’alarme a été
lancé en 1994 dans l'indifférence générale par I’OMS sur la situation de la THA en Afrique
centrale, la maladie étant de nouveau devenue préoccupante. Ainsi, en 1998, pres de 40 000 cas
ont été notifiés, mais 300 000 cas n'avaient pas été diagnostiqués et donc pas traités.

Il a fallu attendre I'an 2000 pour qu'on s'intéresse de nouveau a la THA avec :
- L'accord le 03/05/2001 entre Aventis et ’OMS, Aventis accordant une subvention de 25
millions de dollars pour restructurer les équipes de lutte, fournir gratuitement les médicaments
et développer de nouvelles molécules,
- la Campagne panafricaine d’éradication de la mouche tsé-tsé et des Trypanosomoses
(PATTEC) initiée par les Chefs d’Etat de I’OUA (volonté politique) en juin 2001,
- le programme OMS d’élimination de la Maladie du Sommeil en 2002.

Gréace aux efforts de lutte, 27 millions de personnes ont été dépistées depuis 2001, avec
plus de 175 000 patients traités. En 2009, le nombre de cas notifiés est passé en-dessous des 10
000 (9878 cas) pour la premiere fois en 50 ans. En 2015, 2804 cas ont été recensés. C’est le
chiffre le plus bas jamais enregistré. Cependant, la THA est toujours d’actualité. On estime
actuellement a 20 000 le nombre réel de cas et a 65 millions de personnes la population exposée

au risque. La THA est classée par ’OMS parmi les maladies tropicales négligées. Le
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trypanosome est trés virulent et la mortalité est de 100 % en I’absence de traitement. La lutte
efficace contre la THA est basée sur les « postulats » de Jamot :

- surveillance active des populations a risque par le dépistage actif par les équipes mobiles et le
traitement systématique des malades,

- réduction des populations de glossines par la lutte anti vectorielle (Aubry et Gaiizére, 2020;
OMS, 2019 ; PATTEC, 2010).

1.2.1.2- Epidémiologie
» La Trypanosomiase Humaine Africaine (THA)

L’Afrique a connu plusieurs grandes endémies de la maladie du sommeil : entre 1896
et 1906 principalement en Ouganda et dans le bassin du Congo ; en 1920 et en 1970 jusqu’en
1990 dans plusieurs pays africains (Aubry et Gauzére, 2020). Des équipes mobiles organisées
pour le dépistage chez les millions de personnes a risque avaient réussi a réduire la maladie a
ses plus faibles proportions voire a 1’éradiquer. Mais aprés ce succes, la surveillance s’est
relachée au profit de nouveaux fléaux comme le sida et on a assisté a une résurgence de la
maladie dans plusieurs pays ces trente derniéres années. La trypanosomiase africaine est
actuellement en recrudescence et sévit exclusivement dans 36 pays d’ Afrique subsaharienne ou
prés de 60 millions d’individus sont exposés aux mouches tsé-tsé pouvant transmettre la
maladie, 300 a 500 mille personnes sont affectées chaque année et 100 milles personnes
décedent chaque jour (Keumen, 2003). Les populations rurales vivant dans les régions ou a lieu
la transmission et qui dépendent de I’agriculture, de la chasse, de la péche et de 1’¢élevage sont
plus exposées aux mouches tsé-tsé et par conséquent a la maladie. Aprés des efforts constants
pour lutter contre cette maladie, le nombre de cas notifiés est passé de 26 000 en 2000 a 7 200
en 2010 méme si le nombre de cas effectifs est actuellement estimé a 20000 (OMS, 2013 ; OMS
2014). Au cours des 10 derniéres années, plus de 70% des cas notifiés ont été observés en
République Démocratique du Congo (RDC). En 2011 et 2012, seule la RDC déclarait plus de
1000 nouveaux cas par an. Le Tchad, le Soudan et la République Centrafricaine ont déclaré
entre 100 et 1000 cas par an. L’ Angola, ’Ouganda et le Malawi déclaraient moins de 100 cas
par an tandis que le Cameroun, le Kenya, le Nigéria, la Tanzanie, le Gabon, le Zimbabwe et la
Zambie ont notifi¢ moins de 20 cas par an. Dans d’autres pays comme le Benin, le Botswana,
le Niger, le Mali, le Ghana, le Sénégal, le Burkina Faso, I’Ethiopie, le Burundi, la maladie a

presque disparu puisqu’aucun cas n’y a été notifié ces 10 derni¢res années (OMS, 2014).
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» La Trypanosomiase Animale Africaine (TAA)

La Trypanosomiase Animale Africaine est la premiére maladie & transmission
vectorielle chez le bétail. En effet, elle cause la mort de 3 millions d’animaux chaque année et
constitue de ce fait un obstacle majeur au développement de I'élevage en Afrique Subsaharienne
(Boda et al., 2005 ; FAO, 2014). De plus, elle réduit les disponibilités de viande et de lait d’au
moins 50% soit un déficit annuel de productivité de 1 million de tonnes et 1,6 million de tonnes
respectivement (Boda, 2005; PATTEC, 2010). Ces pertes sous-entendent également une
réduction des protéines alimentaires disponibles pour 'hnomme. En effet, la rareté de ces denrées
crée une inflation du coit qui limite de ce fait I’accés par les populations démunies (Boda et
al., 2005).

Au Cameroun, pour donner suite a une enquéte menée aupres des éleveurs de bovins
dans certains départements, il ressort que la trypanosomiase constitue la plus fréquente des
maladies rencontrées par les éleveurs et celle dont le poids économique est le plus lourd
(PATTEC, 2010).

1.2.1.3- L’agent vecteur et agent pathogéne

» L’agent vecteur

Les vecteurs : les glossines ou mouches tsé-tsé sont des diptéres hématophages. Les
mouches tsé-tsé vivent en Afrique et leur distribution est liée a leur habitat : la végétation au
bord des cours d’eaux et des lacs, des foréts galeries et des vastes étendues de savane arbustive.
On distingue : Glossina palpalis, Glossina tachinoides qui transmettent T. brucei gambiense et
Glossina morsitans qui transmet T. brucei rhodesiense.

La glossine s'infeste chez I'homme et chez un animal porteur de parasites pathogenes
pour I'homme. L’inoculation se fait par piqtre infestant. La présence des glossines dépend de
quatre facteurs : la chaleur (température entre 25 et 30 °C), I’humidité, I’ombrage, la présence
de nourriture. La limite de distribution des glossines est entre deux lignes situées d’une part du
14°M€ au 10°™ paralléle Nord (Sénégal / Somalie) et d’autre part sur le 20°™ paralléle Sud, au
nord du désert du Kalahari (Jordan, 1993 ; OMS, 2019; Aubry et Galizere, 2020).

» L’agent pathogéne

L’agent pathogéne de la maladie du sommeil est le trypanosome du groupe Brucei. C’est
un protozoaire flagellé qui présente deux especes pathogenes pour I’homme :
- Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense), est responsable de la THA dans sa forme

chronique : un sujet peut étre infecté pendant des mois, voire des années, sans présenter le
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moindre symptome de la maladie qui est une fois déclarée constamment mortelle en 1’absence
de traitement.

- Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense), est responsable de la forme aigué
d’évolution rapide, mortelle en I’absence de traitement, en quelques semaines ou mois
(Gentilini et al., 1986 ; Brun et al., 2010).

Les principales especes ou sous-espéces de trypanosomes responsables de la
Trypanosomiase Animale Africaine sont: Trypanosoma vivax, Trypanosoma congolense,
Trypanosoma simiae, Trypanosoma evansi et Trypanosoma brucei brucei (T. b. brucei)
(Kroubi, 2010). Contrairement a T. b. gambiense et T. b. rhodesiense ; T. b. brucei n’est pas
infectieux pour I’Homme en raison de 1’effet trypanolytique du sérum humain causé par une
protéine de type haptoglobine présente dans les complexes lipoprotéiques de haut poids
moléculaire (Muranjan et al., 1998). Cependant, du fait de sa similarité génétique avec les deux
sous-especes précédentes, de son absence de pathogénicité pour I’homme, de la facilité de sa
culture in vitro, T. b. brucei représente le principal modéle d’étude expérimental de la maladie
du sommeil (Poltera et al., 1985). C’est ainsi que cette sous-espece a été choisie dans le cadre

de notre étude.

1.2.1.4- Cycle du parasite

Le cycle est indirect et le parasite est hétéroxene car ses transformations ont lieu chez
deux hotes successifs : la mouche tsé-tsé¢ (hote intermédiaire) et I’homme (hote définitif) pour
T. gambiense.

Les glossines (mouches tsé-tsé) males et femelles s'infestent en absorbant le sang des
hommes ou des animaux sauvages malades. Les parasites (trypomastigote) alors ingérés se
multiplient dans l'intestin de l'insecte et subissent une évolution cyclique pour donner des
formes épimastigotes qui gagnent les glandes salivaires puis se transforment en formes
trypomastigotes métacycliques infectieuses qui assurent la transmission chez I’hote définitif.
La mouche reste infectieuse pendant toute sa vie qui est d’environ six mois. La durée du cycle
du parasite chez la glossine est d’environ trois ou quatre semaines.

Chez I’homme, les trypomastigotes métacycliques injectés lors de la piglre par la
glossine subissent une multiplication exocellulaire locale pendant 1 a 2 semaines puis migrent
dans le systéme lymphatico-sanguin et méme le systéme nerveux. L’invasion par voie
lymphatico-sanguine a lieu quelques jours plus tard, provoquant une adénopathie régionale ou
génerale, et assure une trés large diffusion des trypanosomes (Aubry et Gatizere, 2020; Kroubi,
2010).
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1.2.1.5-Traitement du THA (Kennedy, 2004 ; Kappagoda et al., 2011)

L’arsenal thérapeutique est toujours tres réduit avec 5 médicaments (dont 3 sont anciens) :
pentamidine (31), mélarsoprol (32), DL-a-difluoromethylornithine ou DFHO ou
éflornithine (33), Suramine (34), Nifurtimox (35)
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» Les candidats-médicaments

Deux candidats-medicaments sont & I'étude :

Le flexinidazole (36) a été découvert en 2005 par DNDi (Initiative Médicaments contre
les maladies négligées), organisation de recherche et de développement indépendante a but non
lucratif bénéficiant du soutien de plusieurs Etats européens et de donateurs privés, comme la
Fondation Bill et Melinda Gates et Médecins Sans Frontieres. Un accord de collaboration avait
été conclu en 2009 entre DNDi et Sanofi qui a procédé au développement industriel et a
I'enregistrement reglementaire, de la production. Le fexinidazole se présente sous la forme d'un
simple comprimé, a prendre une fois par jour pendant 10 jours.

Il n’y a pas de différence notable entre le traitement par flexinidazole oral et
I’association nifurtimox oral et éflornitine IV en ce qui concerne ’efficacité et les effets
secondaires.

Le 28/11/2018, Sanofi et DnDi ont fait part de 1’avis favorable du comité d'experts de

I'Agence européenne des médicaments (EMA) la voie a sa distribution en Afrique des 2019.
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Sanofi et DNDi vont faire don de ce médicament a I'Organisation mondiale de la santé (OMS)
qui sera gratuitement mis a disposition des populations concernées.

- I'oxaborole (37) en essais cliniques (phase 1), administré par voie orale, utilisé a la fois au
stade let 2 de la THA.

37

1.2.1.6-les trypanosomiases humaines atypiques

La trypanosomiase a Trypanosoma evansi a été identifiée en 1880 chez le cheval et le
chameau au Punjab en Inde. Elle est connue chez I'animal en Afrique, en Asie, en Amérique du
sud sous le nom de surra. Le premier cas humain a été diagnostiqué en Inde en 2004. La
transmission se fait par des insectes hématophages ou par I’intermédiaire de plaies des mains
lors de la délivrance d’un animal infecté (cas en Inde). La maladie se caractérise par des
poussées fébriles. Il n’y a pas d’atteinte du LCR. Le diagnostic est parasitologique et
biomoléculaire. Le traitement fait appel a la suramine (Germanine) a la dose de 1 g IV par
semaine x 5 semaines (20 mg/kg). Un foyer a été recensé en octobre 2000 chez des dromadaires
d'élevage en France dans I'Aveyron.

La trypanosomiase a Tr. lewisi, est due a un parasite naturel du rat transmis par la puce.
L’homme est un hote accidentel avec une infection qui ne dure qu’un temps tres court et ne
nécessite pas de traitement. Cependant, chez des sujets immunodéprimés, ou fortement
dénutris, ce parasite pourrait devenir opportuniste. Un déficit spécifique du facteur sérique

trypanolytique, I’apolipoproteine L1, a été évoqué.

1.2.2- La trypanosomiase humaine américaine ou maladie de chagas (Aide-mémoire N°
340, 2014)

1.2.2.1- Définition

La maladie de Chagas est une infection parasitaire qu’on détermine par la présence d’un

protozoaire flagellé extracellulaire, transmis par des insectes vecteurs, les triatomes ou réduves.
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1.2.2.2- Epidémiologie et quelques chiffres

Limitée au départ seulement en Amérique (d’ou le nom trypanosomiase humaine
américaine), la maladie de chagas est endémique dans 18 pays d'Amérique latine (du sud des
Etats-Unis au sud de 1’Argentine). A cause des flux migratoires, cette maladie est connue
aujourd’hui en Guyane frangaise, au Mexique, en France, en Espagne, aux USA, au Japon, au
Canada, en Australie et dans les Caraibes. Le rapport de ’OMS en 2014 estime que 7 a 8
millions de personnes dans le monde sont infectées principalement en Amérique latine. Il 'y
aurait 50000 nouveaux cas chaque année et plus de 10000 déces. Ces chiffres font de cette
maladie un probléme de santé publique en Amérique latine car il s’agit de la 4° maladie
transmise. Environ 30% des personnes infectées de fagon chronique présentent des troubles
cardiaques, et jusqu’a 10% des troubles digestifs, neurologiques ou les deux a la fois, ce qui

impose un traitement particulier.

1.2.2.3- Le parasite et I’agent vecteur

La maladie est transmise par le triatome encore appelé réduve. C’est un insecte piqueur-
suceur hématophage. Ces insectes mesurent 2 a 3 cm avec une téte allongée et vivent dans les
terriers d’animaux sauvages, les feuilles de palmiers, les fentes des murs et les toitures de
chaume. Elles sont incapables de voler et ne sortent que la nuit pour se nourrir. 1l existe plusieurs
especes de réduves dont trois bien adaptées a I’habitat humain, les deux sexes étant
hématophages : Triatomainfestans, Rhodnius prodixus et Panstrongylus megistus. Le parasite

responsable de la maladie est Trypanosoma cruzi.

1.2.2.4- Cycle du parasite

Il existe deux cycles épidémiologiques : un cycle sylvestre chez les mammiféres
sauvages puis un cycle domestigue chez I'nomme et les mammiferes domestiques. Les triatomes
se contaminent sur un homme ou un animal parasité en absorbant du sang contenant des formes
trypomastigotes qui se transforment en formes épimastigotes puis en formes trypomastigotes
métacycliques infectieuses attachées a la cuticule du rectum. Ces derniéres seront rejetées avec
les déjections des réduves, vont pénétrer dans lI'organisme a la faveur d'une excoriation cutanée,
d'un grattage, ou en traversant les muqueuses notamment la conjonctive. lls se multiplient dans
les cellules (forme amastigote), puis gagnent par voie sanguine les organes cibles (forme

trypomastigote).
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1.2.2.5- Traitement de la maladie de chagas

Il existe deux medicaments de référence pour le traitement de cette maladie : le Lampit
et le Radanil de principes actifs respectifs : nifurtimox (35) et benznidazole (38) sont efficaces
a pres de 100% et permettent de guérir la maladie s’ils sont administrés suffisamment tot apres
I’infection. Le traitement est également indiqué pour les personnes chez qui I’infection a été
réactivée (par exemple en raison d’une immunodépression), pour les nourrissons présentant une
infection congénitale et pour les patients au cours de la phase chronique précoce. lls ne doivent
pas étre administrés aux femmes enceintes, ni aux personnes souffrant d'insuffisance rénale ou
hépatique. Le nifurtimox est également contre-indiqué chez les personnes présentant des

antécédents de troubles neurologiques ou psychiatriques.

N -
+,0
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1.2.2.6- Prophylaxie

Il n'y a pas de vaccin contre cette maladie. La prophylaxie repose sur :

» Lagéneéralisation du dépistage et le traitement des malades.

» La lutte antivectorielle par pulvérisation domiciliaires d’insecticides (pyréthrinoides)

et I’utilisation des moustiquaires.

» L'éducation sanitaire et I'amélioration du mode de vie et de I’habitat (habitat en

maconnerie).

» Le dépistage des donneurs de sang, des donneurs et des receveurs d'organes, de tissus

ou de cellules.

» Le dépistage des nouveau-nés de meres infectées, de fréres et sceurs d'enfants infectés.

» Les bonnes pratiques d'hygiéne alimentaire.

En plus des effets secondaires et la toxicité des médicaments utilisés, de nombreuses
études ont décrit 1’apparition de souches résistantes a ceux-ci (Delespaux and de Koning,
2007), relevant ainsi la nécessité de développer de nouvelles solutions thérapeutiques pour
lutter contre ces pathologies. Une des stratégies pour cette recherche consiste a utiliser les
plantes a activité antiparasitaire. En effet, depuis des millénaires les plantes médicinales
jouent un réle important dans le traitement des maladies infectieuses affectant les hommes et

les animaux (Wakil et al., 2016). De plus, en médecine traditionnelle, différentes parties de
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diverses espéces de plantes sont généralement combinées afin d’accroitre 1’effet recherché
(Van Vuuren et Viljoen, 2011). Les plantes de la famille des Lauraceae sont utilisées
traditionnellement pour le traitement des affections parasitaires des Hommes et des animaux.
C’est ainsi que nous avons entrepris dans le cadre de nos travaux 1’étude de B. louisii, B.
obscura et Persea americana dans le but de rechercher de nouveaux composés a activite
antiplasmodiale et antitrypanosomale pouvant servir de molécules phares dans 1’élaboration
de nouveaux médicaments.

I1-Apercu botanique sur la famille des Lauraceae.

I1.1- Les Lauraceae

La famille des lauraceae est pantropicale et quelque fois subtropicale, mais se concentre
essentiellement dans les zones tempérées (Gottlieb, 1972). Elle renferme 55 genres, avec 2000
a 2500 especes (Perry et Metzgr, 1980). Les Lauraceae sont des arbres et arbustes persistants
ou caducs, généralement aromatiques. Les feuilles sont toujours simples, persistantes et souvent
coriaces. Cependant certaines espéces comme B. corbisieri Rob et Wilcz ont des feuilles
pubescentes sous les nervures. Les inflorescences sont axillaires et subterminales. Les fleurs,
parfois odorantes, sont toujours petites, longues de 1 a 10 mm. Le fruit est une baie ou une
drupe, libre ou enveloppée partiellement ou entierement dans le calice accrescent. La graine est

est droit etcharnus (Fouilloy, 1974). On dénombre 5 sous-familles de Lauraceae :

Les Lauroideae sont le seul groupe possedant une inflorescence avec un involucre. Elle
comporte deux genres : le genre Laurus avec deux (02) espéces et le genre Litsea avec environ

400 especes.

Les Cinnamoideae ont la partie basale du fruit entourée par une cupule. Elles

comprennent plusieurs genres parmi lesquels Ocotea et Cinnamonum.
Les Hypodaphnoideae ont un ovaire infére et un fruit entouré d'une sorte de tissu durci.

Les Cryptocaryoideae ont un ovaire plutdt supere et aussi un fruit entouré de tissu durci.
Elle est composée de plusieurs genres produisant des épices parmi lesquels Cryptocarya et

Ravensara.

Les Persoideae ne possedent pas de cupule. Ony trouve les genres Persea (avec environ 150
especes), Beilschmiedia et Endiandria. Dans le monde entier, les Lauraceae sont
regroupées en 55 genres, avec 2000 a 2500 especes (Perry et Metzgr, 1980). A ce jour, environ

50 genres et plus de 1000 espéces ont eté décrits. On estime a 89 le nombre d’espéces recensées
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en Afrique intertropicale parmi lesquelles celles des genres Beilschmiedia et Persea qui ont

particulierement retenu notre attention.

11.1.1- Le genre Beilschmiedia

Beilschmiedia est 1’'un des genres pantropicaux les plus répandus de la famille des
Lauraceae, car se rencontre en Afrique tropicale, en Asie du Sud, en Australie, en Nouvelle-

Zélande, en Amérique Centrale, dans les Caraibes et en Amérique du Sud (Liao, 1996).

Les plantes du genre Beilschmiedia sont des arbres ou arbustes. Les feuilles sont alternes
et paraissent souvent presque opposeées. Elles sont plus ou moins coriaces et penninerves. Les
inflorescences sont axillaires en grappes ou panicules de cymes. Les fleurs sont hermaphrodites
et caduques. Le fruit est une baie presque séche de forme variable (sphérique, ovoide,
pyriforme), nu ou entouré inférieurement par la base persistante du calice (Fouilloy, 1974).
Elles sont généralement situées a des altitudes, de plus en plus du niveau de la mer, a prés de
2200 m (William et al, 2000).

Le genre Beilschmiedia comprend environ 250 espéces parmi lesquelles 80 sont
identifiées en Afrique tropicale et a Madagascar. Au Cameroun, on dénombre 41 espéces parmi

lesquelles B. obscura et Beilschmiedia louissi (Pierry et al., 1980).

1.1.1.1-L’espéce Beilschmiedia louisii

C’est un grand arbre sempervirent atteignant 50 m de haut, parfois buissonnant, possédant
un flt dépourvu de branches sur une hauteur atteignant 32 m. B. louisii est un arbre rectiligne,
cylindrique, avec un diameétre atteignant 100 cm, dépourvu de contreforts. Elle possede deux
types d’écorces : une écorce externe qui est rugueuse, brune, qui s’écaille et une écorce interne
rose brunatre avec une forte odeur de térébenthine. Ses feuilles alternes sont presque opposées,
simples et entiéres et n’ont pas de stipules. Ses fleurs sont bisexuées, réguliéres, ocre-rouge a
vert olive, courtement pubescentes. Ses fruits sont des baies de 2-4,5 cm, 1,5-2 c¢cm, lisses,

brillantes, brunes, renfermant une seule graine (Fouilloy et al., 1974).
> Répartition géographique de I’espéce B. louisii

Beilschmiedia louisii est une espéce originaire de la forét pluviale et des foréts galeries
d’Afrique tropicale (Zaire, Centrafrique, Cameroun). Elle a une aire de répartition limitée, et

on ne peut pas dire a coup sir si I’espece est menacée d’érosion génétique. Au Cameroun, on
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retrouve 1’espéce B. louisii aux rives de la Sanaga dans la région du centre, a Ebaka pres de

Bertoua et a Ngola prés de Lomi¢ dans la région de I’Est (Fouilloy et al., 1974).

1.1.1.2-L’espéce B. obscura.

C’est une espéce de la forét Camerouno-gabonaise qui a pour synonymes Tylostemon
obscurus, Afrodaphne obscura (Vivien et Faure, 1938). Il est un arbre de 25 a 35 m de hauteur,
dont le fOt cylindrique atteint 15 m de long pour un diamétre de 90 cm. Son écorce est rouge,
sa tranche rose avec cerne extérieur un peu foncé. Ses feuilles sont alternes, simples atteignant
10-15 cm de long et 4-6 cm large avec un pétiole pubescent (long : 6-10 mm). Ses inflorescences
sont axillaires ou terminales de 2,5-6 cm. Ses fleurs ont 2 mm de diamétre et finement
pubérulents. Son fruit est une drupe stipitée et pyriforme (long : 40 mm ; diam: 15 mm),

contenant une graine (Fouilloy, 1974).

> Reépartition géographique I’espéce Beilschmiedia obscura
Au Cameroun, cette espece a été localisée dans la région du Littoral, précisément dans
les localités de Douala (route Razel), Dibanga prés d’Edéa (au bord des marigots). Elle se
retrouve aussi dans les régions du Centre (au mont Kalla, Yaoundé), du Sud (& Bipindi) et de
I’Est (@ Mouloundou) (Fouilloy, 1974). En fonction des localités, elle admet plusieurs noms
vernaculaires : « kanda ou zolé » en Bulu, « kanda ou zoulé » en Ewondo, « ésoulé » en Mabéa

et « mobakosso ou yombo » en Pygmées Baka (Vivien et Faure, 1938).
1.1.2-Le genre Persea (plantes botanique)

Le genre Persea est originaire des régions tropicales d’Amérique Centrale et du Sud, sauf
quelques espéces qui sont endémiques d'Asie, des Acores et des Canaries. 1l est représenté par
plus de 150 espéces. Ces plantes sont des d'arbres et d'arbustes persistants, aux feuilles alternes,
simples, entiéres, aromatiques. Les fleurs sont actinomorphes et bisexuées. Elles sont groupées
en cymes composeées et axillaires. Le genre Persea est subdivisé en trois sous genres : Persea-
Amérique centrale, Eriodaphne-Ameriques ou Macoronesie et Machilus-Asie. L’espéce la plus
connue est 1’avocatier (Persea americana) largement cultivé dans les régions tropicales et

subtropicales pour son fruit, I'avocat.

1.1.2.1-L’espéce Persea americana (plantes botanique)
C’est un arbre persistant de 20 m de hauteur, de forme variable. Le tronc est court et aux

rameaux érigés. Les écorces sont grisatres et crevassées longitudinalement. Les feuilles sont
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elliptiques de 10-30 cm de long et 5-20 cm de large, avec 7-10 nervures latérales. Les fleurs
sont verts jaunatres (long : 1 cm), petites, avec des tépales de 5 mm de long, groupées par 100-
300 en panicules terminales (long : 20 cm) (plantes botaniques).

Figure 3: Photo de Persea americana (Treben M., 2000)

> Répartition géographique de I’espéce Persea americana

Cette espece, sensible au gel et a la sécheresse, a produit de nombreux cultivars. La
culture de l'avocat est liée aux premiers Amerindiens, surtout les Mayas. On a pu démontrer
qu'il était déja cultivé en 7 500 av. J.-C. De nos jours, sa culture s'est étendue a de nombreux
pays tropicaux ou subtropicaux, les principaux pays producteurs étant les Etats-Unis, le

Mexique, le Brésil, Israél.

I11-Usage des plantes des genres Beilschmiedia et Persea.

111.1-Usage des plantes du genre Beilschmiedia.
Plusieurs espéces du genre Beilschmiedia sont largement utilisées dans plusieurs
domaines de la vie tels que : alimentation, artisanat, ornement, agriculture et medecine

traditionnelle.
111.1.1-Sur le plan alimentaire

Au Cameroun, la pulpe du fruit de B. obscura est consommée par les pygmées Baka de
la Sangha (Vivien et Faure, 1988). Les fruits de B. anacardioides, B. manii, B. gaboonensis et
B. zenkeri sont utilisés comme stimulants des fonctions digestives et comme condiment ou épice
(Raponda-Walker et Sillans, 1961 ; Eyog et al., 2003). Le fruit de B. louisii est employé comme
condiment ; il a un godt qui rappelle la cannelle (Eyog et al., 2003).
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Au Liberia, les fleurs de B. mannii sont couramment employées pour assaisonner le riz
et autres mets. Son fruit est consommé naturellement et en ingrédient de sauces. Sa graine est
un aliment populaire couramment vendu sur les marchés d’Afrique occidentale ; elle est rotie
et pilée avant d’étre consommée, et ajoutée comme condiment et complément dans les soupes,

le riz et les légumes (Burkill, 1995).
I11.1.2-Sur le plan artisanal et ornemental

Au Cameroun, les bois de B. osbcura et B. anacardioides sont utilisés en ébénisterie et pour
le placage (Vivien et Faure, 1938).

En R.D. C et au Cameroun, le bois de B. Zenkeri est utilisé pour faire des madriers, pour

confectionner des pirogues et des pagaies (Louppe et al., 2008).

Au Cameroun, au Gabon, au Congo et en R.D C, les tiges de B. insulanun sont utilisées
pour faire des arcs (Abbiw, 1990).

Au Cameroun, en Centrafrique et en R.D C, le bois de B. louisii est utilisé pour la
construction navale, la carrosserie, les traverses de chemin de fer, les contreplaqués (Bolza et
Keating, 1972).

111.1.3-Sur le plan agricole

Au Liberia, B. mannii est planté comme arbre d’ombrage pour les caféiers (Abbiw,
1990).

111.1.4-En la médecine traditionnelle

A I’Ouest du Cameroun, les écorces du tronc de B. anacardioides sont utilisées pour
soigner la rubéole, les tumeurs utérines, les rhumatismes et les infections génitales chez la
femme. Les grains de B. lancilimba sont utilisés pour soigner les infections bactériennes de la
peau. Les écorces du tronc de B. manii sont utilisées pour traiter la dysenterie et les maux de
téte (Chouna et al., 2009).

La population locale de Madagascar utilise les feuilles, I’écorce et les fruits de B.
cryptocaryoides pour traiter les maladies infectieuses et le paludisme (Talontsi et al., 2013).
En Indonésie, la décoction du bois de B. madang est utilisée pour soigner le paludisme
(Kitagawa et al., 1993).
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L’extrait des écorces de B. gaboonensis est utilisé en médecine traditionnelle pour
soigner les inflammations (Burkill, 1995).

Les feuilles de B. tsangii broyées sont utilisées dans le traitement de la tuberculose
(Chen et al., 2007).

Dans la Région du centre, le décocté des écorces de B. obscura est utilisé pour soigner

les infections microbiennes et parasitaires (lwu, 1993).

111.2- Usages des plantes du genre Persea

111.2.1-Sur plan alimentaire (plantes botaniques).

La chair de l'avocat est trés grasse. Les végetariens I'utilisent comme substitut a la viande.
Une cure d’avocat est utilisée pour lutter contre le mauvais cholestérol. Comme tous les fruits
et légumes, ’avocat ne contient pas de cholestérol. Toutefois, pour un fruit, son contenu en
maticres grasses est relativement élevé, mais n’est pas néfaste pour la santé. En effet, la majorité
des gras contenus dans I’avocat sont de type mono insaturé. Ces « bons » gras sont notamment
reconnus pour leur capacité a réduire le taux de cholestérol sanguin et leur impact est positif
sur la santé cardiaque (Javier-Germain et al., 2010 ; Deepti et al.,2013 ; Tene et al., 2016).

Coté minéraux, l'avocat représente une grande source de magnésium, et surtout de
potassium (550 mg pour 100 g), bénéfique pour la tension artérielle. De méme, le phosphore,
mais aussi le fer, le cuivre et le zinc font de ce fruit une mine non négligeable de minéraux et
oligo-éléments.

La richesse de I'avocat en vitamines lui permet de couvrir une bonne partie des apports
journaliers recommandés. On compte, entre autres, la vitamine C (11 mg pour 100 g, soit autant
que la banane), la vitamine B, et surtout la vitamine E, qui offre des propriétés antioxydantes
permettant de lutter efficacement contre le vieillissement.

La cuisine mexicaine fait un grand usage de l'avocat. 1l est notamment utilisé pour la
préparation du guacamole qui est une sorte de sauce d'avocat. Ses feuilles sont aussi utilisées

comme condiment, toujours dans la cuisine mexicaine

111.2.2-Dans la médecine traditionnelle.

P. americana a longtemps été utilisé traditionnellement pour traiter divers maux du corps
humain dans de nombreuses régions du globe. Les racine, les écorce, les nayaux et les feuilles

sont largement utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreux pays tropicaux et
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subtropicaux pour le traitement de diverses maladies (Owalabi et al., 2011). Sa graine est
utilisée dans le traitement de la diarrhée, de la dysenterie, des maux de dents et des parasites
intestinaux (Akpabio et al., 2011). A Cuba, cette plante est utilisée comme antitussif,
antidiarrhéique, diurétique, dépuratif, spasmogeéne et stomacal. Il est également indiqué en cas
d'ameénorrhée, d'obstruction du foie, de grippe et d'exces d'acide urique (Roig, 1998). La graine
(brute ou grillée) est utilisée dans la médecine traditionnelle mexicaine pour traiter les éruptions
cutanées, la diarrhée et la dysenterie causées par les helminthes et les amibes, pour la guérison
des processus infectieux causés par les champignons et les bactéries, ainsi que pour le traitement
de I'asthme, la tension artérielle et les rhumatismes (Aguilar, 1994; Del et al., 2004). Le fruit
est utilisé comme vermifuge et comme remede contre la dysenterie. La décoction de feuilles se
prend également comme remede contre la diarrhée, les maux de gorge et les hémorragies, ainsi
que pour stimuler et réguler les menstruations (Morton, 1987). Odugbemi a également
documenté I'efficacité des cotylédons de la graine d’avocat pour le traitement de 1'hypertension.
Au Cameroun, la décoction de feuilles se prend pour traiter les maux de dents, I'nypertension
artérielle, le diabéte, le paludisme ; pour stimuler les contractions utérines et soulager les

menstruations douloureuses (Tene et al., 2016).

Les multiples usages des plantes des genres Beilschmiedia et Persea en thérapeutique
locale peuvent expliquer 1’intérét particulier porté par les chimistes, les chimiotaxonomistes et

les pharmacologues sur ces especes végétales.

IV- Etudes chimiques et pharmacologiques antérieures sur les plantes des genres

Beilschmiedia et Persea
IV.1- Le Genre Beilschmiedia

IV.1.1- Travaux chimiques antérieurs

Les travaux chimiques antérieurs réalisés sur les plantes du genre Beilschmiedia ont
révélé la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires dont les plus caractéristiques
sont les alcaloides, les lignanes, les dérivés d’acide endiandrique, les flavonoides, etc... (Lenta

et al., 2015).

IVV.1.1.1- Les alcaloides et amides
Les alcaloides sont des composés azotés, plus ou moins basiques d’origine naturelle
(plantes, microbes, animaux), exception faite aux aminoacides simples, aux protéines et aux

composés azotés antibiotiques. Ils précipitent avec des réactifs iodométalliques (réactifs de
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Dragendorff), ce qui permet de les caractériser (Bruneton, 1999). Plusieurs classes d’alcaloides

ont été isolées des plantes du genre Beilschmiedia (Tableau 1)
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Tableau 1: Quelques alcaloides et amides isolés des especes du genre Beilschmiedia.

Structures Noms Source Références
g 9CH: Ecorces du
H;CO AN . . tronc de B. | Chen et al.,
Beilschamide
0 erythrophlo | 2015
OH ia
39
Ecorces du Kitagawa et
Dehatrine tronc de B. g
al., 1993
madang
H,CO _ N- Feuilles de | Mollataghi
O N méthylisococlaurine | B. kunstleri | et al., 2012
HO
41
| Ecorces du
H tronc de B. | Lenta et al
N Zanthonamide o N
<O:©/\/ zenkeri 2009
0 O
42
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Tableau 1: Quelques alcaloides et amides isolés des especes du genre Beilschmiedia

(Suite).
Structures Noms Source Références
(+) -cassithicine
Bois de B. | Mollataghi
kunstleri etal., 2012
(+) -prédicentrine
2,11-dihydroxy- Feuilles B. | Jonhsetal.,
1,10- podagrica 1969
diméthoxyaporphine
Glaucine Feuilles B | Jonhsetal.,
podagrica 1969
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Tableau 1: Quelques alcaloides et amides isolés des especes du genre Beilschmiedia

((Suite et fin).

Structures

Noms

H,CO

Source Références
Sécoboldine BC.)IS de  B.
olliophylla
Mollataghi
etal., 2012
H;CO
—" Feuilles of B.
\\\\N bl idi .
| (-) -pallidine kunstleri
H;CO
O- Feuilles of B. | Pidjiasttuti
H;CO méthylvelucryptine | brevipes etal., 2010
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IV.1.1.2 Les lignanes et neolignanes

Les lignanes sont des composés dont le squelette résulte de I’établissement d une liaison
entre les carbones f des chaines latérales de deux unités dérivées du phénylpropane (50). On
rencontre généralement six groupes structuraux chez les lignanes. Les plus simples sont les
dibenzylbutanes (51) (liaison 8-8"), qui par cyclisation peuvent engendrer trois types de lignanes
monofuraniques (52) (cyclisation 7-O-7', 7-O-8" ou 8-0-8') et les butyrolactones (53). La
cyclisation peut impliquer un carbone aromatique (arylnaphtalene (54) ou (2,2'-
dibenzocylooctane (55). La double cyclisation 7-O-9" et 7'-O-9 conduit aux lignanes

furanofuraniques (56) (Tazoo, 2008). Le schéma 1, montre quelques squelettes des lignanes.

Schéma 1: Squelettes de base de quelques lignanes (Tazoo, 2008).
Ceux isolés de plantes du genre Beilschmiedia sont pour la plupart des lignanes monofuraniques
(Tableau 2).
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Tableau 2: Quelques lignanes isolées des especes du genre Beilschmiedia

Structures Noms Sources Références
Beilschmine A
Beilschmine B
Feuillesde | Chen et al.,
B. tsangii | 2007
Beilschmine D
4a.,50-
époxybeilschmine
A
4a.,50-
époxybeilschmine B
) Mallotaghi
Feuilles de
(+) -kunstlerone | etal., 2011
B. kunstleri
O 62
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Tableau 2: Quelques lignanes isolées des espéces du genre Beilschmiedia (Suite et fin)

Structures Structures Sources Références
Ambo-
(7R,8R,7'R,8'R) -
3,4

H,CO o)

méthylénedioxy-
H,CO © 3,4,5,5- Racines de | Huang et al.,

63 . .
OCH;, OCH; tétraméthoxy-7,7- | B.tsangii | 2011
époxylignane
o) . :
> Beilschminone A
o)
OCH,;
(0]
H,CO \foj\
Tsangine A
H,CO 0 O>
OCH, o
65
Ecorcesdu | Chen et al.,
H;CO Teangine tronc de B. | 2006
sangine .
H,CO OCH;, tsangii
OCH,
H,CO .
3 O> Tsangine B

H,CO 0
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1VV.1.1.3- Les flavonoides

Les flavonoides représentent une tres large classe de produits naturels dérivés des

plantes et présentant une exceptionnelle diversité. Ces métabolites secondaires, molécules

aromatiques polysubstituées de la famille des polyphénols, possedent un squelette a 15 atomes

de carbone de type Cs-C3-Cs. Le tableau 3 suivant résume les structures et noms de quelques

flavonoides isolés des espéces du genre Beilschmiedia.

Tableau 3 : Quelques flavonoides isolés des espéces du genre Beilschmiedia

Structures Noms Sources Références
H CO O \\\©
3 ‘ (2S,4R) -4, 5, 6,7-
H;CO tétraméthoxyflavane
.0  OCH;
H;C™ 68
{ ] Ecorces du
H,C0 O tronc de B.
Zenkeri
H,CO . . )
i enta et al.,
H C/O O OCH, Beilschmieflavonoid
3 OCH, eB 2009
S
69
37
2! 4
H;CO 8 (1) xS 5 (2S, 4R) -5, 6, 7-
1’ r
6 3 ° triméthoxyflavan-4-
H;CO Z f .
(0] OH )
i Ecorces de
HC a9
B. zenkeri

Harborne et

5-hydroxy-7,8- Mendez,
diméthylflavanone 1969
71
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Tableau 3 : Quelques flavonoides isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures Noms Sources Références
Quercétrine
Isoquerceétrine
Afzéloside Feuilles de Harborne et
B. miersii Mendez,
1969
Mikwelianin
H;CO O Azaléatin
76
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Tableau 3 : Quelques flavonoides isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite et fin)

4,2'.6'-trihydroxy-
34
méthylenédioxy-3-
isopent-2-

enylchalcone

Structures Noms Sources Références
o ]
2' 6'-dihydroxy-4-
N 1 . y y
isoprenyloxy-3,4-
G
. diméthylpyrno)
chalcone Le bois de | Suarez et
B. vargas, 2005
tovarensis

1VV.1.1.4 Les dérivés de benzene

Les composés de benzene ont été isolés principalement a partir de plantes du genre

Beilschmiedia. Le tableau 4 suivant résume les structures et noms de quelques composés de

benzéne isolés des especes du genre Beilschmiedia.

Tableau 4 : Quelques dérivés de benzene isolés des espéces du genre Beilschmiedia

Structures Noms Sources Références
H
HO
0 Vanilline
HO
79
H Ecorce du bois de | Chen et al.,
B. erytrophia 2015
0
p-hydroxybenzaldéhyde
HO
80
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Tableau 4 : Quelques dérivés de benzene isolés des especes du genre Beilschmiedia (Suite et fin)

Structures Noms Sources Références
3,4, 5- . )
triméthoxvbenzaldéh Ecorce du bois de | Chen et al.,
y y B. erytrophia 2015
de
Sarisan Feuilles de B.| Kumamoto
miersii etal., 1970
A AN _
Benzopyranoligandrol
H,CO .
3 o Bois  de B Banfiled et
) "l al., 1994
CH,4 oligandra
© N N . .
Oligandrolmethyléther
H,;CO
84
OH
H,C _— = =
] Racines de B.
Benzenoidfarnesylol ]
oligandra
OCH;
85 Yang et al.,
) HO 2009
H,C g
a-tocophényl quinone Racines ~ de  B.
H,C phenyt g erythrophloia
o)
86
CH,
H,C o}
s-tocophérol Racines de B. | Chen et al.,
HO P tsangui 2006
CH,4
87
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IV.1.1.5 Les acides endiandriques

Les acides endiandriques sont des dérivés d’acides gras polycycliques ayant un squelette
particulier, isolés jusqu’a présent uniquement dans les espéces des genres Beilschmiedia et
Endiandra. Les études phytochimiques ont été principalement menées sur 31 espéces de
Beilschmiedia : Beilschmiedia alloiophylla, B.anacardioides, B. bernesii, B. brevipes, B.
chancho chancho, B. collina, B. costaricensis, B. cryptocaryoides, B. elliptica, B.
erythrophloia, B. fulva, B. tsangii, B. ferruginea, B. kunstleri, B. madang, B. manii, B. miersii,
B. obscura, B. obtusifolia, B. oligandra, B. oreophila Schlechter, B. pendula, B. podagrica,
Beilschmiedia spp ( du Gabon), B. talaranensis, B. tarairie, B. tawa, B. tooram, B. tovarensis,
B. volckii et B. zenkeri (Lenta et al., 2015). Tous ces composés ont certaines propriétes
structurales en commun, telles que la nature cyclique, la présence de doubles liaisons et de
groupes acides carboxyliques terminaux. Ils peuvent étre regroupés selon la disposition du
squelette de carbone en trois groupes. Le premier groupe est celui des composés caractérisés
par un systéme cyclique tétracyclique condensé a 13 atomes de carbone contenant A% ° et A* 5
ou A% (1); le deuxiéme groupe est celui des composés avec un systéme cyclique tétracyclique
formé avec 11 atomes de carbone avec A% 1 (2) et le dernier groupe contient des composés qui
possedent des systemes cycliques bi-, tri- ou tétracycliques autres que les squelettes 1 et 2. La
chaine attachée a C-11 en 1 ou C-4 en 2 contient dans certains cas des doubles liaisons, des
résidus phényle ou un fragment meéthylenedioxyphényle. Les substituants en C-6 en 1 ou C-8
en 2 sont généralement un acide carboxylique, un cycle phényle ou un fragment
méthylénedioxyphényle. Le tableau 5 suivant résume les structures et noms de quelques acides

endiandriques isolés des espéces du genre Beilschmiedia.
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des especes du genre Beilschmiedia

Structures Noms Sources Références
Acide beilschmiedique
D
Acide beilschmiedique
E
Ecorces du
89 Chouna et
tronc de B.
o al., 2009
HO\C//O anarcadioides
HO Acide beilschmiedique
H\‘ CH3 A
6
920
Acide beilschmiedique
C
91
HO\C//O
. ) . Ecorces du Chouna et
Acide beilschmiedique tronc de B. al.. 2009
B o
anarcadioides
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des especes du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures Noms Sources Références
HOOC
Tsangibeiline A
Racines de B. Huang et
tsangii al., 2011
Acide endiandrique K
. - Tronc de B.
Acide cryptobeilique A .
HO@_/_/_/ yp a cryptocaryoide
95 Talontsi et
COOH al., 2013
Racines de B.
Tsangibeiline B cryptocaryoide
.’ O © s
)
96 O
Feuilles de B.
“ Acide endiandrique B tooram
.’ X COOH
97 Banfield et
O al., 1994
Feuilles de B.
“ Acide endiandrique A tooram
" T _coon
98
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures Noms Sources Références
0=\
(0]
l 3".4"- . Banfield et
. . Feuilles de B.
methylenedioxyacidee oligandra al., 1994
“ ndiandrique A g
~ T L coon
99
O™\
o
. . . Tiges de B. Eder et al.,
Acideendiandrique H
“ f Fulva 2004
1" L coon
100
COOH
“ Acide beilschmiedique
K )
101 OH
COOH
genre Williams et
. . al., 2012
102 Beilschmiedia
Acide beilschmique O
103
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures

Noms

Sources

Références

COOH

§O
0
T
w

104

Tsangibeiline C

COOH

OH
0 CH,4
4

Tsangibeiline D

Racines de B.
tsangii

Huang et
al., 2012

106 O ol

Acide ferrugineique A

Acide ferrugineique B

COOH
.’ 5 O
108 OH

Acide ferrugineique C

COOH

109

Acideferrugineique D

Feuilles et
fleurs de B.
ferruginea

Apel et al.,
2014
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures Noms Sources Références
COOH
HO ‘.‘ Acideferrugineique F
1o O oH Feuilles et
COON fleurs (Eie B. Apel et al.,
ferruginea 2014
o “ Acideferrugineique H
Acideendiandrique |
Yang et al.,
2008
Acide endiandrique J i
Racines de B.
erythrophoia
Beicycone A
Yang et al.,
2009
Erythrophloin A
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des especes du genre Beilschmiedia (Suite)

Structures Noms Sources Références
H;COo._©O
Racines de B.
erythrophoia | Yangetal.,
Erythrophloin C 2009
Acide endiandrique K
. Huang et
Acide endiandrique L | RacinesdeB. | 0.
tsangii ’
Endiandramide
COOH
0
Acide beilschmiedique Chouna et
G Ecorces du al. 2010
HO tronc de B. B
anacardioides
120
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Tableau 5: Quelques acides endiandriques isolés des espéces du genre Beilschmiedia (Suite et

fin)
Structures Noms Sources Références
O=
Chouna et
Beilschmiedine Ecorces du al., 2010
6 tronc de B.
121 anacardioides
0
0
OH
— Racines de B. Huang et
Tr | n lin -
ycyclotsangibeiline tsangii al., 2012
122

Certains composeés isolés de diverses especes du genre Beilschmiedia ainsi que les
extraits dont ils proviennent ont présenté des propriétés biologiques justifiant leurs usages dans

la médecine traditionnelle.
IV.1.2. Etudes pharmacologiques antérieures sur les plantes du genre Beilschmiedia.

Les travaux pharmacologiques effectués sur les especes du genre Beilschmiedia ont

permis de mettre en évidence voire de confirmer certaines de leurs vertus thérapeutiques.

Les extraits des écorces et des feuilles de B. acuta ont été évalués sur les lignées de
cellules cancéreuses humaines, y compris divers phénotypes multi résistants. Les extraits de
feuilles ont montré des valeurs de Clso inférieures ou d'environ 30 mg / mL dans 10 lignées
cellulaires (Kuete et al., 2014).

L’extrait au dichlorométhane des écorces de B. zenkiri a présenté une activité
antibactérienne in vitro modérée contre trois souches de bactéries : Pseudomonas agarici,
Bacillus subtilis et Streptococus minor et une forte activité antiplasmodiale in vitro contre la

souche W2 du Plasmodium falciparum (Lenta et al., 2009).

La déhatrine (40), isolée des ecorces du tronc de B. madang a montré une activité
antipaludéenne in vitro contre la souche résistante K1 du Plasmodium falciparum, avec une

activité comparable a celle de la quinine (Kitagawa et al., 1993).
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L’extrait des fruits de B. obscura a présenté une bonne activite antibactérienne avec une
CMI de 100 ug/mL (Fankam et al., 2014).

Les acides Beilschmiediques A (90), B (92) et C (91), isolés des écorces de B. anacardioides,
ont présenté des activités antibactériennes contre un large éventail de micro-organismes
(Bacillus subtillis, Micrococcus luteus, Streptococcus faecalis) avec les valeurs de
concentrations minimales d'inhibition (CMI) de 0,7 a 364 uM. L'acide Beilschmiedique C (91)
s'est avéré étre le dérivé le plus actif contre les trois souches testées avec des CMI de 5,6, 0,7
et 22,7 uM respectivement. L'acide beilschmiedique B (valeur CMI de 11,3 M) et l'acide
beilschmiedique C (valeur CMI de 5,6 M) se sont réveélés plus actifs que le médicament de
référence ampicilline (valeur CMI de 89,5 M) contre B. subtillis. L'acide Beilschmiedique C
a été également plus actif que le médicament de référence, I'ampicilline (valeur CMI de 5,58
#M) contre M. luteus (Chouna et al., 2009).

La zanthonamide (42), isolée des écorces du tronc de B. zenkeri a montré une activité

bactérienne in vitro sur Bacillus substilis et Streptococus minor (Lenta et al., 2009)

Les lignanes beilschmine A (57) et beilschmine B (58), isolés de feuilles de B. tsangii
ont montré des fortes activités antituberculeuses in vitro contre Mycobacterium tuberculosis
90-221387 avec les valeurs de CMI de 2,5 et 7,5u9/mL, respectivement (Chen et al., 2007).

Le (+)-kunstlerone (62), isolé des feuilles de B. kunstleri a montré une activité

antioxydante avec une Clso de 20 «g/mL (Mollataghi et al., 2011).

L’erythrophloin C (115) et suberosol B (123), isolés des racines de B. erythrophloia ont
montré des activités antituberculeuses contre Mycobacterium tuberculosis H37Rv avec des
CMI de 50 et 28,9 ug/mL, respectivement (Yang et al., 2009).

La pipyahyine (124), la 5-hydroxy-7,8-diméthoxyflavanone (71) et I'acide bétulinique
(125) isolés a partir de B. zenkeri ont été actif sur Plasmodium falciparum avec des Clso de 3,7 ;
9,3 et 5,2 uM, respectivement. Leur activité était modéree par rapport a la chloroquine (valeur

Clso de 0,13), qui a été utilisée comme contréle positif (Lenta et al., 2009).

Le lupéol (126) isolé de B. erythrophloia qui a montré une activité inhibitrice in vitro
contre la souche P. falciparum 3D7 avec une valeur Clsg de 27,7 £ 0,5, s'est avéré provoquer
une transformation de la forme des érythrocytes humains vers celle des stomatocytes (Ziegler
etal., 2002).
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125

IVV.2- Le genre Persea.

IV.2.1- Travaux chimiques antérieures

124

126

Persea americana est I’espéce la plus répandu du genre Persea. Par son intérét sur le

plan économique, thérapeutique, cosmétique et nutritionnel, plusieurs études chimiques ont été

faites sur I’espéce P. americana. Il découle que cette espéce est une importante source des

métabolites secondaires bioactifs dont les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponines,

les stéroides, les polyols et les phénols.

1VV.2.1.1 Les flavonoides

Le tableau 6 présente quelques flavonoides isolés de Persea americana.

Tableau 6: Quelques flavonoides isolés de I’espéce Persea americana

Structures Noms Sources | Référence
@OH
HO O OH -
’ (-) -épicatéchine
“OH
OH
127
NOVAUX Deept et
y al., 2013
OH
HO o} @
OH (+) -catéchine
OH
OH
128
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Tableau 6: Quelques flavonoides isolés de I’espéce Persea americana (Suite)

Structures Noms Sources | Référence
Epicatéchine
(45-8)
epicatechine
o NOVaLX Deept et
Eplcatechln_e y al. 2013
(4p-8) catechine
130
94
HO O oH
0 Galloate de
OH O 1’épicatéchine
OH
HO OH
Feuilles Owalabi et
Quercétine al., 2010

132

Theése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire

Page 55




Chapitre 1 : Revues de la Gttérature

Tableau 6: Quelques flavonoides isolés de I’espéce Persea americana (Suite)

Structures Noms Sources | Référence
HO
OH
Rutin
Ol utine
OH OH
HO OH
133
Feuilles Owalabi et
_ al., 2010
Luléoline

135

Isorhamnétine

Apergénine
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Tableau 6: Quelques flavonoides isolés de I’espéce Persea americana (Suite)

\ Structures Structures Structures | Structures
OH
HO 0 @
a OH
OH Epicatéchine
Qx
" OH epicatéchine
“OH
OH
137
Deepti et al.,
Noyaux 2013
Epicatéchine
(4a-8)
epicatéchine
Owalabi et
3-0-4-D- .
p . Feuilles al., 2010
glucopyranoside
139
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IV.2.1.2 Les alcools ou polyols

Le tableau 7 présente quelques alcools gras isolés de Persea americana.

Tableau 7: Quelques polyols isolés de I’espéce Persea americana

Structures Noms Sources | Référence
4 2 1,2, 4-
19 OH )
/\/\/\/\/\/\/W trihydroxynonadec
140 OH OH ane
17 \ 4 2 1 1a 2a 4-
\/\/\/\/\/\/YY\OH trihydroxyheptadec
141 OH OH -16-éne Fruit | Nicholas
178 4 5 2.4- etal., 1998
\/\/\/\/\/\/\(\(\011 methylenedioxyhep
142 0. _© tadec-16- ene-1-ol
1 1,2, 4-
Q 3 : OH | trihydroxyh d
16 y yheptadec
143 OH OH -16-yne

1-acetoxy-2,4-

\/\/\/\/\/\/\(\(\ /\
0 ; "
» dihydroxy-n

OH  OH heptadec-16- éne

N N 1-f';1cetoxy-2,4- Deepti ?t

dihydroxy-n- noyaux | al., 2013 ;

145 OH  OH heptadec-16- yne Falodun et

OH OH 12 4 al., 2014
= oH )

/\(\/\/\/\/\/v\/v\/ tétrahydroxyheptad
OH écane-6, 16-diéne

146

IV.2.2- Etudes pharmacologiques antérieures sur le genre Persae.

Les travaux pharmacologiques effectués sur Persea americana ont permis de mettre en
évidence voire de confirmer certaines de leurs vertus thérapeutiques. Les extraits de noyaux
ont montré les activités antioxydantes, anticancereuses, antiinflammatoires, antidiabétiques,
antimicrobiennes, antihypertensives et antiplasmodiales. Ces extraits sont aussi utilisés comme
insecticides, colorants et pour la diminution du taux de cholestérol (Deepti et al., 2013).

Les extraits des feuilles ont montré les activités antiplasmodiales, antivirales,

anticonvulsantes, antiulcéreuses, gastro protectrices, antibactériennes, antimicrobiennes,
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antiinflammatoires, analgésiques, antihypercholesterimiques, antioxydante, anti-diarhrée,
anticancéreuse, cardiovasculaires, hypoglycémiques, antidiabétiques, hypotensives,
hepatoprotectrice, vasorelaxantes etc. Par ailleurs les flavonoides isoles des feuilles ont montré
de tres bonnes activités antioxydantes (Owalabi et al., 2010).

Le 1,2,4-trinydroxyheptadec-16-ene (141) et 1,2,4-tétrahydroxyheptadécane-6, 16-
diéne (146) isolés des noyaux de Persea americana ont été active sur souche D6 de P.
falciparum avec des Clsos de 1,6 et 1,4 ug / mL, respectivement, et des Clsos de 2,1 et 1,4 ug /
mL sur la souche W2, respectivement. Les alcools gras 1,2,4- tétrahydroxyheptadécane-6,16-
diene (146); Le 1,2,4-trihydroxyheptadec-16-yne (143) et le 1,2,4- trihydroxyheptadecane
(141) ont également montré une activité antibactérienne in vitro prometteuse contre un panel
de bactéries pathogénes, S.areus et E. coli & des valeurs Clsos de 21,1, 8, 200 xg/mL; 3,25, 86,32
1g/mL, respectivement. Les résultats de cette étude prouvent que les alcools gras constituent
une classe prometteuse d'agents antipaludiques et antimicrobiens (Falodun et al, 2014).

V- Généralités sur les acides endiandriques

V. 1- Les acides endiandriques.

Les acides endiandriques sont des dérivés d’acides gras polycycliques ayant un squelette
particulier, isolés jusqu’a présent uniquement dans les espéces des genres Beilschmiedia et
Endiandra. Ce sont des produits d"électrocyclisation d"acides gras formés par voie shikimique
ou polyacétique (Nicolaou et al., 1982). Le Schéma 2 suivant montre la biosynthese générale

des acides gras.

Malonyl-CoA  Malonyl-CoA

o N\,
Ph\/\<SCoA I w PN

-CO, -CO,

Schéma 2: Biosynthése générale des acides gras (Nicolaou et al., 1982).
La biosynthése des acides endiandriques passe par deux réactions consécutives

¢lectrocycliques non enzymatiques suivies d’une réaction intramoléculaire Diels-Alder. Le
résultat de toutes ces réactions donne un composé a chaine ouverte qui est convertie en composé
tétracyclique. Ils sont de nature cyclique contenant des doubles liaisons et un groupe acide

carboxylique dans leur squelette (Bandaranayake et al., 1980) (Schéma 3).
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13 atomes de carbone fusionnés

m=0 H acide endiandrique tétracyclique
R, H
Acide endiandrique bicyclique
R H
bon=1 R = !
2 H c,n=1 H
m=0 Ry m=0 R,
H H

11 atomes de carbone fusionnés
acide endiandrique tétracyclique

Schéma 3: Biosynthese du squelette des acides endiandriques a partir des acides gras
(Nicolaou et al., 1982).

a : cyclisation conrotatoire a 8n électron ; b : cyclisation disrotatoire a 6z électron ; c: cyclisation
Diels-Alder.

IIs possédent des principes actifs qui luttent contre les tumeurs utérines, les rubéoles, les
infections vaginales, le rhumatisme, les troubles digestifs et de colon, le paludisme, les maux

de téte, les infections bactériennes et fongiques (Lenta et al., 2015).

V.1.1 Spectres de masse

Le spectre de masse des dérivés d'acide endiandrique avec un systéme cyclique
tétracyclique condensé en C13 et une double liaison C4, 5 présente généralement un schéma de
fragmentation inhabituel dans lequel un fort ion M-78 est souvent observé, en raison de la perte
d'un fragment benzene (Schéma 4) (Bandaranayake et al., 1980 ; Bandaranayake et al.,1981).
La plupart des spectres IE ont présenté des pics de base a m /z 172 ou m /z 129 comme ceux de
I'acide beilschmidique A et C. D'autres fragments correspondant au clivage de la chaine latérale
et a la déshydratation ont également été observés (Schéma 5) (Chouna et al., 2011 ; Chouna et
al., 2010 ; Chouna et al.,2009).
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CH,R

Schéma 4: Fragmentation rencontrée dans certaines acides endiandriques (Harborne et al.,

1969)
+ +
COOH
— [:izeizt/\%%/\\
A 6

m/z 326 m/z 281
m/z 344
m/z 344 -OCTYL
-OH -C,H -COOH -OH - -OCTYL
+
C11H21 COOH
+ +
COOH
m/z 172 m/z 129 m/z 213 m/z 168

Schéma 5 : Mécanisme de fragmentation des acides beilschmidiques A et C, El, 70 ev
(Chouna et al., 2009).
V. 1. 2 Spectre RMN

V.1.2.1-Spectre RMN'H

Les spectres RMN *H des dérivés d'acide endiandrique sont complexes et I'élucidation
de la structure doit reposer sur une combinaison de techniques de RMN 1D et 2D.
Les spectres RMN H de dérivés avec le squelette 1 (figure 4) ayant une double liaison C-4/ C-
5 montreraient, entre autres pics, un large singulet du proton méthine H-7 autour de 3,0 ppm ;
des signaux d'un groupe methylene dont un doublet de triplet entre 1,30 et 1,40 ppm. (H-2) et
un doublet de doublet entre 1,50 et 1,60 (H-2") ; quatre protons cis-oléfiniques a 6,10-6,30 (dt,
H-4), 5,50-5,80 (dt, J = 9,7et 3,0 Hz, H-5), 5,30-5,70 (Id, J = 9,8 Hz, H-8) et 5,60-5,70 (dt, J =
10,2 et 3,4 Hz, H-9). Cependant, certains signaux sont décalés lorsqu'une double liaison est
présente en C-5/ C-6. Dans ce cas, un singulet du proton oléfinique H-5 est observé entre 6,80
et 7,50 ppm. Ce proton résonne autour de 6,20 ppm quand un groupe cétone est présent en C-
4,

Les dérivés d’acide endiandrique avec le squelette 2 présentent, entre autres pics, des
signaux de protons de méthylene compris entre 1,50-1,60 (H-6) et 1,80-1,90 (1H, H-6") et deux
protons cis-oléfiniques entre 6,10-6,30 (H-10) et 6,20 a 6,30 (H-11). Ceux des composés de
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squelette 1 ou 2 portant un fragment méthylénedioxyphényle présentaient en outre un systéme
ABX oléfinique a trois protons a 6,60-6,66 (1H, dd, J = 8,0 et 1,6 Hz), 6,64-6,90 (1H, d, J =
1,6 Hz) et 6,72 2 7,20 (1H, d, J = 8,0 Hz) (Lenta et al., 2015). La Figure 4 résume la plage des

données de RMN *H de dérivés endiandriques.

2.80-3.10
5.30-5.70 o 6.10-6.35
2.80-3.10 / 206,30
5.5-5.80 st ! /5'60‘5'70 \ 10 1.50-1.75
55, L 1
T ] 60180 150175
6.10-6.30 520240 27029 g

] 1.60-1.85
2.60-2.70 1.85-1.90

2,20-2.40 2.20-2.30

1.30-1.40 2.65-2.80

1.50-1.60 1

Figure 4: RMN *H des squelettes d’acides endiandriques

V.1.2.2-Spectre RMNC

La spectroscopie RMN 3C est trés utile pour I'élucidation de la structure des dérivés
d'acide endandandrique, car les bases de données de transfert chimique peuvent étre utilisées
pour rechercher des modéles similaires. De plus, les déplacements chimiques de la RMN C
ont tendance a étre plus reproductibles et sont moins influencés par le solvant, la température
ou le pH (Reynolds et al., 2002 ; Bross-wash et al., 2005). Le spectre RMNC des acides
endiandriques tétracycliques présente, entre autres signaux, 10 ou 12 méthines et un a deux
méthylénes pour les squelettes basiques (Lent et al., 2015). Les signaux des méthines (C-1, C-
3, C-7, C-10, C-11, C-12, C-13) et du méthyléne C-2 dans les dérivés de squelette 1 et ceux de
méthines (C -1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-7, C-8, C-9) et le méthyléne C-6 dans les composés du
squelette 2 sont caractéristiques pour les acides endiandriques tétracycliques (Lenta et al.,2015).
Le déplacement chimique du groupe carboxy en C-6 dans les composés du squelette 1 permet
de confirmer I'emplacement de la double liaison dans le cycle D. En fait, lorsque la double
liaison est C-5/C-6, le carbone du groupe carboxyle apparait a environ 170 ppm. Dans le cas
d'une double liaison C-4 /C-5, il apparait entre 175 et 181 ppm (Lenta et al., 2015). Cependant,
certains signaux sont décalés lorsque la double liaison est C-5/C-6. Dans ce cas, le carbone
oléfinique C-5 apparait a environ 141 ppm dans un composé portant un groupe carboxylique en
C-6. Ce carbone chimique peut passer a 145 ppm lorsque 1I’hydroxyle est présent en C-4 (Lenta
et al., 2015). La plage de transfert chimique (en ppm) des atomes de carbone des squelettes
endiandriques tétracycliques est donnée a la figure 5.
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132-133

133-134

Figure 5: RMN 3C des squelettes d’acides endiandriques

Au regard des usages des plantes sélectionnées dans la médecine traditionnelle, de la
diversité des activités biologiques présentées par leurs extraits et compte tenu du fait que B.
louisii, B. obscura et P. americana restent trés peu étudiées, nous avons entrepris dans le cadre
de nos travaux de recherche, I’investigation chimique de ces trois plantes médicinales ainsi que

I’évaluation de leurs propriétés antiplasmodiales et antitrypanosomales et leur cytotoxicité.
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11.1-ETUDES CHIMIQUES
11.1.1- Extraction et isolement des composes.

11.1.1.1 B. louisii

Les racines de B. louisii ont été récoltées en Mars 2014 & Batchenga (au bord de la

Sanaga) dans la Région du Centre Cameroun. L’identification a été faite & L’Herbier National

du Cameroun a Yaoundé ou un échantillon avait été conservé sous le numéro 3360 SRFK. Ces

racines ont été découpées, séchées puis broyees. La poudre obtenue de 2,5 kg a été extraite par

macération au mélange MeOH-CH.Cl, (1:1) pendant 48 h & température ambiante. Apres

évaporation du solvant sous pression réduite, 350 g d’extrait brut ont été obtenus. 340 g ont été

partitionnés en factions neutre (300 g) et alcaloidique (8,6 g). 280 g de la fraction neutre ont été

soumis a différentes méthodes chromatographiques sur gel de silice (chromatographie flash et

chromatographie sur colonne) avec le mélange Hex-AE et AE-MeOH de polarité croissante.

Huit composeés ont été entierement caractérisés (Schéma 6).

Racines de B louisii

& Découpage, Séchage, Broyage

Poudre 2.5 ka

Poudre résiduelle

l Extraction au CH,Cl,-MeOH (1:1) (15L) pendant 2x48h, température ambiante (°C)

Extrait brut 350 g

Rdt = 14.00 %

Partition en fraction neuter et fraction alcaloidique avec le CH,CL,

Fraction neutre (300 g)

CC sur gel de silice avec
les melanges Hex-AE et
AE-MeOH de polarité

croissante
N

Fraction alcaloidique (8,6 g)

v

A (32 9)

v
B (20,5 g)

Filtration et larvage

BLR5; 1,08 g BLR6; 20, 07 g

BLR3 ;2,049

(mélange de 2
composés

\

l

C (1550)

R CC (Hex-AE: 80:20 a 50:50)
CC (Hex-AE: 95:5 a 80:20)

BLR7; 10,7mg ][ BLR4;1.2¢9 ]

A

D (10,0 g)

N
E (22,0 g)

CC (Hex-AE: 50:50 & AE)

\

BLR2; 12 mg BLR8; 35 mg

Schéma 6: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des racines de B. louiisi
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11.1.1.2 B. obscura
Les écorces du tronc de B. obscura ont été récoltées en novembre 2016 au Mont Kala

dans la Région du Centre Cameroun. L’identification a été faite a L Herbier National du
Cameroun a Yaoundeé ou un echantillon avait été conserve sous le numéro 6933 /SRF/Cam. Ces
écorces ont été découpées, sechées puis broyées. La poudre obtenue (2 kg) a été extraite par
macération au mélange MeOH-CHCl, (1:1) pendant 48 h, ceci 2 fois et a température
ambiante. Aprés évaporation du solvant sous pression réduite, 300,6 g d’extrait brut ont été
obtenus. 290 g ont été partitionnés en factions neutre (200 g) et alcaloidique (2 g). 190 g de la
fraction neutre ont été soumis a différentes méthodes chromatographiques sur gel de silice
(chromatographie flash et chromatographie sur colonne) pour donner huit composés donc 7 ont
été entierement caractérisés (Schéma 7)

Racines de B obscura

1 Découpage, Séchage, Broyage

Poudre 2 kg

Extraction au CH,Cl,-MeOH (1 : 1) (2x15L) pendant 48h, température ambiante (°C)

Poudre résiduelle Extrait brut 300.6 g

| Partition en fraction neuter et fraction alcaloidique avec le CH,CL,

Fraction neutre (200 q)

Fraction alcaloidique (2 g)

CC sur gel de silice avec les melanges
Hex-AE et AE-MeOH de polarité
croissante

| l \

A80g B1059 C345g D70g E100g9
CC (Hex a Hex-AE: 40:60 | CC (Hex-AE: 90:10 a 20:80) CC (Hex-AE: 80:20 & AE pur) \CC Hex-AE: 80:20 a MeOH
Mélange complexe | Meélanae complexe Mélange complexe

mélange de BOET4; 16, 09 mg BOETS; 14,6 mg
2composés

Schéma 7: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des écorces du tronc de B
obscura
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NB : les composés isolés des fractions alcaloidiques des racines de B. louisii et des écorces de
B. obscura n’ont dissout dans aucun solvant organique.

11.1.1.3 P. americana

Les feuilles et les racines de P americana ont été récoltées en Novembre 2018 a
Nkolbisson dans la Région du Centre Cameroun. L’identification a été faite a I’Herbier National
du Cameroun a Yaounde ou un échantillon a été conservé et identifié au numéro 57756 HNC.
Les feuilles et les racines ont été découpees, séchées puis broyées. Les poudres obtenues 2,5 kg
et 2,4 kg, respectivement, ont été extraites par macération au mélange MeOH-CHCl, (1:1)
pendant 48 h, ceci 2 fois et a température ambiante (°C). Apres évaporation des solvants sous
pression réduite, 450 g et 350 g d’extraits bruts ont été obtenus respectivement. L’extrait des
racines a été partitionné, successivement, dans 1’hexane, le chlorure de méthyléne et le n-
butanol pour conduire a trois fractions de masses respectives 150,2 g; 12,9 g et 100,5 g.
L’extrait des feuilles, quant a lui, a été partitionné successivement dans 1’éther de pétrole, le
chloroforme et le n-butanol pour conduire également a 3 fractions de 200,3 g ; 50 g et 75,6 g,
respectivement. Les différentes fractions obtenues ont subi des chromatographies successives
sur gel de silice et sur gel de sephadex pour donner 10 composés donc 8 entierement caractérisés
(Schéma 8 et Schéma 9)

Feuilles de P. americana

‘ Découpage, séchage et broyage

Poudre 2,5 kg

Extraction au CH,Cl,-MeOH (1 : 1) (2x15L) pendant 48h,
\ 4 température ambiante (°C)

Extrait brut 450 g Poudre résiduelle

L Partitionnement dans CH,CL,,

PE et BUOH

PAF-PE (200,3 g) y

PAF-butanol (75,6 g)

PAF-CHCL3 (50 g)

CC sur gel de silice avec les

melanges PE-AE et AE-MeOH de CC sur gel de SEPHADEX
polarité croissante avec MeOH
v
PAFL; 20,2 mg AR 4 PAF4; 50,08 mg 4FéﬁéF6: PAFT7: 30,2 mg PAF8; 25,1 mg
3mg ; 30,

Schéma 8: Protocole d’extraction et d’isolement des composes des feuilles de P. americana
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Racines de P. americana

Découpage, séchage et broyage

Poudre 2,4 kg

. Extraction au CH,Cl,-MeOH (1 : 1) (2x15L) pendant 48h, température ambiante (°C)

Extrait brut de 350 g

Partitionnement dans
CH,CL,, PE et BUOH ,L

‘L 4

Poudre résiduelle

PAR-hex (150,2 g) PAR-butanol (100,5 g) PAR-CHCI; (12,6 g)

CC sur gel de silice avec les
CC sur gel de SEPHADEX
gvec MeOH melanges PE-AE et AE-MeOH

de polarité croissante
v v

PAR4 : 50 mg \ \
[ PARL1 ; 23mg= PAF4 ] [ PAR?2 ; 35mg = PAF3 ] PARS -
56,4mg

Schéma 9: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des racines de P. americana

11.2. Préparation de quelques dérivés d’acide beilschmiedique E (composé majoritaire)
Des réactions, utilisant le thiosemicarbazide et I'acide 3,4,5- trihydroxybenzoique, ont
été réalisées sur ’acide beilschmiedique E dans le but de voir leur activité vis-a-vis des souches
testées. En effet, il a été démontré que les thiosemicarbazones sont une classe de molécules
utilisées comme antiviraux, anticancéreux et antiparasitaires (Mishra et al., 2002 ; Condit et al.,
1991 ; Finch et al., 1999 ; Klayman et al., 1979 ; Wilson et al., 1974 ; Du et al, 2002). Il a été
¢galement reporté que 1’acide gallique et quelques gallates d’esters constituent de bons
antipaludéens (El Babili et al., 2011 ; Sannela et al, 2010). Les réactions réalisées ont conduit,
dans toutes les étapes, a I’obtention de 4 dérivés nouveaux qui ont été identifiés a bielschmiedol

A, beischmiedal, bielschmiecarbazone et beilschmiegallate.
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OH
OMe OMe
DMAP OMe
/I‘Ez " DCC 80% 0
DCM, ta, 24 h, OMe
HN S N._ _NH,

Schéma 10: Préparation des dérives de I’acide beilschmié¢dique E

11.3- Détermination structurale des composés

L’¢lucidation des structures des différents composés isolés a été faite soit a partir d’une
analyse rigoureuse de leurs données spectrales et physiques, soit par comparaison pour les
composés connus de leurs données spectroscopiques avec celles décrites dans la littérature.
Ainsi 30 composeés ont été isolés (10 des racines de B. louisii, 10 des écorces de B. obscura et
10 des racines et feuilles de P. americana). Vingt-deux de ces composés ont été caractérisés et
regroupés en : quatre flavonoides, deux terpénoides, une coumarine, deux y -Lactones, sept
acides endiandriques, une lignane, un alcene, un phénylalcéne, un phénylalcanoique, un
carotene et un alcool gras.
11.3.1- Les flavonoides.

11.3.1.1-1dentification du flavonoide BLR2
Le composé BLR2 a été obtenu sous forme de poudre jaune dans un mélange Hex- AE

(1:1), et est soluble dans 1’acétone. Il répond positivement au test au chlorure ferrique, en
donnant une coloration bleue, caractéristique des composés phénoliques ; ainsi qu’au test de

SHINODA, en donnant une coloration rouge brique, caractéristique des flavonoides.

Son spectre de masse ESI montre le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H] *a m/z
291,0867 correspondant a la formule brute C15His0s, renfermant neuf degrés d’instauration.
L’ensemble de ces données combinées a celles des spectres de RMN *H et *C, nous a permis

d’attribuer au composé BLR2 la structure 147.
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En effet, son spectre de RMN *H (Figure 8) fait ressortir :

> Deux doublets de deux protons aromatiques méta-couplés (cycle A) a 6+ 6,02 (1H, d, J
=2,3Hz, H-8) et 5,93 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-6).
> Les signaux de protons d’un noyau aromatique 1,3,4-trisubstitué (cycle B) a Jn 6,81

(1H, dd, J = 8,2 et 2,0 Hz, H-6'); 6,85 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5') et 7,06 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-
2')

> Les signaux de deux protons diastéréotopiques d’un groupement méthyléne a o 2,89
(1H, dd, J = 4,6 et 3,3 Hz, H-4a) et 2,76 (1H, dd, J= 4,7 et 3,3 Hz, H-4b) et deux protons
d’oxyméthines a 6+ 4,21 (1H, d, H-3) et 4,89 (1H, sl, H-2).

Sur son spectre de RMN C (Figure 9) totalement découplé, 15 signaux d’atomes de
carbone ont été distingues grace aux techniques DEPT (Figure 10) et HSQC (Figure 12) en:

> Sept carbones quaternaires dont quatre oxygénés a oc 156,6 (C-7), 156,7 (C-5), 144,4
(C-3") et 1445 (C-4").

> Sept méthines, dont deux oxyméthines a dc 66,0 (C-3) et 78,5 (C-2)

> Un méthyléne a Jc 28,8 (C-4).

Sur son spectre COSY (Figure 11), on observe des couplages entre les protons a ox 4,21
(H-3) et les protons a o 4,89 (H-2), 2,89 (H-4a) et 2,76 (H-4b), et aussi entre les protons & on
2,89 (H-4a) et 2,76 (H-4b), confirmant ainsi la présence des groupements oxymeéthines et
méthylene.

Sur ce méme spectre, on observe aussi des couplages entre les protons a ox 5,93 (H-6)
et 6,02 (H-8), et entre le proton a on 6,81 (H-6") et 7,06 (H-2") confirmant d’une part la présence
du systéme de deux protons méta-couplés, et d’autre part la présence d’un systéme 1,3,4-
trisubstitué. L ensemble de ces données indiquent que BLR2 est une flavane pentahydroxylée.

Sur son spectre HMBC (Figure 13) on observe les corrélations entre :
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> Le proton H-2 (0w 4,89) et les carbones C-4 (oc 28,8), C-3 (Jc 66,0), C-1’ (oc 131,4) ; C-2’
(oc 114,4) et C-6' (5c 118,5).

> Le proton H-3 (Jn 4,21) et les carbones C-10 (dc 98,9) et C-1' (dc 131,4).

» Les protons H-4a et H-4b (01 2,89 ; 2,76) et les carbones C-2 (dc 78,5) ; C-3 (dc 66,0) ; C-
10 (6c 98,9) ; C-9 (Jc 156,3) et C-5 (dc 156,7).

» Le proton H-6 (on 5,93) et les carbones C-5 (dc 156,7) ; C-7 (dc 156,6) ; C-8 (dc 95,2) et
C-10 (dc 98,9).

> Le proton H-8 (JH 6,02) et les carbones C-6 (dc 94,8) ; C-7 (dc 156,6) ; C-9 (dc 156,3) et
C-10 (dc 98,9).

» Le proton H-2' (61 7,06) et les carbones C-2 (dc 78,5) ; C-1' (6c 131,4) ; C-3' (oc 144,4) ;
C-4' (oc 144,5) et C-6' (oc 118,5).

» Le proton a 0n 6,85 (H-5") et les carbones a oc 131,4 (C-1°) ; 144,4 (C-37) ; 144,5 (C-4’) et
118,5 (C-6').

> Le proton a 6+ 6,81 (H-6’) et les carbones a oc 78,5 (C-2) ; 131,4 (C-1") ; 114,4 (C-2") et
144,5(C-4).

Le proton H-2 apparaissant sous forme de singulet large indique que H-2 et H-3 sont cis.

OH 4,

Figure 7: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BLR2.
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L’ensemble de ces données nous a permis d’attribuer @ BLR2 la structure 147 qui est
celle de la 3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavane. Toutes ces informations nous permettent
d’attribuer a BLR2 le nom de (-) -épi-catéchine précédemment isolée des thés vert et noir Par
Abd El-Razek en 2007.

Tableau 8 : Données du spectre RMN 13C (125 MHz) dans I’acétone-ds, de BLR2
comparées avec celles de I’épicatéchine 13C (125 MHz) dans le méthanol-ds, (Jang et al.,
2009).

Position du | BLR2 (Acétone-ds, 125 MHz) | Epicatéchine (Méthanol-ds, 125 MHz)
carbone
dc (ppm) dc (ppm)
2 78,5 80,0
3 66,0 67,6
4 28,8 29,4
5 156,7 158,1
6 94,8 96,0
7 156,6 157,8
8 95,2 96,6
9 156,3 157,5
10 98,9 100,4
1’ 131,4 132,4
2’ 114,4 115,5
3 1444 145,9
4 144,5 146,1
5’ 114,6 116,0
6’ 118,5 119,6
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Figure 8: Spectre de RMN *H (Acétone-ds, 500 MHz) de BLR2.
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Figure 9: Spectre de RMN 3C (Acétone-ds, 125 MHz) de BLR2.
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Figure 10: Spectre DEPT 135(Acétone-ds, 125 MHz) de BLR2.
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Figure 11: Spectre COSY de BLR2.
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Figure 12: Spectre HSQC de BLR2.
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Figure 13 : Spectre HMBC de BLR2.

11.3.1.2- Identification de PAFS8.

Le composé PAF8 se présente sous forme de poudre jaune dans le mélange Hex-AE
(1:9). 1l est soluble dans la pyridine et réagit positivement aux tests au chlorure ferrique, de
SHINODA et de MOLISH indiquant sa triple nature phénolique, flavonoidique et osidique
respectivement. Son spectre de masse ESI a haute résolution montre le pic de 1’ion pseudo-
moléculaire [M-H] * a m/z 463,0961 (Figure 16) compatible avec la formule brute C21H19012,
renfermant douze insaturations. Toutes ces données combinées a celles des données de RMN
1H et 3C permettent d’attribuer a PAFS la structure 148.

En effet, sur son spectre de RMN H (Figure 17), on observe :
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» Un hydroxyle chélaté a on 13,18 ;

» Un systeme ABX a on 7,25 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5'), 8,08 (1H, dd, J = 8,2et 2,1 Hz, H-
6') et 8,48 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2") ;

» Deux doublets d’un proton chacun a oy 6,63 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-8) et 6,12 (1H, d, J
= 4,0 Hz, H-6) attribuables a des protons aromatiques couplés en position meéta ;

» Un ensemble de signaux a Jw entre 4,15-4,85 attribuable aux signaux d’un sucre qui est
le glucose et dont proton anomérique apparait a on 4,85 (H-1"). La configuration S de

ce sucre a été deduite de la constante de couplage J = 8,8 Hz de son proton anomerique.

Le spectre de RMN C (Figure 19) de PAFS fait ressortir les signaux de 21 atomes de
carbone, répartis grace a la technique DEPT 135 (Figure 20) et HSQC en :

> Dix carbones quaternaires dont le signal correspondant a celui du carbonyle de flavonol
a oC 179,6 (Lawrence et al., 2003 ; Kapché, 2000) et neuf carbones oléfiniques a dc
166,8 (C-7), 163,5 (C-5), 158,3 (C-9), 158,8 (C-2), 106,2 (C-10), 147,5 (C-3"), 132,9
(C-3),151,9 (C-4') et 123,5 (C-1").
> Dix groupements méthines dont cing méthines aromatique a éc 100,6 (C-6), 96,9 (C-8),
123,1 (C-6'), 117,1 (C-5"), 118,2 (C-2"), et cinq oxyméthines du glucose a dc 106,0 (C-
1), 78,5 (C-3"), 76,3 (C-5"), 74,2 (C-2") et 70,6 (C-4")
» Un oxymeéthyléne du glucose a dc 62,7 (C-6").
Sur le spectre COSY de PAF8 (Figure 21) on observe les corrélations entre le proton a
oH 8,08 (H-6") et les protons a 7,25 (H-5') et 8,48 (H-2'). On observe également sur ce méme
spectre les corrélations entre le proton a on 6,63 (H-8) et celui a on 6,69 (H-6) et les corrélations

entre les différents protons du sucre a Jn entre 4,20-4,85.

L’ensemble de ces données montre que PAF8 est un flavonoide portant des groupements
hydroxyles dont un chélaté et un sucre qui est le glucose. D’apres la littérature faite sur les
flavonoides et d’apres les déplacements chimiques du carbonyle a dc 179,6 et du carbone
C-3aoc 132,9 ; PAF8 a un squelette de type flavonol (Kapché, 2000).

Le glucose a été fixé en C-3 grace a la tdche de corrélation observée sur le spectre

HMBC (Figure 23) entre le proton anomérique a 4,82 et le carbone C-3 a dc 132,9.
Sur ce méme spectre, on observe des corrélations entre le proton H-6 et le carbone C-5,
H-8 et C-6, H-5'" et C-6'
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Figure 15: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de PAFS8.

Toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la littérature par
Takayuki et al. en 2005, permettent d’attribuer a PAF8 la structure 148 qui est celle de la 3-O-
p-D-glucopyranoside de Quercetine ou isoquercitrine isolée par Jae et al. en 2004

d’Aceriphyllum rossii.
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Tableau 9: Données de RMN H (400 MHz) et *C (100 MHz) de PAF8 dans la pyridine-
ds, comparées a celles de kaempferol-3-isoquercitrine *H (400MHz) et $3C (100 MHz)
dans le CD3sOD

Position du | Isoquercitrine | Isoquercitrine on (ppm) | PAF8 dc PAF8 o1 (ppm)
carbone oc (ppm) (ppm)
1 - - - -
2 158,2 158,6
3 1354 133,0
4 179,2 179,6
5 162,7 163,5
6 99,8 6,17 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 100,6 6,10 (d, J =2,0 Hz, 1H)
7 165,7 166,8
8 94,6 6,35 (d, J =7,8 Hz, 1H) 95,6 6,62 (d, J =7,8 Hz, 1H)
9 158,8 158,6
10 105,5 106,2
1 123,1 123,5
2 1158 7,71(d, J=24Hz, 1H) | 1181 7,25 (d, J =2,4 Hz, 1H)
3 145,6 147,5
4’ 149,6 151,6
5 1174 6,85 (d, J = 8,6 Hz, 1H) 117,1 6,71 (d, J =8,6 Hz, 1H)
6’ 122,8 7,56 (dd,J=8,6et24 123,1 | 8,10 (dd, J=8,6 et 2,4 Hz,
Hz, 1H) 1H)
1” 104,2 5,23 (d, J=7,6 Hz, 1H) 106,0 6,12 (d, J =7,6 Hz, 1H)
2" 75,6 3,22-3,51(m, 4H) 74,2 4,82 (m, 1H)
3" 78,2 78,5 4,18 (m, 1H)
4" 711 70,6 4,60 (m, 1H)
5" 77,9 76,3 4,31 (m, 1H)
6" 62,4 3,71(dd,J=12,0et 2,4 62,7 4,31 (dd,J=12,0et 2,4,
Hz, 1H) 1H) ;4,42 (dd, J=12,0 et
3,58(dd, J=12,0et5,2 5,2 Hz, 1H)
Hz, 1H)
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Figure 23 : Spectre HMBC de PAF8

11.2.1.3- Identification de PAF7
Le composé PAF7 se présente sous forme de poudre jaune dans méthanol. 1l est soluble
dans la pyridine et réagit positivement aux tests au chlorure ferrique, de SHINODA et de
MOLISH indiquant sa triple nature phénolique, flavonoidique et osidique respectivement. Son

spectre de masse ESI en haute résolution montre les pics des ions pseudomoléculaires [M-H] *
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a m/z 463,0961 et 447,1005 (Figure 26), compatibles avec les formules brutes C21H19012 et
C21H19011 renfermant douze insaturations chacun.

L’ensemble de ces données combinées a celles des spectres RMN 1D et 2D nous a
permis de déduire que PAF7 est un mélange deux composés (149 et 150) dont la différence de

masse est de 16 uma 1’un de ’autre.

En effet, son spectre de RMN *H (Figure 27) montre :

» Deux hydroxyles chelatés a oy 13,18

» Deux doublets d’un systeme AA'BB' a o1 7,69 (J = 8,8 Hz, H-2b'/6b’) et a on 6,93 (J =
8,8 Hz, H-3b'/5b’); et un systeme AX a Jn 6,28 (H-6b) et 6, 09 (H-8b) (J= 1,6 Hz)
attribuable respectivement aux cycles B et A du kaempférol.

» Un systeme ABX & 0w 7,25 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-53), 8,08 (1H, dd, J = 8,2 ; 2,1 Hz, H-
6a’) et 8,48 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2a");

» Deux doublets & o1 6,63 (1H, d, J = 4 Hz, H-84a) et 6,12 (1H, ds, H-6a) attribuables a
des protons aromatiques couplés en position méta ;

> Un ensemble de signaux a on entre 4,20-4,85 attribuable a un sucre qui est le glucose et
dont le proton anomérique apparait a on 4,85. La configuration S de ce sucre a été
déduite de la constante de couplage J = 8,8 Hz de son proton anomérigue.

Le spectre de RMN *3C (Figure 28) de PAFS fait ressortir les signaux de 42 atomes de carbone
répartis-en :

» Dix-Neuf carbones quaternaires dont deux signaux correspondant au carbonyle de
flavonol (Lawrence et al., 2003; Kapché, 2000) & oc 179,2 et 179 ; et dix-sept carbones
aromatiques a oc 165,7 (C-7b), 166,8 (C-7a), 163,5 (C-5a), 162,7 (C-5b), 161,3 (C-4b"),
158,8 (C-9b), 158,8 (C-2a), 158,3 (C-9a), 158,2 (C-2b), 105,6 (C-10b), 135,3 (C-3b),
122,6 (C-1b"), 106,2 (C-10a), 147,5 (C-3a’), 132,9 (C-3a), 151,9 (C-4a’), 123,5 (C-1a).

> Vingt-un groupement méthines dont six méthines aromatiques a oc 99,8 (C-6b), 94,7
(C-8b), 132,2 (C2b'/6b"), 115,9 (C5b'/3b"), 100,6 (C-6a), 96,9 (C-8a), 123,1 (C-6a’),
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117,1 (C-5a"), 118,2 (C-2a'),

» cing oxyméthines du glucose a oc 104,0 (C-1ab”), 78,2 (C-3"), 77,9 (C-5"), 75,6 (C-
2") et 71,2 (C-4") et un oxyméthyléne du glucose a dc 62,5 (C-6") correspondant a deux
molécules de glucoses.

L’ensemble de ces données nous a permis de déduire que PAF7 est un mélange de deux
flavonols. La structure de ’'un du mélange (149) étant celle de PAF8.déja décrite plus haut,
nous avons procédé par élimination des signaux correspondant. Ainsi, les deux constituants du
mélange différent par la masse (16 uma) et le systeme de proton du cycle B. Le systeme ABX
du cycle B de PAF8 a été remplacé par un systtme AA’BB. Ceci est confirmé par les
corrélations COSY entre les protons a on 7,69 (H-2'/6") et a on 6,93 (H-3'/5") (J = 8,8 Hz); et
les protons a on 6,28 (H-6) et 6, 09 (H-8) (J= 1,6 Hz). Le glucose a été positionné en C-3 grace

a la tdche de corrélation observeée sur le spectre HMBC (Figure 31) entre le proton anomerique

a 4,82 et le carbone C-3 a dc 136,0. Sur ce méme spectre, on observe des corrélations entre les
protons H-6 et C-5, H-8 et C-6, H-5" et C-6' et H-3' et C-2".

Figure 25: Quelques corrélations observees sur le spectre HMBC de PAF8.
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L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature nous a permis de deduire

que PAF7 est un melange de flavonols : Kaempferol 3-O-4-D-glucopyranoside ou encore

Astragalin et la 3-O-f-D-glucopyranoside de Quercetine ou isoquercitrine isolé par Jae et al. en

2004 d’Aceriphyllum rossii.

Tableau 10: Données de RMN 'H (400 MHz) et 13C (100 MHz) de PAF8 dans la pyridine-
de comparées a celles de kaempferol-3-astragalindans RMN 'H (400MHz) et *C (400

MHZz) dans le CDsOD

Position du Astragalin Jc (ppm) PAFT7 éc (ppm)
carbone
2 158,2 158,6
3 135,3 136,0
4 179,2 179,7
5 162,7 163,6
6 99,8 99,6
7 165,7 166,9
8 94,7 95,5
9 158,8 158,6
10 105,6 106,2
1’ 122,6 122,8
2! 132,2 132,9
3’ 1159 116,9
4’ 161,3 162,6
5’ 115,9 116,9
6’ 132,2 132,9
1” 104,0 104,5
2" 75,6 74,2
3" 78,2 78,5
4" 71,2 70,6
5" 77,9 76,2
6" 62,5 62,7
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Figure 31: Spectre de HMBC de PAF7

11.2.1.4- Identification du composé PAF6.

Le composé PAF6 se présente sous forme de poudre jaune dans le mélange Hex-AE

(2:9). 1l est soluble dans le méthanol et répond positivement au test de SHINODA

caractéristique des flavonoides.

Son spectre de masse ESI (Figure 33) en haute résolution montre le pic de 1’ion pseudo-

moléculaire [M-H] * a m/z 723,1766 de formule brute CsgHs1014, renfermant vingt-quatre

degrés d’insaturations. L’ensemble de ces données combinées a celles des spectres RMN 1D et

2D nous a permis d’attribuer a PAF6 la structure 151.
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151

En effet son spectre de RMN H (Figure 34) montre :

» Deux doublets d’un syst¢éme AA'BB' a on 7,69 (J = 8,8 Hz, H-2'/6") et a 01 6,93 (J = 8,8
Hz, H-3'/5"), et d’un systeme AX a Jn 6,28 (H-6) et 6,09 (H-8) (J = 1,6 Hz).

Les signaux d’un fragment rhamnopyranosyl a on 5,66 (sl, H-1"); 5,46 (sl, H-2") ; 4,08
(dd, J=9,7 Hz et 3,3 Hz, H-3"), 4,86 (t, 9,7 Hz, H-4"), 3,25 (m, H-5"), 0,80 (d, J = 6,2 Hz,

Me-6). La faible constante de couplage du proton anomérigque suggere son orientation «.

> Des signaux de deux fragments (E)-p-coumaroyle dont deux systémes AA’BB’ [(JH
7,41 (d, J = 8,8 Hz, H-2"/6") et 6,74 (d, J = 8,8 Hz, H-3"/5")) et (7,38 (d, J = 8,8 Hz, H-2""/6"")
et 6,71 (d, J = 8,4 Hz, H-3""/5""))] et quatre protons oléfinique trans couplés deux-a-deux [(oH
7,59 (d, J = 15,6 Hz, H-8"") et 6,34 (d, J = 15,6 Hz, H-7"")) et (7,49 (d, J = 16,0 Hz, H-8"") et
6,22 (d, J = 16,0 Hz, H-7""))].

L’analyse de son spectre de RMN 3C (Figure 36), couplé au spectre DETP 135
(Figure 37) et HSQC montre :

»  Quinze carbones quaternaires parmi lesquels un carbonyle de flavonol (Lawrence et
al., 2003; Kapché, 2000) a oc 179,3 (C-4); deux carbonyles d’esters conjugués a oc 168,4(C-9")
et 168,7(C-9™) et douze carbones quaternaires oléfiniques dont huit oxygénés.

> Vingt-trois méthines dont dix-huit oléfinique et cing oxyméthines & dc 100,1 (C-1"),

69,1 (C-2"), 74,7 (C-3"), 73,3 (C-4"), 69,8 (C-5").
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» un méthyle a 6c 17,8 (C-6")
Toutes ces données spectrales montrent que PAF6 est un flavonoide de type kaempférol (Yang
et al., 2010). Comportant un fragment rhamnopyranosyle et deux groupements coumaroyles.
Les données RMN *H et RMN *3C de PAF6 montre des similitudes avec celles de PAF8
notament le groupement flavonoidique de type kampférol. Les différences étant la nature du
sucre dans les deux composés (Rhamnose dans PaF6 et Glucose dans PAF8) et la presence de
deux groupements (E)-p-coumaroyles dans PAF6. Le rattachement des groupements
coumaroyles au rhamnopyranosyl a été effectué grace aux corrélations observees sur le spectre
HMBC.
En effet sur le spectre HMBC de PAF6 (Figure 41), on observe les corrélations entre :
Le proton H-2" et les carbones C-1" et C-4" d’une part et d’autre part entre le proton H-4"
et C-1"". Ces données indiquent clairement que les groupements hydroxyles du rhamnose

en 2" et 4" ont été estérifiés par ’acide (E)-p-coumarique.

Sur ce méme spectre, on observe une corrélation entre le proton anomerique H-1" et le

carbone C-3 (dc 134,1) ce qui a permis de relier le sucre a 1’aglycone en C-3.

Figure 32: Quelques corrélations observees sur le spectre HMBC de PAF6.

L’ensemble de ces données, comparées a celles de la littérature, nous a permis
d’attribuer a PAF6 la structure 151, qui est celle du 3-O-a-L-(2"E,4"E-di-p-coumaroyl)

rhamnopyranoside de kaempferol reporté dans la littérature par Yang en 2010.
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Tableau 11: Données de RMN 'H (400 MHz) et 3C (100 MHz) dans CD3OD de PAF6
comparées a celles de 3-O-a-L-(2"E, 4"E-di-p-coumaroyl) rhamnopyranoside de
kaempferol (RpK) *H (500Hz) et *C (125 Hz) dans CD3OD.

Position RpK PAF6
du carbone oc(ppm) oH (ppm) oc (ppm) oH (ppm)

1 - - - -

2 159,8 - 159,5 -

3 1345 - 134,1 -

4 179,1 - 179,3 -

5 163,5 - 163,3 -

6 99,9 6,19 (d, J = 1,8 Hz) 99,3 6,22 (d, J = 1,8 Hz)
7 166,7 - 166,0 -

8 95,1 6,35 (d, J = 1,8 Hz) 95,0 6,34 (d, J = 1,8 Hz)
9 158,8 - 158,6 -

10 105,5 - 106,0 -

1 121,1 - 122,6 -

2 131,9 7,75 (d, J = 8,8 Hz) 131,5 7,74 (d, J = 8,8 Hz)
3 116,9 7,00 (d, J = 8,8 Hz) 116,8 7,41 (d, J = 8,8 Hz)
4' 161,2 - 161,8 -

5 116,9 7,00 (d, J = 8,8 Hz) 116,9 7,45 (d, J = 8,8 Hz)
6' 131,9 7,75 (d, J = 8,8 Hz) 132,1 7,70 (d, J = 8,8 Hz)
G 101,2 5,74 (Is) 100,1 5,66 (Is)

2" 69,7 4,40 (Is) 68,6 4,86 (Is)

3" 72,6 541 (dd, J=9,7 et 3,3 Hz) 74,7 5,66 (dd, J = 9,7 et 3,3 Hz)
4" 716 521 (t, J=9,7 Hz) 73,3 5,67 (t, J=9,7 Hz)
5" 70,0 3,39 (M) 69,8 3,23 (m)

6" 17,7 0,83 (d, J = 6,2 Hz) 17,8 0,77 (d, J=6,2 Hz)
1" 167,9 - 168,6 -

2" 115,5 6,21 (d, J = 16,0 Hz) 115,0 6,71 (d, J = 8,8 Hz)
3" 146,6 7,53 (d, J = 16,0 Hz) 147,1 7,49 (d, J = 8,8 Hz)
4" 126,9 127,3 -

5" 132,2 7,53 (d, J = 16,0 Hz) 132,1 7,49 (d, J = 8,8 Hz)
6" 116,7 6,21 (d, J = 16,0 Hz) 115,9 6,71 (d, J = 8,8 Hz
7" 160,0 6,45 (d, J = 16,0 Hz) 161,4 6,34 (d, J = 15,6 Hz)
8" 116,0 7,61 (d, J=16,0 Hz) 116,8 7,59 (d, J = 15,6 Hz)
9" 132,2 - 135,1 -

1" 167,0 - 168,6 -
2 115,6 6,31 (d, J = 16,0 Hz) 115,0 6,70 (d, J = 8,8 Hz)
3 146,9 7,64 (d, J = 16,0 Hz) 147,6 7,60 (d, J = 8,8 Hz)
4" 127,1 - 127,3 -

5 134,0 7,64 (d, J = 16,0 Hz) 132,1 7,60 (d, J = 8,8 Hz)
6"" 116,0 6,31 (d, J = 16,0 Hz 116,8 6,70 (d, J = 8,8 Hz)
7" 160,9 6,32 (d, J = 16,0 Hz) 161,4 6,22 (d, J = 16,0 Hz)
8" 116,0 7,61 (d, J=16,0 Hz) 116,8 7,49 (d, J=16,0 Hz)
9" 134,0 - 134,7 -
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Figure 34: Spectre de RMN *H (CDs0D, 400 Hz) de PAF6
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Figure 35 : Spectre de RMN *H élargi (6-8 ppm) (CD3OD, 400 Hz) de PAF6
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Figure 36:Spectre de RMN **C (CDs;OD, 100 MHz) de PAF6
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Figure 38:Spectre DEPT 135 (CD30D, 100 MHz de PAF6
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Figure 41: Spectre HMBC de PAF6

11.3.2- Les steroides

11.3.2.1- Identification de BLR7

Le composé BLR7 se présente sous forme de palettes blanches dans le mélange Hex/AE
(9:1) et est soluble dans le chloroforme. Il répond positivement au test de Libermann-Burchard,

caractéristique des stéroides.

BLR?7 a été identifié au S-sitostérol (152) gréace a ses données de RMN. En effet, sur son
spectre de RMN *H (Figure 42), on observe deux signaux d’un proton chacun a dn 5,32 (m) et
3,50 (m) attribuables a des protons oléfiniqgues H-6 et oxyméthine H-3 de phytostérols,
respectivement. Ceci est confirmé sur le spectre de RMN **C (Figure 43) par des signaux de
carbones éthyléniques a oc 140,7 (C-5) et 121,7 (C-6) ainsi que le signal des carbones des
oxyméthines (C-3) & dc 71,8 (Pateh et al., 2009).
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Figure 44: Spectre DEPT 135 de BLR7

11.2.2.2- Identification de BLRS8

Le composé BLR8 se présente sous forme de poudre beige dans le mélange Hex- AE (1
:19). Soluble dans la pyridine, il réagit positivement aux tests de Molish et de Liebermann-
Burchard, indiquant sa nature a la fois glycosidique et stéroidique. Son spectre de masse ESI-
HR montre le pic de I’ion [M+H] " a m/z 576,8473.

Son spectre de RMN *H (Figure 45), comparé a celui de BLR7 montre en plus des
signaux caractéristiques du pg-sitostérol un ensemble de signaux entre on 3,90 et 5,03
caractéristiques d’un sucre (glucose) dont le proton anomérique résonne a on 5,01 (d, J =7,8
Hz). La valeur de la constante de couplage montre que la jonction du sucre a I’aglycone est .
Ceci est confirmé sur le son spectre de RMN *3C (Figure 46) par la présence des carbones du
groupement glucopyranoside a dc entre 64,7-110,07. L’ensemble de ces données nous a permis
d’identifier BLR8 au 3-O-$-D-glucopyranoside de s-sitostérol (153) (Ngouela, 1990).

OH
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Figure 46 : Spectre de RMN 3C (CDCls, 400 MHz) de BLR8

11.3.3- Les lactones

11.3.3.1 Identification des constituants de BOET3

Le composé BOET3 a été obtenu sous forme d’huile dans un mélange Hex- AE (7 :3).
Son spectre HRESIMS présente les pics des ions pseudomoléculaires [M+H] ™ a m/z 347,2597
et 375,2906 (Figure 49) qui correspondent aux formules moléculaires C22H3503 et C24H390s3,
respectivement, renfermant 5 insaturations chacune. L’ensemble de ces données combinées a
celles des données RMN 1D et 2D nous a permis d’identifier les composés BOET3 au mélange
de BOET3a (154) et BOET3b (155).
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(0)
1 154

En effet, son spectre de RMN 3C (Figure 53) montre :

» Des signaux de deux groupements phényles a Jc 125,5 (C-4"), 128,2 (C-3"/5"),
128.4 (C-2"/6") et 142,9 (C-1").

» Des signaux de carbone de groupement 4-hydroxy-5-méthyldihydrofuran-2-one a
oc 71,3 (C-4), 78,7 (C-5), oc 47,6 (C-3) et 177,5(C-2).

» Des signaux de méthylenes d’une chaine alkyle entre Jc 27,6 - 36,0 [dont un
groupement méthyléne en o du phényle a dc 36.0 et I’autre en o du groupement

furane a oc 23,4
» Un doublet d’un méthyle a dc 13,7.

La présence du groupement phényle monosubstitué a été illustrée sur le spectre de RMN
IH (Figure 50) par les signaux des protons entre dn 7,14-7,29 (5H, m).

Sur ce méme spectre de RMN *H, on observe également des signaux de protons d’une
chaine alkyle entre o1 1,26-2,60 [dont un groupement méthyléne en o du phényle a dc 2,60 et
I’autre en a du groupement furane a oc 1,83 (Monica et al., 1998)], de deux oxyméthines a on
4,32 (1H, dt, J=7,8 et 4,8 Hz, H-4) et 4,5 (1H, dg, J = 6,5 et 3 ,5 Hz, H-5), un méthine a on
2,57 (m, H-3) et un méthyle a on 1,44 (d, J = 6,3 Hz, Me-5).

En effet la jonction entre la chaine alkyle et le groupement furan-2-one a été déduite des
couplages observés sur le spectre COSY (Figure 54) entre les protons H-3/H-1', H-5/H-4 et H-
4/H-3 d’une part et d’autre part des corrélations observees sur le spectre HMBC (Figure 56).
En effet sur ce spectre, on observe des corrélations entre les protons du groupement méthylene
de la chaine alkyle H-1"et les carbones C-3, C-4. En plus, les protons du groupement méthyléne
benzylique donne des taches de corrélations avec les carbones C1” et C2"du noyau aromatique

monosubstitué.

Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 101



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

Figure 48: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BOETS3.

Les données de masses combinées a celles de la littérature nous a permis de déduire que BOET3
est un mélange de deux lactones. La différence de 28 uma entre ces deux valeurs montre que
les deux composés du mélange ne different que de deux groupes méthylénes. Les longueurs de
chaines ont éte déduire & 11 et 13 des valeurs de masses observées sur le spectre.

L’ensemble de ces données compareées a celles de la littérature nous a permis d’identifier
les composés BOET3a (154) au 3-hydroxy-4-méthyl-2-(13'-phényl-1"-n-tridecyl) -butanolide
et BOET3b (155) au 3-hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl- 1’-n-undecyl)-butanolide, composés
déja isolés par Monica et al. en 1998 des fruits de Trichilia claussenii.

Tableau 12: Données spectrales de RMN 2C (100 MHz) de BOET3a/b dans CDClIs,
comparées a celles de 3-hydroxy-4-méthyl-2-(13'-phényl-1’-n-tridecyl)-butanolide
(HMPTB) et hydroxy-4-methyl-2-(11'-phényl- 1°-n-undecyl) -butanolide (HMPUB) 3C
(100 MHz) dans CDCls.

Position du carbone BOET3a | HMPTB BOET3b HMPUB
1 - - - -
2 177,5 177,2 177,5 173,3
3 47,6 43,7 47,6 47.6
4 71,3 74,0 71,3 71,3
5 78,7 82,4 78,7 78,6
Me-5 13,7 18,1 13,7 13,7
1 27,6 23,4 27,6 23,4
2 29,3 27,7 29,3 27,6
3’ 29,3 28,4 29,3 29,4
4’ 29,4 29,3 29,4 29,4
5 29,4 29,3 29,4 29,5
6’ 29,5 29,4 29,5 29,5
7' 29,5 29,4 29,5 29,6
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&' 29,6 29,5 29,6 29,6
9 29,6 29,5 29,6 29,7
10’ 315 31,5 29,6 29,7
11 36,0 36,0 29,6 29,7
12 31,5 31,5
13’ 36,0 36,0
1" 1429 142,9 1429 143,0
2" 128,4 128,4 128,4 128,2
3" 128,2 128,2 128,2 128,5
4" 125,5 125,5 125,5 125,9
5" 128,2 128,2 128,2 128,5
6" 128,4 128,4 128,4 128,2
7 Intens. A BOETL.d:+M5, 0 7min #23 ||
iy [M+H]* 347.2597
b 375.2906 [M+H]+ ]
0.8
0.6
D A o]
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Figure 49: Spectre de masse ESI" de BOET3
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Figure 50: Spectre de RMN ‘H (CDCls, 400 MHz) de BOET3
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Figure 52: Spectre de RMN *H élargi (4,2-7,5 ppm) (CDCls, 400 MHz) de BOET3
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Figure 53: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BOET3
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Figure 56 : Spectre HMBC de BOET3

11.3.4- Détermination de la structure de I’alcéne BOET4

Le composé BOET4 a été obtenu sous forme d’huile dans un mélange Hex- AE (9:1).
Son spectre de masse ESI™ a haute résolution montre le pic de I’ion pseudo moléculaire [M-H]*
am/z 349,1892 (Figure 57). Ce qui correspond a la formule moléculaire CzsHag, renfermant une

insaturation.

L’ensemble de ces données combinées a celles des spectres RMN 1D et 2D nous a

permis d’attribuer a BOET4 la structure 156.
P N N S P P N P
156
En effet, le spectre de RMN *3C (Figure 59) de BOET4 montre les signaux de carbones
caractéristiques d’un compose aliphatique répartis en un méthyle terminal a oc 14,1(C-25), deux
carbones oléfiniques d’une double liaison terminale a dc 114,1(C-2) et 139,3 (C-1) et vvingt-
deux carbones méthylenes entre Jc 22,7-31,9.

Son spectre de RMN *H (Figure 58) montre des signaux d'un alcéne aliphatique terminal
a 6n 4,96 (1H, brd, J = 10,2 Hz, H-1a), 5,02 (1H, brd, J = 17,4 Hz, H-1b) et 5,84 (1H, m, H-2).
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Ce spectre présentait également des signaux d'un carbone a longue chaine entre 1,29 et 2,07
ppm et d'un groupe méthyle a o4 0,91 (3H, t, J = 7,2 Hz, H-25). Toutes ces données spectrales
montrent que BOET4 est un hydrocarbure insaturé avec une double liaison en début de chaine.

La longueur de la chaine a eté déduite de son spectre de masse.

L’ensemble de ces données nous a permis d’attribuer a BOET4 la structure 156 qui est
celle du pentacosan-1-éne identifié par GC-MS dans les extraits de fleurs de Chrysanthemum
coronarium L (Wesotowska et al., 2015) et qui est isolé ici pour la premiere fois et ses données
de RMN reporteées.

Tableau 13: Données spectrales de RMN 'H (CDClIs, 400 MHz) et *C (CDCls, 100 MHz)
de BOET4

Position du carbone oc on (m, J Hz)
1 114,1 4.94 (brd, 10,2 Hz)
5.02 (brd, 17,4 Hz)
2 139,3 5.84 (m)
3 31,9 2.07 (m)
4-23 29,4-29,7 1.29 (brs)
24 22,7 1.39 (m)
25 14,1 0.91(t, 7,2
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s, #45, Lin 2178
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Figure 57 : Spectre de masse ESI de BOET4
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11.3.5- Identification de I’acide gras BOET5

Le composé BOET?5 a été obtenu sous forme d’huile dans un mélange Hex- AE (17:3).
Son spectre de masse ESI a haute résolution montre le pic de 1’ion quasi-moléculaire [M-H]* a
m/z 317,2527 (Figure 62) qui correspond a la formule moléculaire C21H330, renfermant 5

insaturations.

L’ensemble de ces données combinées a celles des données RMN 1D et 2D nous a

permis d’attribuer a BOET5 la structure 157.
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En effet, sur son spectre de RMN **C (Figure 64), on observe :

> Des signaux d’un groupement d’un noyau benzénique a oc 125,7 (C-4"), 128,4 x 2 (C-
5'3", 128,6 x 2(C-6',2") et 143,2 (C-1") ;

» Un signal de carbonyle d’acide carboxylique a oc 179,9 (C-1);

> Les signaux de quatorze carbones de groupements méthylénes entre oc 24,9 - 36,2.

La présence du groupement benzéne est confirmée sur le spectre de RMN *H (Figure 63)
par les signaux de cing protons aromatiques a on 7,06 et 7,20. Ce méme spectre présente
également deux triplets de deux protons chacun a on 2,51 (J = 7,6 Hz, H-15) et 2,26 (J = 7,2
Hz, H-2), un multiplet de quatre protons de deux groupements méthylénes a on 1,53 (H-3 et H-
14) et deux singulets larges & on 1,22 et 1,17 attribuables a une chaine de méthylenes alkyle. Le

nombre de carbone a été déduit & 14 a partir de la masse moléculaire.

Les couplages observés sur le spectre COSY (figure 65) entre H-2/H-3 et H-4/H-3 et les
corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 68) entre H-2/C-1, H-15/C-1’, H-15/C-2’,
H-15/C-6', H-3/C-4, H-3/C-2, H-3' /C-4’, H-3'/C-5' nous ont permis de positionner le phényle

en C-15 de I’acide pentadécanoique.

Figure 61: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BOETS.

L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature nous a permis d’attribuer
a BOET5 (157) la structure d’acide 15-phénylpentadécanoique déja isolé en mélange sur les

feuilles de Trichilia claussenii par Monica et al., 1996
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Tableau 14: Données spectrales de RMN 'H (400 MHz) et 13C (100 MHz) dans CDClIs de

BOETS
Position du carbone BOETS oc BOETS5 on (M, Jin Hz)
1 179,9 -
2 34,2 2,26 (t, 7,2)
3 24,9 1,53 (m)
4 29,3-29,9 1,17 (brs) et 1.22 (brs)
14 31,7 1,53 (m)
15 36,2 251 (1, 7,6)
1’ 143,2 -
2 128,6
3 128,4
4' 125,7 7,06-7,20 (m)
5 128,4
6 128,6
B REEIT N VAT | i ol T W = | S T
Figure 62: Spectre de masse ESI de BOET5
a " A
H-2
H-3'/5’ H-15
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Figure 63: Spectre de RMN !H (CDCls, 400 MHz) de BOET5
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Figure 64: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BOET5
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Figure 65: Spectre COSY de BOET5
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Figure 66: Spectre HSQC de BOET5
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Figure 67: Spectre HSQC élargi (0,82-3,2 ppm) de BOET5
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Cc-2/6
C-1

C-1

Figure 68: Spectre HMBCde BOET5

11.3.6- Elucidation structurale du phénylalcéne BOET2

Le composé BOET2 a été obtenu sous forme d’huile dans un mélange Hex-AE (7:3).
Son spectre de masse ESI a haute résolution (Figure 70) montre le pic de I’adduit Sodique
[M+Na]" a m/z 239,1540 de formule moléculaire C16H24Na, renfermant 5 insaturations.

L’ensemble de ces données combinées a celles des spectres RMN 1D et 2D nous a permis
d’attribuer a BOET?2 la structure 158.

En effet, son spectre de RMN 3C (Figure 74 présente des signaux de 16 atomes de carbone qui
ont été distingués grace au spectre DEPT (Figure 75) et HSQC (Figure 77) en :
e Un carbone quaternaire a oc 142,9 (C-1),
e Sept groupes méthines oléfiniques & oc 125,6 (C-4"), 128,4. (C-2'/6"), 128,2 (C-3'/5"),
130,1 (C-5) et 130,2 (C-6),
e Sept groupes méthylenes entre dc 22,6 et 36,0 et un groupe méthyle en oc 14,1 (C -10).

Sur son spectre de RMN *H (Figure 72) on observe :
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e Les signaux d’un groupement méthyle a on 0,80 (3H, t, J = 6,4 Hz, H-1) ;

e Les signaux de groupements méthylene compris entre on 1,19 et 2,70 ;

e Deux signaux des protons oléfiniques a on 5,28 (2H, t, H-5,6) ;

e Les signaux d’un noyau aromatique monosubstitué entre on 7,10 et 7,20 ;

A partir de ces informations, on peut déduire que le composé BOET2 est un n-alcéne portant
un groupe phényle. La longueur de la chaine et la position A>® de la double liaison a été déduite
de son spectre de masse ESI* qui a montré un pic intense a m/z 173,0524 correspondant a la
perte d'un fragment CsH7 (Figure 71). La géométrie (Z) de la double liaison a été déduite des
déplacements chimiques des carbones allyliques C-4 (27,3) et C-7 (25,7). En effet, les signaux
des atomes de carbone allyliques d’une double liaison trans apparaissent a 0=32, tandis que
ceux d'une double liaison cis apparaissent a 6~27 (Bankeu et al., 2017). Les données de ce
composé sont proches de celles du benzene-5E-décén-1-yle obtenu précédemment par synthese
(Thomas et al., 2015), mais avec une nette différence au niveau des déplacements chimiques
des carbones allyliques qui apparaissaient a 35,5 et 32,1 et avait par conséquent la configuration
E (Thomas et al., 2015). Sur la base des données ci-dessus, la structure 158 a été attribuée au
composé BOET2 nomme (5Z) 1-phényldec-5-éne, décrit ici pour la premiere fois et auquel nous

le nom trivial obscuréne a été attribué.

158 ~ X correlation HMBC

Figure 69: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BOET2.

Tableau 15 : Données spectrales de RMN *H (400 MHz) et 3C (100 MHz) de BOET2
dans CDCls.

Position (52) 1-phényldec-5-éne
oc oH
1 36,0 2,52 (m)
2 31,6 1,53 (m)
3 29,7 1,23 (brs)
4 27,3 1,98 (M)
5 130,1 5,29 (m)
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6 130,2 5,29 (m)
7 25,7 2,69 (m)
8 29,4 1,18 (brs)
9 22,6 1,21 (brs)
10 14,1 0,80 (t, 3,6)
1 142,9 -
2! 128,4 7,09-7,20 (m)
3 128,2 7,09-7,20 (m)
4 125,6 7,09-7,20 (m)
5' 128,2 7,09-7,20 (m)
6 128,4 7,09-7,20 (m)
Spectrum View - BoET2-1.d
Intens,
1000 +
2231034 [M+H] 273.1685
800+ | 305
[M+Na]*
6004 261.1354
400 =¢3 250.1499 / 267.0942 . 12(:3,.?35 96,2024
212,
2001199,5098 228.0784
. 200 220 240 260 280 300
7 <> Q, [V]auto Profile MS Line MS Fragment MS uv
| Compound 5pectra - BoET2-1.d
Figure 70 : Spectre de masse ESI de BOET2
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Figure 71 : Spectre de masse ESI de BOET2
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Figure 72: Spectre de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de BOET?2

Figure 73 : Spectre de RMN *H élargi (0,4-3,6 ppm) (CDCls, 400 MHz) de BOET2
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Figure 74: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BOET2
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Figure 75 : Spectre de DEPT 135 de BOET2
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Figure 76: Spectre COSY de BOET?2
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Figure 78: Spectre HMBC de BOET2

11.3.7- Identification de ’alcool PAF3.

Le composé PAF3 se présente sous forme de paillettes blanches dans le mélange EP-
AE (60:40). Il est soluble dans le chloroforme. Son spectre de masse ESI (Figure 80) a haute
résolution montre le pic de I’ion quasi-moléculaire [M+H] * a m/z 357,2422 correspondant a la
formule brute C22H4s03, renfermant une insaturation. Toutes ces informations combinées a la
RMN 1D et 2D nous permettent d’attribuer a PAF3 la structure 159.
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159

En effet, son spectre de RMN 3C (Figure 84) fait ressortir les signaux de 22 atomes de
carbone répartis grace aux spectres DEPT 135 (Figure 85) et HSQC (Figure 87) en :

» Deux carbones oléfiniques a oc 139,3 (C-21) et 114,1 (C-22) suggérant la présence

d’une double liaison terminale.

» Trois carbones oxygénés dont deux oxyméthines a oc 72,7 (C-4) et 72,3 (C-2) et
un oxymeéthyléne a oc 66,8 (C-1).

» Dix-sept méthylenes entre Jc 25,4 et 38,9

La présence de la double liaison terminale est confirmée sur le spectre de RMN *H (Figure
81) par les signaux de proton d’un méthine a on 5,81 (m, H-21) et d’un méthyléne a on 4,99
(1H, dd, J = 17,2 et 1,6 Hz, H-22a) et 4,93 (1H, dd, J = 10,0 et 1,6 Hz, H-22b). On observe
également les signaux des protons des deux oxymethines a on 3,93 (m, H-2) et 3,81 (m, H-4),
de ’oxymethyléne a on 3,60 (1H, dd, J = 11,6 et 2,8 Hz, H-1a) et 3,44 (1H, dd, J=11,6 et 7,2
Hz, H-1b) et deux autres méthylenes a on 2,04 (g, J = 6,8 Hz, H-20) et o 1,55 (m, H-3). On
observe aussi entre on 1,27-1,56, des signaux attribuables a une chaine de méthylenes.

Sur son spectre COSY (Figure 86), on observe des couplages entre les protons de
I’oxymethines a dn 3,93 (m) et les protons & on 3,61 (m) et 1,55 de I’oxyméthyléne et d’un
méthyléne. Ce dernier couplant aussi avec un autre oxyméthine a on 3,81. Ces informations

permettent de déduire une unité 1,2,4-triol.

m correlation COSY

Figure 79: Quelques corrélations observées sur le spectre COSY de PAF3.

Le nombre de méthyléne intermédiaire a été déduit des données du spectre de masse ou
[M+H] " a m/z 357. D’ou la structure (159) ci-dessous assignée au composé PAF3. 1l s’agit du
1,2,4-trihydroxy-n-decadec-20-éne, dérivé nouveau auquel nous attribuons le nom trivial de

perseatriol.
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Tableau 16 : Données spectrales de RMN 3C (100 MHz) et 'H (400 MHz) dans CDCls de

PAF3
Position de PAF3
carbone ac (ppm) or (ppm)
1 66,8 3,60 (dd, J=11,6et2,8Hz,1H); 3,44 (dd,J=11,6¢et7,2
Hz, 1H)
2 72,3 3,93 (m, 1H)
3 38,9 1,55 (m, 2H)
4 72,7 3,81 (m, 1H)
5 38,3 1,37 (m, 2H)
6 254 1,28 (sl, 2H)
7-19 28,9-29,6 1,28 (sl, 26H)
20 33,8 2,04 (q, J = 6,8 Hz, 2)
21 139,3 5,81 (m, 1H)
22 1141 4,99 (dd, J=17,2et 1,6 Hz, 1H) ; 4,93 (dl, J = 10 Hz, 1H)
e —
i [M+H*
: [2M+Na]*
Figure 80 : Spectre de masse ESI de PAF3
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Figure 81 : Spectre de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de PAF3
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Figure 82 : Spectre de RMN H élargi (3,2-6 ppm) (CDCls, 400 MHz) de PAF3
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Figure 83: Spectre de RMN *H élargi (0,8-2,5 ppm) (CDCls, 400 MHz) de PAF3
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Figure 84: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de PAF3
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Figure 85: Spectre de DEPT 135 (CDCls, 100 MHz) de PAF3
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Figure 86: Spectre COSY de PAF3
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Figure 88: Spectre HMBC de PAF3
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Figure 89: Spectre NOESY de PAF3

11.3.8- Identification de la bilignane PAR3

Le composé PAR3 se présente sous forme de poudre blanche dans mélange EP-AE
(55:45). 1l est soluble dans la pyridine. Son spectre de masse ESI (Figure 92) montre le pic de
I’ion pseudo moléculaire [M+H] " a m/z 775,2173 de formule brute C42H47014, renfermant dix-
huit insaturations. L’ensemble de ces données, combinées a celles des spectres de RMN 1D et

2D, nous a permis d’attribuer & PAR3 la structure 160.

4/
| |
CH; OH CH;

160

En effet, I’analyse des spectres de RMN H (Figure 93) et COSY (Figure 97) de PAR3 fait
ressortir des champs faibles vers les champs forts :
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>

>

Deux doublets de deux protons oléfiniques trans couplés a on 8,08 (J = 16,0 Hz, H-7")
et 6,83 (H-8",J =16,0 Hz) ;

Trois protons d’un systéme ABX a on 7,41 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-2"), 7,32 (1H, dd, J =
8,4etl1,6 Hz,H-5")et 7,21 (1H, d, J= 8,4 Hz, H-6") attribuables a un noyau aromatique
1,3,4-trisubstitué ;

Un singulet de deux protons a on 6,76 (H-2, 6) attribuables du noyau aromatique tétra
substitué et comportant un élément de symétrie ;

Quatre signaux de deux méthyleénes, 1’un on 4,90 (1H, dd, J = 11,2 et 5,6 Hz, H-9a) et
4,59 (1H, dd, J = 11,2 et 5,2 Hz, H-9b) et I’autre o 3,08 (1H, dd, J = 13,6 et 7,6 Hz, H-
7a) et 3,00 (1H, dd, J = 13,6 et 7,2 Hz, H-7b);

Deux singulets de trois groupements methoxyles a on 3,81 (H-5/3-OMe) et 3,79 (H-
3"/OMe);

Un multiplet d’un proton a on 2,70 (H-8) ;

Sur son spectre COSY, on observe les couplages entre les protons H-7a, H-7b, H-9a H-9b

et le proton H-8. Ce qui qui confirme la présence du groupement —-CH>CHCH_-

Figure 90: Quelques corrélations observeées sur le spectre COSY de PAR3.

Sur son spectre de RMN 3C (Figure 96), on observe les signaux de vingt et un atomes de

carbone distingués gréace aux spectres DEPT 135 (Figure 97) et HSQC (Figure 99), en :

» Deux carbones de groupements méthylénes a dc 35,1(C-7) et 64,5 C-9) ;

» Un carbone de groupement méthine aliphatique a oc 40,5 (C-8) ;
» Trois carbones de groupements méthoxyles a oc 55,6 (C-3"-OMe) et 56,0 x 2 (C-2/6-

OMe);

> Huit carbones quaternaires dont un carbonyle de cétone «, S-insaturé a oc 167,4 9 (C-

9), cing oxygénés [dc 135,3 (C-4); 148,8(C-3"); 148,9 (C-3,5); 151,0 (C-4")] et les deux
autres & oc 126,2 (C-1") et 130,4 (C-1);
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» sept méthines aromatiques [oc 106,9 (C-2,6), 111,3 (C-2"); 115,0 (C-8"); 116,2 (C-5");

126,2 (C-6") et 145,7 (C-7");
L’ensemble de ces données indiquent que PAR3 posséde dans sa structure un groupement
feruloyl et un groupement phénylpropyle. Ceci a été confirmé par les corrélations observées sur
son spectre HMBC (Figure 100). En effet sur ce spectre on observe des corrélations entre :
- Les protons du méthyléne a on 4,90 (H-9a) et 4,59 (H-9b)] et le carbonyle C-9"
- Les protons du groupement méthyléne H-7 (o1 3.08) et les carbones C-1, C-2, et C-8.
-Le proton trans couplé H-7" (on 8,08) et les carbones C-1" et C-2" et C-9”
-Le proton H-8" (6,83) et les carbones C-9” et C-7"

Sur ce spectre on observe aussi les corrélations entres les protons des groupements
oxyméthyles et les carbones C-3, C-5 et C-3".
Toutes ces corrélations ainsi que les données carbones corroborent le fragment SS1 suivant qui

a une masse de 387uma ou g/mol.

0
H,C

Figure 91: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de PARS.

La masse de I’ion pseudo-moléculaire [M+H]* étant m/z 775,2173. Ce qui indique que PAR2
est le dimére de SS1. La jonction C-8/C-8 est justifiée par le non-dédoublement de spectre dd

a I’existence d’une symétrie.

L’ensemble de ces données, comparées a celles de la littérature, nous a permis
d’attribuer a PAR2 la structure (160), qui est celle de la 9,9-Di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol deja déja isolé des écorces et racines de Cinnamomum

osmophloeum par Tai-Hung et al., 2009).
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Tableau 17 : Données de RMN 'H (400 MHz) et 13C (100 MHz) de PAR3 comparée a celles
de 9,9'-di-O-feruloyl-5,5’-dimethoxysecoisolariciresinol (DDS), *H (600 MHz) et 13C (150
MHz) dans le DMSO-ds.

Position DDS PAR3
Jc (ppm) Ju (ppm) Jc (ppm) Jn (ppm)

1 130,0 - 130,3 -

2 106,1 6,37 (1H, s) 106,9 6,75 (1H, s)

3 1478 - 149,3 -

4 133,6 - 135,1 -

5 1478 - 149,3 -

6 106,1 6,37 (1H, s) 106,9 6,75 (1H, s)

7 34,4 2,58 (1H, dd, J = 13,8 et 7,8 Hz), 36,1 3,00 (1H, dd, J = 13,8 et 7,8 Hz)

2,74 (1H, dd, J = 13,8 et 6,0) 3,08 (1H, dd, J =13,8 et 6 Hz)

8 40,0 2,20 (1H, m) 40,5 2,69 (1H, m)

9 63,8 4,09 (1H, dd, J=11,4 et 5,4 Hz), 64,5 4,58 (1H, dd, J = 11,4 et 5,4 Hz),
4,32 (1H,dd, J =114 et 6,6 Hz) 4,88 (1H, dd, J =114 et 6,6 Hz)

' 130,0 - 130,3 -

2 106,1 6,37 (1H, s) 106,9 6,75 (1H, s)

3 1478 - 149,3 -

4 133,6 - 135,1 -

5' 1478 - 149,3 -

6 106,1 6,37 (1H, s) 106,9 6,75 (1H, s)

7' 34,4 2,58 (1H, dd, J = 13,8 et 7,8 Hz), 36,1 2,58 (1H, dd, J = 13,8 et 7,8 Hz),

2,74 (1H, dd, J = 13,8 et 6 Hz) 2,74 (1H, dd, J = 13,8 et 6 Hz)

8 40,0 2,20 (1H, m) 40,5 2,69 (1H, m)

9’ 63,8 4,09 (1H, dd, J=11,4 et 5,4 Hz), 64,5 4,61 (1H, dd, J=11,4 et 5,4 Hz),
4,32 (1H,dd, J=11,4 et 6,6 Hz) 4,92 (1H,dd, J=11,4 et 6,6 Hz)

1" 1255 - 126,2 -

2" 1111 7,29(1H,d, J=1,2 Hz) 111,3 7,44(sl)

3" 147.9 - 149,3 -

4" 149,4 - 149,3 -

5" 1155 6,78 (1H,d, J=7,8 Hz) 116,9 7,21 (sl)

6" 123,2 7,09(1H,dd, J=7,8¢et 1,2 Hz) 123,3 -

7" 145 6,78 (1H, d, J = 17,6 Hz) 145,6 8,08 (1H, d, J = 17,6 Hz)

8" 114,4 6,78 (1H, d, J=15,6 Hz) 115,0 6,81(sl)

9" 166,7 - 167,4 -

1" 125,5 - 126,2 -

2" 1111 7,29 (1H,d, (1H,d,J=1,2 Hz) 111,3 7,44(sl)

3" 147.9 - 148,7 -

4" 149,4 - 150,5 -

5" 115,5 6,78 (1H,d,J=7,8 Hz) 116,6 7,21(sl)

6" 123,2 7,09 (1H,dd,J=7,8¢et1,2 Hz) 123,3 -

7" 145,0 6,78 (1H, d, J = 17,6 Hz) 145,7 8,08 (1H, d, J = 17,6 Hz)

8" 114,4 6,78 (1H, d, J =15,6 Hz) 115,0 6,85(sl)

9" 166,7 - 167,4 -

3-OMe 55,7 3,66 55,6 3,80
Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 128




Chapitre 2 : Résultats et Discussion

5-OMe 55,7 3,66 56,0
3'-OMe 55,7 3,80 55,6
5’-OMe 55,7 3,66 56,0
3"-OMe 55,7 3,66 55,6
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Figure 93: Spectre de RMN *H (pyridine-ds, 400 MHz) de PAR3
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Figure 94: Spectre de RMN H élargi (6,2-9,2 ppm) (pyridine-ds, 400 MHz) de PAR3
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Figure 95: Spectre de RMN H élargi (2,1-5 ppm) (pyridine-ds, 400 MHz) de PAR3

Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 130



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

S v wuw&wi)ﬂ‘q\ﬁ.«w ;- 10000
i - [ B L -
P LRSS L R g W g s ™ B " g 4
| N S | !

000
0000
OO0
AODO

C-7" 5
oo C-5

:

C-2

ll |l H( j ..

7o L o 10 1M 0 10

:

i

c

100, »o " 70 a0 w0 0 £
1 (o)
—

Figure 96: Spectre de RMN 3C (pyridine-ds, 100 MHz) de PAR3

m\.xm@ 2 r
CATORRT L P O3kl \ T opiin b s ) e, »
T R i 1] o

PER|'H C_SH 7

—

c-7 C-2 =

o o 140 10 o o 100 -0 ~ ~o o “0 0w Jo w o
(o)
==

Figure 97: Spectre DEPT 135 de PAR3

— ( " 'l h,’l_ ll —_ J .

| COSYGROFIHEW By () \Brobaer\TepSon3 So15) i s ' ' r b
' ) 30

¥
i ; ! as
ot 3 \ 4 |
| . : A “ 40
| :
]
4

| 1 . : 3
l [ 60
y_0n/ " / - 0 65 g
= )' : '* 70,
—:! \ .‘. ] 78

i R, ' 20
9.5
0.0

...............................................

1L% 110 105 100 95 %0 85 B8O 75 7O 6% R?O 45 %0 4% 40 35 310 25 20 15 10 O3

Figure 98: Spectre COSY de PAR3

Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 131



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

‘ p H-%”/Z |
| C-]7 I "’I L A_ua J'. A M
PARS, 104 s | 20
HSQUEDETGRSISP ADLA Py { C¥8rubose\ TepSend Splli nmrs 2
- e < 0
0
iy S w
- ©
»
w0
» §
=
C-2 100
"] s 10
C-8" <7 :
L] T 120
q 120
fe—— °
c-7" | vo
——-.:"_‘ . 150
100 95 90 85 80 75 20 65 60 is(p;“?' Tas  ap 35 30 25 20 18 10
Figure 99: Spectre HSQC de PAR3
l H'7"| ‘ I'k'z H_g
| | ,\Jm “, AN I\ AN A
PARD, 105 rar i i
C-7 HMRCTR Pyt { Q1 \Rruase\TopBpind 5p) noves 3 Ik i 2
C-8 »
5
—] . .
0
0
%
-
0 =
C_T; 0 1o
el i ; "0 120
— 10
p—— V 0 =
—— 0 olse o ° 150
C-9”_ ol
70
................... o
95 90 85 80 75 70 65 60 §'§(me'0 45 4b 35 30 25 0 15 10

Figure 100: Spectre HMBC de PAR3

11.3.9- Identification de PAF4 a la caroténe

Le composé PAF4 se présente sous forme de poudre orange dans le mélange EP-AE
(7:3). 1l est soluble dans la pyridine. Son spectre de masse ESI* (Figure 103) montre le pic de
I’ion quasi-moléculaire [M+HCOOH-H] * a m/z 615,7418 de formule brute CaiHs90s,
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renfermant treize insaturations. L’ensemble de ces données comparées combinées a celles des

données de RMN 1D et 2D nous a permis d’attribuer a PAF4 la structure 161.

18 4

161

En effet, I’analyse du spectre de RMN 3C de PAF4 (Figure 107) fait ressortir des

signaux de 44 atomes de carbone repartis grace aux techniques DEPT 135 et HSQC (Figure
112) en:

> Dix carbones quaternaires avec six carbones oléfiniques a oc 127,4 (C-5); 125,6 (C-5");

>

>

>

130,6 (C-6); 137,8 (C-6'); 135,9 (C-9); 135,1 (C-9") et 136,7 (C-13, C-13").
Trois carbones de groupements méthylenes a oc 43,5 (C-2); 49,3 (C-2) et 43,5 (C-4).

Dix groupements méthyles a dc 29,7 (C-16); 29,6 (C-16"); 30,4 (C-17) ; 24,0 (C-17");
21,7 (C-18) ; 22,6 (C-18"); 13,0 (C-19) ; 13,0 (C-19') et 13,0 (C-20 ; C-20").

Deux oxymethines a dc 63,7 (C-3) et 64,7 (C-3').

Quinze méthines oléfiniques a dc 125,4 (C-7), 129,7 (C-7"), 138,6 (C-8), 137,8 C-8'),
131,9 (C-10), 131,4 (C-10"), 125.4 (C-11), 125,3 (C-11"), 138,0 (C-12), 137,7 (C-12),
133,1 (C-14), 133,2 (C-14"), 131,4 (C-15), 125,4 (C-4") et 130,6 (C-15").

Son spectre de RMN H (Figure104) montre les signaux de :

Les signaux de guatre protons diastéotopiques de groupements méthylénes a Ju [1,74
(dd, J = 3,4; 2,0 et 3,4 Hz, H-2a) et 1,47 (t, J = 11,9, H-2b)] et a 0 [2,38 (dd, J = 5,6
Hz, H-4a) et 2,03 (dd, J=16,9 et 9,5 Hz, H-4b).

Les signaux d’un proton diastéotopiques de groupements méthine a on 2,38 (d, J = 9,3
Hz, H-6'

Les signaux de deux autres protons diasteréotopiques sont observés a oy 1,62 (dd, J =
12,6 et 9,6 Hz, H-2")

Deux multiplets deux groupements oxyméthines a 6+ 3,99 (H-3) et 4,22(H-3")

Des doublets de protons oléfiniques a ox 6,09 (d, J = 16,3 Hz, H-7), 6,14 (d, J = 11 Hz,
H-10), 6,35 (d, J = 14,9 Hz, H-12). En plus les multiplets intégrant chacun pour un
carbone ont été observeés a on 6,12 (H-8), 6,64 (H-11), on 6,25 (H-14), 61 6,26 (H-15)
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>

YV V V V

Y VY

Des singulets a on 1,06; 1,73; 1,95 et 1,96 attribuable aux protons H-16, H-17, H-18, H-
19 et H-20 respectivement.

Deux multiplets d’un proton chacun a o 1,62 et 1,38 (dd, J = 12,6 et 9,6 Hz) attribuable
aux protons diastéréotopiques H-2’

Un singulet de deux protons a ou 5,47 (sl) attribuable au proton H4'

Un doublet d’un proton a Jon 2,15 (d, J = 9,3 Hz) attribuable au proton H6’

Un multiplet d’un proton a on 5,52 (dd, J =15,3 Hz) attribuable au proton H-7"’

Les multiplets d’un proton chacun dn 6,12 et |, 57 attribuable aux protons H-8’, H-10’
et H-11' respectivement.

Un doublet d’un proton a Jn 6,34 (d, J = 14,9 Hz) attribuable au proton H-12".

Un multiplet d’un proton chacun a dn 6,23 et 6,62 attribuable au proton H-14'et H-15'
respectivement.

Les signaux de 10 groupements méthyles entre o+ 0,84 et 1,95 attribuables aux méthyles
H-16, H-17, H-18, H-19, H-20, H-16', H-17', H-18', H-19', H-20'

L’ensemble de ces données indiquent que PAF4 est un caroténoide ayant 11
doubles liaisons. La disposition de ces doubles liaisons a été déduite des corrélations
observées sur les spectres COSY (Figure 111) et HMBC (Figure 113)

En effet, sur son spectre COSY on observe entre autres les couplages entre les
protons oléfiniques entre H-7/H-8, H-10/H-11, H-15/H-15', H-15'/H-14', H-12'/H-11",
H-7'/H-8'.

Sur son spectre HMBC On observe également les corrélations entre H-7/C-6, C-8; H-9/C-
10; H-11/C-10, C-12; H-13/C-14; H-15/C-14, C-15', H-14'/C-13"; H-12'/C-13', C-11; H-
10'/C-11', C9; H-8'/C-9', C-7'; H-7'/C-6'".
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Figure 102: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de PAF4.

L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature nous a permis d’attribuer a

PAF4 la structure 161 qui est celle de la luteine décrite dans la littérature par Péter et al. en

2004.

Tableau 18 : Données RMN 3C (100 MHz) dans la pyridine-ds, de PAF4 comparées a

celles de la lutéine 13C (100 MHz) dans le CDCla.

Positions | Luteine oc (ppm) PAF4 ¢ (ppm)
1 37,1 37,0
2 48,4 49,3
3 65,9 64,7
4 42,5 43,5
5 126,2 1274
6 130,0 130,6
7 124.9 1254
8 138,5 138,6
9 135,7 135,9

10 131,3 1319
11 124,8 125,5
12 137,5 138,0
13 136,5 136,7
14 132,6 133,1
15 130,1 1314
16 28,7 29,7
17 30,2 30,4
18 21,6 21,7
19 12,7 13,0
20 12,8 13,0
1 34,0 34,3
2’ 44,6 43,5
3 65,1 63,7
4’ 1244 1254
5’ 125,6 125,6
6’ 137,7 137,8
7' 128,7 129,7
8’ 137,7 137,8
9’ 135,1 135,1
10’ 130,8 1314
11’ 124,5 1254
12 137,5 137,7
13’ 136,4 136,7
14' 132,6 133,2
15 130,0 130,6
16’ 29,5 29,6
17' 24,3 24,0
18’ 22,6 22,8
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Figure 103 : spectre de masse ESI de PAF4

Figure 104 : Spectre de RMN *H (pyridine-ds, 400 MHz) de PAF4
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Figure 105 : Spectre de RMN *H élargi (0,9-2,8 ppm) (pyridine-ds, 400 MHz) de PAF4
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Figure 106 : Spectre de RMN *H élargi (5-7 ppm) (pyridine-ds, 400 MHz) de PAF4
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Figure 108 : Spectre de RMN 3C élargi (12-66 ppm) (pyridine-ds, 400 MHz) de PAF4
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Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 140



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

'S

Mo N ’ , —Q'Jk_,
—{ — [ie
] WG Pyt (DB TN GOSN RART) it b W - . 9
.= T we -3)
1 - A *“‘ 3
= - e { -
and ™ - =

— - - - - -

-y - — “n e - 34
ol
~80
by T
2
100 =
Hit0
i

- . 139
-h .‘ ‘ 149
— t F150
e
- 25

1“ 1‘2 l’ﬂ I‘D 2‘6 24 2’2 2'0 l'l s xfo ‘! 'l 0?0 i'ﬁ y B" 0’2 o'n 02

2 {pom)
Figure 113 : Spectre HMBC de PAF4

| l JH. .h__JJLA--_’. . A

PAF&-L a

] MNOCGE Py (Db Taplipun . S000 vtsat A L) rovemes & & ae Lo

_— - 2

o= s

| a

= - -

- - -

= M

O

T
™ B
% o
100
Fie
Fi3®

G B O R R T R S A R B oS 103 2 S o XnaU
U4 92 W0 AR BN B¢ 2 MO MR 74 Y4 X2 70 68 64 A4 AY 40 S8 S5 S4 &2 50
2 (o)
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11.3.10- Identification de la coumarine PAF1

Le composé PAF1 se présente sous forme de palette blanche dans le mélange EP- AE
(85:15). Il est soluble dans le chloroforme. Son spectre de masse ESI+ & HR (Figure 116)
montre le pic de I’ion quasi-moléculaire [M+H] * a m/z 193,0212 de formule brute C1oHgOs4,
renfermant sept insaturations. L’ensemble de ces données combinées a celles des données RMN

1D et 2D nous a permis d’attribuer a PAF1 la structure 162.

162

Son spectre de RMN *H (Figure 117) montre la présence d’un singulet de trois protons
a on 3,96 attribuable a un groupement oxymethyles et deux doublets d’un proton chacun a Jn
7,60 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-4) et 6,28 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-3). Ce spectre met également en
exergue deux singulets protons aromatiques a on 6,92 (H-8) et 6,85 (H-5). Ces données
suggerent un squelette de coumarine disubstituée en position 6 et 7 (Cardona et al., 1992).
En plus on observe le singulet d’un groupement hydroxyle a on 6,16.

L’analyse de son spectre de RMN *3C (Figure 118) associé a celui de DEPT 135 (Figure
119) permet de révéler I’existence de cinq carbones quaternaires incluant un carbonyle de
lactone de coumarine a oc 161,8 et un oxymethyle Jc 56,8. En se basant ces informations, PAF1
est donc une coumarine portant un groupement hydroxyle et un groupement methoxyle.
Les positions de ces groupements ont été déduites des corrélations observées sur le spectre
HMBC (Figure 122) entre :
-Les protons du méthoxyle a o 3,96 et le carbone C-6 (dc 144,0) ;
-Les protons du groupement hydroxyle a 1 6,16 et le carbone C-6 (oc 144,0), C-7(oc 150), C-
8(dc 103,6) ;
-Le proton H-5 et les carbones C-6 (oc 144,0), C-10 (oc 111,9) ;
-Le proton H-8 et les carbones C-7 (6c 150), C-9 (oc 150,6 ;
-Le proton H-4 et les carbones C-3 (oc 113,8), C-10 (oc 111,9) ;

Figure 115: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de PAF1.
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L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature nous a permis d’attribuer

a PAF1 la structure 162 qui est celle de la scopoletine, encore appelé 7-hydroxy-6-methoxy-

2H-1-benzopyran-2-one précédemment isolée du genre conyza (Jodo et al., 1998)

Tableau 19 : Données de RMN 13C (150 MHz) et 'H (600 MHz) dans le CDCIz de PAF1
comparées a celles de la scopoletine RMN 3C (75 MHz) et 'H (300 MHz) dans la CDCla.
Position | PAF1dc PAF10n (ppm) Scopoletinedc | Scopoletineon (ppm)
du (Ppm) (ppm)
carbone
1 - - - -
2 161,8 - 161,5 -
3 113,8 6,27 (d, J = 9,5Hz, 1H) 113,4 6,28 (d, J=9,5Hz, 1H)
4 143,6 7,59 (d, J = 9,5Hz, H) 143,3 7,60 (d, J= 9,5Hz, 1H)
5 107,8 6,84 (s, 1H) 107,4 6,85 (s, 1H)
6 144,6 - 1440 -
7 150,0 - 150,2 -
8 103,6 6,92 (s, 1H) 103,2 6,92 (s, 1H)
9 150,6 - 150,2 -
10 1119 - 111,5 -
7-OH - 6,16 (s, 1H) - 6,17 (s, 1H)
6-OCH; | 56,8 3,95 (s, 3H) 56,4 3,96 (s, 3H)
S;::n View - PAF] BB2 01 50514 [M + H ] +
X132
2.57
2.0
1.5
1.0
0.5 opz
S A | _mge
= 2 s 100 125 150 s 250 mz
@ = 0 Ui - rofiems o reds  [regeentds
Compound Specira - PAF1_B82.01.5051.0 “’l
$e= 0 Uws J Indrvod fxes | |OverlayDetais  List Windows: ZC

Figure 116: Spectre de masse ESI de PAF1
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Figure 117 : Spectre de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) de PAF1
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Figure 118: Spectre de RMN %3C (CDCls, 150 MHz) de PAF1
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Figure 119 : Spectre DEPT 135 de PAF1
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Figure 121: Spectre HSQC de PAF1
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Figure 122: Spectre HMBC de PAF1

11.3.11-Les acides endiandriques.

11.3.11.1- Identification du composé BLR6

Le composé BLR6 a été obtenu sous forme de cristaux blancs dans 1’hexane. Il répond

positivement au test des acides carboxyliques, en se dissolvant completement dans une solution

de bicarbonate de sodium avec effervescence et dégagement d’un gaz qui trouble 1’eau de

chaux. La composition moléculaire s'est révélée étre C22H320- par analyse du spectre de masse

a haute resolution HREIMS ([M]*, m/z 328,2394, ce qui correspond a 7 degrés d'insaturations.

L’ensemble de ces données combinées a celles des données RMN 1D et 2D nous a permis
d’attribuer a BLR6 la structure 163.

En effet, son spectre de RMN *C (figure 126) combiné a celui de DEPT 135 (figure 127) et
HSQC (figure 129) a permis d’observer :

> Les résonances des groupes méthines a oc 41,2 (C-1), 42,7 (C-3), 33,2 (C-7), 34,5(C-
10), 45,7 (C-11), 33,4 (C-12) et 35,6 (C-13) et deux groupes méthylénes a oc 37,1 (C-
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2) , 32,7 (C-4) caractéristiques du squelette d'acide endiandrique tétracyclique de type
A®® et A3° (Bandaranayake et al., 1980 ; Bandaranayake et Banfield, 1981; Banfield et
al., 1994 ; Chouna et al., 2009),

» Des signaux d’un groupe carbonyle conjugué a oc 172,9 (C-1").

> Des groupes methines oléfiniques a dc 133,9 (C-5), 126,8 (C-8) et 127,5 (C-9) et un
Carbone quaternaire oléfinique a oc 145,0 (C-6)

Sur le spectre de RMN *H (figure 125) on observe :

» Des signaux de trois protons oléfiniques a on 7,28 (1H, dt, J = 7,5, 3,7 Hz, H-5) et
5,61 (2H, sl, H-8, H-9)

» Des signaux d’un méthyle terminal a on 0,89 (t, J = 6,9 Hz) et de groupes méthyléne
a on entre 1,27-1,46 (14H, sl, H-1"-H-7"), ce qui suggére la présence d'un fragment
de n-octyle. La présence de ce groupement a été confirmée par le spectre de RMN
13C, qui présentait des signaux caractéristiques de la chaine alkyle compris entre dc
14,1 et 37,2.

Sur le spectre HMBC (figure 130) on observe les corrélations entre :

» Les protons H-2 (on 1,23-1,61) et H-13 (Jc 2,09) et le carbone C-4 (oc 32,7). La
fixation du groupement n-octyle sur le carbone C-11 a été confirmée par la
corrélation HMBC entre le proton a on 1,27-1,46 (2H, m, H-1") et le carbone C-11
(oc 45,7).

» Le proton H-5 (on 7,28) & C-6 (oc 133,9) et C-1"" (dc 172,3) et de H-8 (oc 5,61) a
C-6 (oc 133,9) ce qui a permis de fixer le groupe carboxyle en C-6.

Figure 123: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BLR6.
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Figurel24: Quelques corrélations observées sur le spectre COSY de PAF3.

L’ensemble de ces données de RMN comparées a celles de la littérature nous a permis
d’attribuer a BLR6 la structure 163 qui est celle de 1’acide beilschmiedique D précédemment

isolée des écorces de B. anarcadoides par Chouna et al. en 20009.

Tableau 20: Données spectrales de RMN 3C (125 MHz) de BLR6 dans CDCls Comparées
a celles de ’acide beilschmiedique D 13C (125 MHz) dans CDClIz (Chouna et al., 2009.

Position du carbone Acide beilschmiedique D BLR6
1 41,2 41,2
2 37,0 37,1
3 42,3 42,3
4 32,7 32,7
5 145,0 144.9
6 133,8 133,9
7 33,2 33,2
8 127,3 126,8
9 130,3 127,5
10 34,4 34,5
11 45,7 45,7
12 334 33,5
13 35,6 35,6
1 37,2 37,2
2 27,1 27,1
3 29,3 29,7
4’ 29,0 29,6
5' 29,1 29,7
6' 31,9 31,9
7' 22.6 22,7
8’ 14,1 14,1
1” 172,3 1729
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Figure 125 : Spectre de RMN 'H (CDCl3, 500MHz) de BLR6
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Figure 126 : Spectre de RMN 3C (CDCl3, 125MHz) de BLR6
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Figure 128 : Spectre COSY de BLR6
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Figure 130 : Spectre HMBCde BLR6

11.3.11.2- Identification du composé BLR5

BLRS5 a été obtenu sous forme de cristaux blancs dans 1’hexane. Il répond positivement
au test des acides carboxyliques, en se dissolvant completement dans une solution de
bicarbonate de sodium avec effervescence et dégagement d’un gaz qui trouble I’cau de chaux.
Son spectre HREIMS présente un pic d'ion moléculaire [M] " a m/z 328,2394, ce qui correspond
a la formule moléculaire C22H320, renfermant 7 degrés d'insaturations. L’ensemble de ces
données combinées a celles de données RMN 1D et2D nous a permis d’attribuer 8 BLRS la

structure 164.

En effet, son spectre de RMN 3C (figure 133) combiné a celui de DEPT 135 (figure 134) a
permis d’observer :

> Les résonances des groupes méthines a dc 41,2 (C-1), 36,9 (C-3), 49,3 (C-6), 32,8 (C-

7), 34,9(C-10), 46,0 (C-11), 33,1 (C-12) et 42,1(C-13) et un groupe méthyléne a éc 34,7

(C-2) caractéristiques du squelette d'acide endiandrique tétracyclique de type A*® et A®®
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(Bandaranayake et al., 1980 ; Bandaranayake et Banfield, 1981 ; Banfield et al., 1994 ;
Chouna et al., 2009),
» Des signaux d’un groupe carbonyle conjugué a oc 180,9 (C-1").
» Des groupes méthines oléfiniques a dc 134,6 (C-4), 123,8 (C-5), 129,5 (C-8) et 129,5
(C-9)
Sur son spectre de RMN *H (Figure 132), on observe des :

» Signaux de quatre protons cis oléfiniques a on 6,24 (1H, d, J = 9,4 Hz, H-4), 5,76 (1H,
dt, J=9,9; 2,5Hz, H -5), 5,49 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-8), 5,64 (1H, dt, J = 10,0; 3,1
Hz, H-9) ;

> Des signaux de groupes méthylene a on 1,21-1,46 (14H, sl, H-1’, H-7") et un groupe

méthyle a o1 0,88 (t, J = 6,9 Hz) ;

Les données de RMN H et °C de BLR5 sont similaires a celles de BLR6. En effet, on note
sur ce spectre 1’absence de carbone quaternaire oléfinique et la présence d’un groupe
carboxylique non conjugué a oc 180,9. La présence du signal du groupe carboxylique non
conjugué a oc 180,9 (C-1") et d’un groupe méthine a o 49,3 (C-6), suggere le déplacement de
la double liaison de C5-C6 en C4-C5. Ce changement explique le déblindage du carbone C-13
(oc 42,1) et le blindage du carbone C-3 (dc 36,9) par rapport a ceux du composé BLR6, apparus
aoc 35,6 (C- 13) et 42,7 (C-3) respectivement.

Sur son spectre HMBC on observe les corrélations entre le méthine a on 3,04 (1H, d, J =2,0
Hz, H-6) et C-4 (oc 134,6), C-5 (oc 123,8), C-7 (oc 32,8) et C-1" (oc 180,8); entre le proton H-
5 (dc 5,73) et C-4(dc 134,6) , C-6 (oc 49,3), C-7 et C-1" (oc 180,9) et entre le proton H-8 (dc
5,47) et C-6 (dc 49,3). La valeur de la masse identique a celle de BLR6 montre que les deux
composés sont des isoméres de position I'un de type A*® et A3° et I’autre de type A>® et AB°,
Le groupe carboxyle a été situé en C-6 grace aux corrélations observeées sur le spectre HMBC
(Figure 135) entre le proton H-5 (on 5,73) et les carbones a oc 49,3 (C-6) et 180,9 (C-1"). Ainsi
BLRS5 a alors été identifié a I'acide beilschmidique E (164) précédemment isolé des écorces de

B. anarcadoides par Chouna et collaborateurs en 2009.

Figure 131: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BLR5.
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Tableau 21: Données spectrales de RMN 13C (125 MHz) de BLR5 dans CDCls Comparées
a celles de ’acide beilschmidique E '3C (125 MHz) dans CDCla.

Position du carbone Acide beilschmiedique E BLR6
1 41,2 41,2
2 34,7 34,7
3 36,9 36,9
4 134,6 134,6
5 123,8 123,8
6 49,2 49,3
7 32,0 32,8
8 129,5 129,5
9 129,5 129,5
10 34,9 34,9
11 46,0 46,0
12 33,0 33,1
13 42,0 42,1
1 37,2 37,2
2! 27,0 27,0
3’ 29,6 29,7
4’ 29,3 29,3
5' 29,6 29,7
6’ 31,9 31,9
7' 22,6 22,7
8’ 14,1 14,1
1" 180,8 180,9
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Figure 132 : Spectre de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de BLR5
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Figure 134 : Spectre DEPT 135 de BLR5
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Figure 135 : Spectre HMBC de BLR5
11.3.11.3- Identification de BLR4
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Le composé BLR4 a été obtenu sous forme de poudre blanche dans le mélange Hex-AE
(7 :3) et est soluble dans I’acétone-ds. 1l répond positivement au test des acides carboxyliques,
en se dissolvant complétement dans une solution de bicarbonate de sodium avec effervescence
et dégagement d’un gaz qui trouble 1’eau de chaux. Son spectre de masse ESI a haute résolution
montre le pic de ’adduit sodique [M+Na] * a m/z 373,1416 de formule brute C22H2204Na,
renfermant 12 degrés d’insaturation. L’ensemble de ces données combinées a celles de données

de RMN 1D et 2D nous a permis d’attribuer BLR4 la structure 165.

165

En effet, I’analyse du spectre de RMN ! H et 13C de BLR4 présente quelques similitudes
avec ceux de BLR5. En effet, on observe sur son spectre de RMN * H en plus du squelette de
base de I’acide endiandrique tétracyclique, les signaux d’un noyau aromatique 1,3,4-trisubstitué
a don 6,76 (1H, sl, H-2"); 6,74 (1H, dd, J=7,9 et 1,7 Hz, H-6") et 6,78 (1H, d, J=7,9 Hz, H-5"),
un singulet d’un groupement méthylene dioxy a on 5,95 (2H, s, H-7").

On observe aussi sur le spectre de RMN H les signaux des protons méthylénes d’un
groupement éthanoique a on 2,53 (dd, H-1).

Les présences du noyau aromatique méthylénedioxy ont été confirmées par les signaux
observés sur le spectre de RMN *3C (Figure 139) a Jc [147,7 (C-3"); 145,9 (C-4"); 141,7 (C-
1"), 120,1 (C-6"); 107,9 (C-2") et 107,7 (C-5")] et a 100,8 (C-7"), respectivement.

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 141) entre les protons du
méthylénedioxy a on 5,95 (H-7") et les carbones C-3"et C-4" indiquent qu’il est attaché au cycle
benzénique. BLR4 est donc un acide endiandrique portant un groupement méthyléne
dioxyphényle. Ce dernier groupement a été fixé en C-6' grace aux corrélations observées sur le
spectre HMBC entre le proton a Jn 5,58 (H-5") et les carbones a dc 49,9 (C-6') et 141,7 (C-1")
d’une part et entre le proton a on 3,26 (H-6') et le carbone a oc 141,7 (C-1").

Sur le méme spectre, d’autres corrélations ont été observees entre le méthyléne a on 2,53
(H-1) et les carbones a oc 41,2 (C-11") et le carbone du groupe carboxyle en C-2 (doc 172,8).
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On observe également sur ce méme spectre un méthyléne a oc 40,2 (C-1) et un signal de
carbone d’acide carboxylique a dc 172,8 (C-1) qui indique que le groupement n-octyle de BLR5

a été remplacé par le groupe acide éthanoique.

Figure 136: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BLR4.

Ces données combinées a celles de la littérature nous a permis d’assigner a BLR4 la
structure 165 qui est celle de 1’acide 3",4"-méthylénedioxyendiandrique A, précédemment isolé
des feuilles de B. oligandra et des écorces de B. manii (Banfield et al ; 1994).

Tableau 22: Données spectrales de RMN 3C (125 MHz) de BLR4 dans Acétone-ds

comparées a celles de I’acide 3",4''-méthylenedioxyendiandrique A (SiMe4)

Position du carbone BLR4 Acide 3°°,4”°-
methylenedioxyendiandrique A
1 172,8 178,8
2 40,2 40,9
1 34,7 34,8
2! 34,5 34,7
3 36,5 36,6
4' 130,6 130,6
5’ 130,9 1315
6’ 49,9 50,0
7' 41,9 41,4
8’ 1314 131,7
9’ 128,1 127,7
10’ 39,5 39,4
11’ 41,2 41,3
12 33,2 33,9
13’ 41,2 41,1
1" 1417 141,7
2" 107,9 108,1
3" 1477 147,7
4" 145,9 145,7
5" 107,7 108,1
6" 120,1 120,2
7" 100,8 100,8
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Figure 138: Spectre de RMN H élargi (1,2-3,4 ppm) (acetone-ds, 500 MHz) de BLR4
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Figure 141: Spectre HMBC de BLR4

11.3.11.4- Identification du composé BLR3

BLR3 a été obtenu sous forme de poudre blanche dans le mélange hexane-acétate
d’éthyle (85 :15) et est soluble dans le diméthylsulfoxyde. Il répond positivement au test des
acides carboxyliques, en se dissolvant completement dans une solution de bicarbonate de

sodium avec effervescence et dégagement d’un gaz qui trouble 1’eau de chaux.

Son spectre de masse ESI a haute résolution montre les pics des ions pseudo-
moléculaires [M-H] *a m/z 343,22789, correspondant a la formule brute C22H3103, renfermant
sept degrés d’insaturation. L’ensemble de ces données combinées a celles de données de RMN

1D et 2D nous a permis d’attribuer a BLR3 les structures 166 et 167.

O

o
HO\IC”/ H Ho\l(;/ H

Acide beilschmiedique A (166) Acide beilschmiedique C (167)
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Sur son spectre de RMN *H (Figure 144) on observe :

» Les signaux des protons oléfiniques a on 6,93 (1H, d, J = 5,1 Hz, H-5a); 6,76 (1H, sl, H-
5b); 5,42 (1H, dd, J = 10,3 Hz et 4,0 Hz, H-8a); 5,48 (1H, dd, J = 10,3 Hz et 4,0 Hz, H-8b);
5,60 (1H, dd, J = 10,3 Hz et 3,4 Hz, H-9a et H-9b).

» Un singulet large entre o1 1,20- 1,30 intégrant pour 24 protons et attribuable aux protons

de 12 groupements méthylénes de chaines alkyles.

> Les signaux des groupements méthines, dont deux oxymethines apparaissant a o+ 4,20 (H-
4a) ; 4,03 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-4b) et deux méthines a on 1,40 (1H, m, H-11a) ; 1,38 (1H, m,
H-11b).

» Le signal de deux groupements méthyles terminaux de chaines alkyles a 6+ 0,87 (6H, t, J
= 7,0 Hz, H-8’a et H-8 b). Toutes ces données font penser a deux squelettes d’acides
endiandriques de type A>®, A% (Lenta et al., 2015)

Son spectre de RMN C (Figure 145) découplé large bande, combiné aux spectres DEPT 135
(Figure 146), HSQC (Figure 148), montre 39 signaux de carbone repartis-en:

» 01 signal de carbones correspondant a deux groupements méthyles a dc 14,3 (C-8”).

» 12 signaux correspondant & 16 groupements méthylenes a oc 32,1 (C-2a); 36,9 (C-2b);
37,1 (C-17a); 35,0 (C-1’b); 27,0 (C-2a); 26,9 (C-2’b); 29,4 (C-3’a); 29,1 (C-3’b); 29,5 (C-4’a);
29,3 (C-4’b); 29,1 (C-5’a et b); 31,7 (C-6’a et b); 22,5 (C-T’aetb).

» 22 groupements méthines, dont deux oxyméthines a oc 63,9 (C-4a) et 72,2 (C-4b).

» 04 carbones quaternaires, dont deux groupes carboxyles a oc 168,6 (C-1""a) et 168,1 (C-
1’b).

> Les résonances des groupes CH a oc 41,2 (C-1a); 40,7 (C-1b); 42,2 (C-3a); 42,2 (C-3b);
35,6 (C-10a); 33,8 (C-10b); 46,5 (C-11a); 45,7 (C-11b); 34,3 (C-12a); 33,5 (C-12b); 34,6 (C-
13a) et 40,6 (C-13b) et deux groupes de CH2 a oc 32,1 (C-2a) et 36,9 (C-2b) dans le DEPT, sont
ceux de deux squelettes d’acides endiandriques de type A>®, A% portant un hydroxyle en C-4
(Lenta et al., 2015; Chouna et al., 2009; Banfield et al., 1994; Bandaranayake et al, 1981 ;
Bandaranayake et al., 1980). BLR3 est donc un mélange d’acides endiandriques portant des

chaines alkyles identiques.
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En effet la présence des deux groupements n-octyle, leurs rattachements aux squelettes

de base ainsi que les positions des doubles liaisons ont été confirmés par les couplages observés

sur les spectres COSY (Figure 147), ainsi que les corrélations du spectre HMBC (Figure 149).

Figure 142:Quelques corrélations observées sur le spectre COSY de BLR3.

Sur le spectre HMBC de BLR3 on observe des corrélations entre :

>

YV V V V

Le proton a on 1,40 (H-11a) et les carbones C-1a (41,2) ; C-1'a (37,1) ; C-2'a (27,0) et C-
10a (35,6), ce qui permet de relier les sous structures ss; et ssz.

Le proton a on 1,38 (H-11b) et les carbones C-1b (40,7) ; C-1°b (34,6) ; C-2'b (26,9) et
C-10b (33,8), ce qui permet de relier les sous structures ss3 et ssa.

Le proton a o1 0,87 (H-8a et b) et les carbones a dc 22,5 (C-7’a et b) et 31,7 (C-6'a et b).
Le proton a Jx 6,93 (H-5a) et les carbones a dc 168,6 (C-1"a) ; 63,9 (C-4a) et 136,3 (C-
6a).

Le proton & o+ 6,76 (H-5b) et les carbones a dc 168,1 (C-1"’b) ; 72,2 (C-4b) et 134,9 (C-
6b).

Le proton a on 4,20 (H-4a) et les carbones a 6c 42,2 (C-3a) ; 141,5 (C-5a) et 136,3 (C-6a).
Le proton a on 4,03 (H-4b) et les carbones a dc 145,5 (C-5b) et 134,9 (C-6b).

Le proton a 0w 5,40 (H-8a) et les carbones a dc 136,3 (C-6a) ; 128,4 (C-9a).

Le proton a 0w 5,48 (H-8b) et les carbones a oc 134,9 (C-6b) ; 127,7 (C-9b).

Ces données permettent d’une part de confirmer la présence des deux groupements

alkyles et leur rattachement aux carbones C-1la et C-11b et d’autre part, de fixer les

groupements carboxyles en C-6a et C-6b ainsi que les groupements hydroxyles en C-4a et C-

4b.
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Figure 143: Quelques corrélations observées sur le spectre HMBC de BLR3.

Ces données indiguent que BLR3 est un mélange de deux stéréo-isomeres d’acide
endiandrique. La différence entre ces stéréo-isoméres se situe au niveau de la configuration du
carbone C-4, apparait a dc 63,9 dans 1’un et dans I’autre a dc 72,2 (Chouna et al., 2009).
Tableau 23: Données du spectre de RMN 3C (125 MHz) de BLR3 dans le DMSO-ds,
comparées avec celles de ’acide beilschmiedique A °C (125 MHz) dans le CD3OD et de
P’acide beilschmiedique C 3C (125 MHz) dans le DMSO-ds, (Chouna et al., 2009).

Position BLR3a Acide Position BLR3b Acide beilschmiedique
du beilschmiedique A du C
carbone carbone
dc (ppm) dc (ppm) dc (ppm) dc (ppm)

la 41,2 41,9 1b 40,7 40,7
2a 32,1 32,8 2b 36,9 36,5
3a 42,2 43,2 3b 42,2 43,7
4a 63,9 65,7 4b 72,2 71,5
5a 1415 141,5 5b 1455 145,1
6a 136,3 138,0 6b 1349 133,8
7a 34,4 34,9 7b 32,8 32,8
8a 125,5 125,8 8b 1274 127,2
%9a 128,4 129,3 9b 127,7 126,9
10a 35,6 35,6 10b 33,8 33,8
1lla 46,5 47,9 11b 45,7 45,1
12a 34,3 34,1 12b 33,5 33,3
13a 34,6 35,9 13b 40,6 40,1
1’a 37,1 38,4 1’b 35,0 35,1
2’a 27,0 28,2 2’b 26,9 26,5
3’a 29,4 30,8 3’b 29,1 29,1
4’a 29,5 30,8 4’b 29,3 28,7
5°a 29,1 30,5 5’b 29,1 29,1
6’a 31,7 32,9 6’b 31,7 31,3
T’a 22,5 23,7 7’b 22,5 22,1
8’a 14,3 14,5 8’b 14,3 13,9
1’a 168,6 170,5 1°b 168,1 167,3
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11.3. 11.5-Elucidation de la structure du mélange d’alcools d’acides endiandriques
BOET3’

BOET?3'’ a été obtenu sous forme d’huile dans le mélange Hex-AE (90 :10) et est soluble
dans le chloroforme. Son spectre de masse ESI a haute résolution (Figure 152), montre le pic
de adduit potassique [M+K]* at m/z 367.2303, correspondants a la formule brute C23H3sKO et
renfermant six degrés d’insaturation. L’analyse de ces données en combinaison avec celles des
données de spectres de RMN 1D et 2D nous a permis d’attribuer 8 BOET3'’ les structures 168
et 169.

168 (a) 169 (b)

En effet, son spectre de RMN 3C (Figure 156) fait ressortir 34 signaux correspondant & 46
carbones qui ont été répartis grace aux données des spectres DEPT 135 (Figure 158) et HSQC
(Figure 161) en :

» Un carbone quaternaire & oc 141.6 (C-6b).

» Vingt-deux méthines dont sept carbones oléfiniques a dc 126,0 (C-5b); 128,1(C-8b);
127,9 (C-5a); 128,2(C-9b); 128,8(C-9a); 131,4(C-8a) et 133,9(C-4a).

» Vingt-un méthyléne donc deux oxymeéthylenes & dc 65,5 (C-1"b) et 67,3(C-1"a).

» Deux groupes méthyles a oc 14,3 (C-8a, 8b).

Sur ce méme on observe les signaux caractéristiques d’une longue chaine alkyle a dc entre
29,5-29,9. Au regard de tous ces signaux BOET3’ serai un mélange de deux alcools de
squelettes d’acides endiandriques ; I’un de type A*°, A®9 et ’autre de type A>®, A3 tous deux
dérivés de BLR5 (acide Beilsmiedique E) et BLR6 (acide beielmiedique D) respectivement
(Lenta et al., 2015 ; Chouna et al., 2009 ; Banfield et al., 1994 ; Bandaranayake et al, 1981 ;
Bandaranayake et al., 1980).

Ces observations ont été confirmées par le fait que les résonances de carbones de I'un des
constituants du mélange de BOET3' sont presque similaires a celles du compose de synthése
BLR5-AL. La principale différence entre ces composés se situe au niveau de leurs masses, qui
different de 14 amu.
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En plus, le spectre de RMN H (Figure 153) confirme la présence des signaux :

> De sept protons oléfiniques de doubles liaisons A*°, A39 et A, A8 3 6,4 5,42 (1H, d, 8

Hz, H8a) ; 5,54 (1H, d, 8 Hz, H5a); 5,60 (2H, s, H9a, H5b); 5,80 (2H, s, H8b, HIb) et

6,17 (1H, d, 4 Hz, H4a) (Chouna et al., 2009; Lenta et al., 2015);

» De deux méthyles terminaux a Jon 0,88 (3H, t, 6,9 Hz, H-9’) et de groupes méthylenes
entre on 1,22-1,88 confirmant I’existence des longues chaines alkyles ;
» des protons de deux oxyméthylenes a on 3,63 (2H, m, H1a") et 4,18 (2H, m, H1b") ce
qui confirmerait la présence de deux fonctions alcools primaires.
Les différences fondamentales entre BOET3', BLR5 et RLR6 se situerait au niveau de du
carbone C-1". En effet les fonctions acides carboxyliques a dc 180,9 et 172,9 ont été remplacées
par deux oxyméthylénes & oc 65,5 et 67,3.

A cause de la complexité de certaines zones des spectres de RMN, les structures des
constituants du mélange ont été établies grace aux données spectrales, de la littérature et
d’hémisynthése. En effet, les données de RMN 3C de I’un des isoméres de BOT3' sont trés
proches de ceux du produit BLR5AL (164a) préparé par hémisynthése a partir de 1’acide
beislmiedique E par réduction avec LiAIHA4.

BLR5-AL se présente sous forme d'une huile jaunatre soluble dans le chloroforme. Sa
formule moléculaire C22H340 a été déduite par ses données de RMN et de son spectre de masse
HRESIMS (Figure 168), qui montre le pic d’un adduit potassique [M+K] " a m/z 353,2486
correspondants a la formule brute C22H34KO et renfermant six degrés d’insaturation. Ces
données RMN H et 1*C combinées a celles de la littérature nous a permis d’attribuer a BLR5-

AL le nom trivial beilschmiedol A qui est un dérivé nouveau d’acide endiandrique E.

Son spectre de RMN *3C (Figure 170) montre les signaux de 20 atomes carbones répartis grace
aux techniques DEPT et HSQC en:

» Douze méthines dont quatre oléfiniques a oc 127,9 (C-5), 128,8 (C-9), 131,4 (C- 8),
133,9 (C-4);
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» Neuf méthylénes dont un oxymeéthyleéne a oc 67,3 (C-1")
Sur son spectre de RMN *H (Figure 169) on observe :
> Des signaux de quatre protons oléfiniques a on 6,10 (1H, dt, J = 2,4 et 10 Hz, H-4), 5,50
(1H, dt, J =10 et 2,8 Hz, H-5); 5,39 (1H, Idd, J = 10 et 0,8 Hz, H-8), 5,56 (1H, dt, J =
10 et 3,2 Hz, H-9)
> Un multiplet d'un oxymeéthyléne a on 3,56 (2H, m, H-1").
» Un méthyle a on 0,85 (t, J = 6,8 Hz, H-8') et de sept groupes méthyléne a on 2,55-1,23
(14H, Is, H-1" a H-7"), caractéristique du fragment n-octyle.
Les positions des doubles liaisons et de I’oxyméthyléne a été confirmée grace aux corrélations
observées sur le spectre HMBC (Figure 174) entre H-4 / C-3, C-6 et C-13, H-5/ C-3, C-6, C-
7,et C-1" et H-8 / C-6, C-7 et C-10.

Figure 150: Quelques corrélations observeées sur le spectre HMBC de BLR5-AL.

En procédant par élimination des données carbone de 164a du spectre de RMN C de
BOET3’, on déduit que 164b est un dériveé alcoolique du squelette d’acide endiandrique de type
A>®, AB%avec un oxyméthyléne en C-6. Les données RMN de BLR5-AL sont presque similaires
a celles de BLR5. Cependant mous observons quelques différences, en effet le spectre RMN
13C de BLR5-AL montre un oxymethyléne a dc 67,3 en remplacement de la fonction acide a dc
180,8 et le reste des signaux du mélange sont ceux de la structure 1’acide beilschmiedique D
(167). Ceci est confirmé sur le spectre RMNH par la présence d'un oxyméthyléne a o 3,56
(2H, m, H-1").

Les principales corrélations HMBC observées entre le proton de 1’oxyméthyléne a dn 3,56 et
les carbones a oc 34,4 (C-7), 126,0 (C-5) et 141,6 (C-6) et également entre le proton oléfinique
a on 5,73 (H-5) et les carbones a Jc 34,4 (C-7), 36,8 (C-3) et 65,5 (C-1") permettent une
attribution partielle des données carbones de ce composé. L'attribution d'autres carbones a été
faite par comparaison de BOET3'b avec BLR5-AL (164a) et I'acide beilschmiedique D (164).
Ainsi BOET3'b est un dérivé nouveau du squelette d'acide endiandrique auquel le nom trivial
beilschmiedol C (169) a été attribué.
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168 (a)

169 (b)

— correlations HMBC

Figure 151 : corrélations HMBC observeées des figures beilschmiedol B et beilschmiedol C

Tableau 24 : Données spectrales de RMN 13C de BLR5-AL (100 MHz), BOET3'a et b
(600 MHz) dans le CDCls

Position BOET3'a BLR5-AL BOET3'b
oc on(m, Jin Hz) oc on(m, Jin Hz) Jc on(m, Jin Hz)
1 41,6 2,19 (m, 1H) 41,6 2,21 (m, 1H) 41,4 2,18 (m, 1H)
2 1,22 (m, 1H), 1,22 (m, 1H) 1,40 (m, 1H)
351 1,50 (m, 1H) 351 1,52 (m, 1H) 374 2,54 (m, 1H)
3 374 1,40 (m, 1H), 374 1,43 (m, 1H), 36,8 1,62 (m, 1H)
4 6,10 (dt, 10 Hz et 2,4Hz, | 32,0 1,82 (m, 1H)
134,2 | 6,10 (d, 8,0Hz, 1H) 133,9 1H) 2,22 (m, 1H)
5 127,3 | 553 (d,8,0Hz, 1H) | 127,9 5,50 (dt, 10.0 Hz et 2,8 126,0 5,74 (sl, 1H)
Hz, 1H)
6 47,2 2,12 (m, 1H) 47,2 2,14 (m, 1H) 141,6 -
7 354 2,48 (m, 1H) 354 2,18(m, 11H) 34,4 2,67(sl, 1H)
8 131,3 | 5,42 (d, 8,0Hz, 1H) 131,4 5,39 (ldd, 10,0 Hz, 0,8 126,1 5,53 (m, 1H)
Hz, 1H)
9 128,9 5,48 (sl, 9,6 Hz et 128,8 5,56 (dt, 10,0 Hz et 128,2 5,53 (m, 1H)
1,8 Hz, 1H) 3,2Hz, 1H)
10 33,3 2,53 (m, 1H) 33,3 2,55 (m, 1H) 33,7 2,54 (s, 1H)
11 46,3 1,40 (m, 1H) 46,2 1,43 (m, 1H) 45,9 1,40 (m, 1H)
12 331 2,42 (m, 1H) 32,9 2,43 (m, 1H) 34.9 2,82 (m, 1H)
13 42,7 1,50 (m, 1H) 42,6 1,53 (m, 1H) 42,9 2,54 (m, 1H)
I 374 1,40 (m, 1H) 374 1,43 (m, 1H) 1,40 (m, 1H)
2,54 (m, 1H) 2,55 (m, 1H) 374 2,54 (m, 1H)
2' 27,2 1,21 (m, 2H) 27,2 1,23 (m, 2H) 27,2 1,21 (m, 2H)
3 29,8 1,15 (m, 2H) 29,8 1,23 (m, 2H) 29,8 1,15 (m, 2H)
4’ 29,9 1,15 (m, 2H) 29,8 1,23 (m, 2H) 29,9 1,15 (m, 2H)
5' 29,8 1,15 (m, 2H) 29,5 1,23 (m, 2H) 29,8 1,15 (m, 2H)
0 29,5 1,15 (m, 2H) 321 1,23 (m, 2H) 29,5 1,15 (m, 2H)
7' 321 1,19 (m, 2H) 22,8 1,25 (m, 2H) 321 1,15 (m, 2H)
8 22,8 1,20 (m, 2H) 14,3 0.85 (t, 6,8Hz, 3H) 22,8 1,20 (m, 2H)
9’ 14,3 0,81 (t, 6,9 Hz, 3H) - - 14,3 0,81 (t, 6,9 Hz, 3H)
1" 67,6 3,63 (m, 2H) 67,3 3,56 (m, 2H) 65,5 4,12 (m, 2H)
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Figure 154 : Spectre de RMN *H élargi (5,3-6,2 ppm) (CDCI3,600 MHz) de BOET3’
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Figure 156: Spectre de RMN *C (CDCl3,150 MHz) de BOET3’
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Figure 157: Spectre de RMN *3C élargi (14-70 ppm) (CDCl3,150 MHz) de BOET3’
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Figure 159 : Spectre DEPT 135 élargi (14-48 ppm) de BOET3’
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Figure 160 : Spectre COSY de BOET3’
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Figure 161 : Spectre HSQC de BOET3’
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Figure 163 : Spectre HSQC de BOET3’
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Figure 164: Spectre HMBC de BOET3’
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Figure 165 : Spectre HMBC élargi (0,80-4,4 ppm) de BOET3’
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Figure 167 : Spectre HMBC élargi (0,5-6,5 ppm) de BOET3’
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Figure 168: Spectre de masse ESI de BLR5-AL
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Figure 169: Spectre de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de BLR5-AL
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Figure 170: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BLR5-AL
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Figure 171: Spectre DEPT 135 de BLR5-AL
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Figure 174 : Spectre HMBC de BLR5-AL

I1.4-Determination de structures des autres dérivés d’hemisynthése

BLR5-ald (164b) a été obtenu sous forme d'une huile jaunatre a partir de I'oxydation
BLR5-AL. En effet la fonction alcool a été oxydée en une fonction aldéhyde en utilisant le Dess
Martin périodinane comme réactif oxydant. En plus des donnés observées su le spectre RMN
13C de BLR5-AL (Tableau 3), on observe un signal de carbonyl d’aldéhyde & éc 193,9 dans le
spectre de BLR5-ald, remplacant ainsi hydroxyle, confortant ainsi 1’objectif fixé. Cependant,
quelques différences notables sont observées: son spectre RMN *H ne présente plus que des
résonances de trois protons oléfiniques & on 5,40 (1H, m, H-8), 5,49 (1H, m, H-9) et 6,81 (1H,
t, J = 5,2 Hz, H-5) suggérant qu’un réarrangement s’est produite au cours de la réaction. Ces
différences sur le spectre proton sont confirmées sur le spectre de RMN *3C par I’apparition des
résonances de carbones oléfiniques a dc & 154,0 (C-6), 145,9 (C-5), 127,8 (C-8) et 126,1 (C-9),
proches de celles des carbones oléfiniques de I'acide beilschmidique D, ce qui confirme qu'un
réarrangement a eu lieu au cours de la réaction. Sur la base de ces données, BLR5-ald ( 164b)
est un dérivé nouveau de l'acide beilschmidique D auquel le nom trivial beilschmiedal a été

attribué.
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Figure 175: Spectre de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de BLR5-AL
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Figure 176 : Spectre de RMN *H élargi (CDCls, 400 MHz) de BLR5-ald
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Figure 177 : Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BLR5-AL
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Figure 178: Spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz) de BLR5-ald

Le composé BLR5-TH (164c) a été obtenu sous forme de poudre amorphe blanche par
addition du thiosemicarbazide sur BLR5-ald (164b). La formule moléculaire C23H3sN3S, avec
huit degrés d’insaturations montre le pic de I’ion pseudo-moléculaire [M+H] * a m/z 386,2658
qui est en accord avec la masse attendue. Les données de RMN *H et $3C des deux composés
BLR5-TH et BLR5-ad (tableau 3) sont presque similaires, a I'exception de quelques différences
remarquables. Sur le spectre de RMN *3C de BLR5-TH, on peut noter la disparition du signal
d'aldehyde a dc 193,9 et ’apparition d’un signal de I’imine conjugué a o6c 145,5. On observe
également le signal d’un groupement de thiocarbonyle a oc 180,4 (C-2"). Ces informations sont
confirmées sur le spectre RMN H par I’absence du proton d’aldéhyde 4 dn 9,46 et 1’apparition

de quatre autres signaux de I’unité thiosemicarbazide a on 12,43 (1H, s, NH-1), 9,63 (2H, s,
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NH-1), 8,39 (1H, s, H-1") et 8,01 (1H, s, NH2-2). Sur la base des données ci-dessus, le composé
BLR5-TH (164c) est un dérivé nouveau d’acide beilschmidique D auquel le nom trivial

beilschmiecarbazone a été donné.
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Figure 180 : Spectre de RMN H (CDClI3, 400 MHz) de BLR5-TH
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Figure 181: Spectre de RMN 3C (CDCls, 100 MHz) de BLR5-TH

Le composé BLR5-Bz a été obtenu sous la forme d'une poudre amorphe blanche a partir
de la réaction d’addition du composé BLR5-AL avec l'acide 3,4,5-triméthoxybenzoique. La
formule moléculaire C32H44KOs, avec huit degrés d'insaturations, a été déduite de 1’analyse de
ses spectres de RMN et de son spectre de masse ESI a haute résolution, qui exhibe un pic
d'adduit potassique [M+K] " a m / z 547,3057, qui est en accord avec la masse attendue. Le
spectre de RMN 13C de BLR5-Bz (figure 185) présentent en plus des signaux de BLR5-AL, des
signaux supplémentaires attribuables au fragment triméthoxygalloyloxy a savoir : un signal

n

d’un groupement carboxyle a oc 166,3 (C-1 "), des signaux d’un noyau benzénique 3,4,5-
trisubstitué a oc 125,3 (C-2), 106,8 (C-3/7), 152,9 (C-4/6), 142,2 (C-5) et des signaux de trois
groupes oxyméthyle a dc 60,9 (4”-OMe) et 56,2 x 2 (3"/5"-OMe). La présence du fragment
triméthoxygalloyloxy est confirmée sur le spectre RMN H par un singulet de deux protons du
noyau benzénique 3,4,5-trisubstitué a on 7.23 (2H, s, H-3"/7") et deux singulets de trois groupes
méthoxy a Jn 3,83 (6H) et 3,85 (3H). Ainsi BLR5-Bz (164d) est un dérivé nouveau de l'acide

beilschmidique E, triviallement nommeé beilschmiegallate.
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Figure 182: Spectre de masse ESI de BLR5-BZ
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Figure 183 : Spectre de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) de BLR5-BZ
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Figure 184 : Spectre de RMN H (CDClIs, 400 MHz) de BLR5-BZ
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Figure 185 : Spectre de RMN **C (CDCls, 100 MHz) BLR5-Bz

Tableau 25: Données de RMN 3C (100 MHz) de BLR5-AL, BLR5-ald, BLR5-Bz dans le
CDClIs et BLR5-TH dans la pyridine-de

Position BLR5-AL BLR5-ald BLR5-TH BLR5-BZ
1 41,6 414 42.2 41.4
2 35,1 37,2 36.8 35.0
3 37,4 41,9 41.5 374
4 133,9 32,1 32.8 133.9
5 127,9 153,7 139.5 127.1
6 47,2 125,7 139.7 46.1
7 354 33,3 33.1 35.2
8 131,4 145,5 127.8 129.0
9 128,8 127,3 127.6 130.5
10 33,3 34,6 35.0 33.2
11 46,2 45,9 45.9 43.6
12 32,9 33,4 33.8 33.2
13 42,6 36,8 36.8 42.4
' 37,4 37,4 37.4 37.4
2' 27,2 27,2 27.4 27.0
3 29,8 29,8 29.9 29.7
4’ 29,8 29,5 29.6 29.3
5! 29,5 29,8 29.9 29.7
6 32,1 31,3 321 31.9
7 22,8 22,8 22.9 22.7
g’ 14,3 14,3 14.3 14.3
1" 67,3 193,9 145.5 68.9
1" 180.4 166.3
2" 125.3
3" 106.8
4" 152.9
5" 142.2
6" 152.9
7" 106.8

4"'/6'""-OMe 56.2

5'""-OMe 60.9
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11.5- Activités biologiques des extraits et des composés isolés

Un criblage antiparasitaire préliminaire a été réalisé sur les extraits des racines et feuilles
de B. louisii, écorces de B. obscura et racines, écorces et feuilles de P. americana ainsi que les
composés isolés et semi-synthétiques pour évaluer leurs propriétés antiplasmodiales et
antitrypanosomales in vitro sur la souche chloroguino-résistante Pf3D7 de P. falciparum et sur
T.b. brucei et pour leur cytotoxicité in vitro (Tableau 26-28).

Tableau 26: Activités antipaludiques, antitrypanosomales et cytotoxicité des extraits et
COMPpOSES.

espéces parties échantillo ~ Trypanosom = P. falciparum = Viabilitt ~ des Cytotoxicité Sl (P.
ns a brucei = (souche 3D7) cellules (souche HelLa) falciparuim)
(T.b.) £sd +sd cytotoxiques +sd
Clso (ug/ml) | Clso (ug/ml) (%) + sd Clso (ug/ml)
racines BLR 4,619 - 100 + 14,1 -
BLRA 20,94 - 100+ 1,3 -
Beilschmiedia Bois BLBn 11,51 100+4,1 -
louisii feuilles  BLF 13,82 - 100+2,3 - -
ecorces | PAETP nd 0,96+0,11 5,63+0.13 3,46+0.22 3,60
PAETNb nd 10,45+0,91 26,42+4.56 22,82+1,13 2,18
PAETt nd 2,73+0,14 5,06+0.33 4,67+0,49 1,71
PAETC nd 9,67+0,76 27,50+2.21 25,44+1,33 2,6
feuilles = PAFP nd 7,22+0,21 88,20+0.18 - -
Persea PAFC nd 3,8+0,63 83,48+2.71 -
americana PAFt nd 5,740,14 90,64+2.30 -
PAFnb nd - 94,91+0.90 - -
racines PARC nd 0,76+0,10 5,71+1.40 10,90+0,3 14,34
PARH nd 0,95+0,03 28,48+2.26 22,02+1,18 23,17
PARt nd 3,66+0,02 3,2240.32 5,32+0,34 1,45
PARNb nd - 99,58+6.27 - -
Beilschliedia écorces BOET 21,59 - 10045,5 -
Obscura BOETA 16,88 - 100+1,7 -
Pentamidine - - 0,003 - - -
Chloroquine - - - 0,04 - -
Emetine - - - 0,014

BLR : extrait total racines de B. louisii, BLRA : fraction alcaloidique des racines de B. louisii, BLETA : Extrait
alcaloidique des écorces de B. louisii, BLBn : fraction neutre du bois de B. louisii, BLF : extrait total des feuilles
de B. louisii, PAETP : extrait a /’éther de pétrole des écorces du tronc de P. americana, PAETnb : extrait au
butanol écorces du tronc de Persea americana, PAETt : extrait total écorces du tronc de P. americana, PAETC :
extrait au chloroforme écorces du tronc de P. americana, PAFt : extrait total des feuilles de P. americana, PAFc :
extrait au chloroforme des feuilles de P. americana, PAFP : extrait & /’éther de pétrole des feuilles de P.
americana, PAFnb : extrait au butanol des feuilles de P. americana, PARC : extrait au chlorure de méthyléne des
racines de P. americana, PARH : extrait & [ ’hexane des racines de P. americana, PARLt : extrait total racines de
P. americana, PARND : extrait au butanol des racines de P. americana, BOET : extrait total des écorces du tronc

de B.obscura, BOETA : fraction alcaloidique des écorces du tronc de B. obscura,
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Tableau 27:Activités antipaludiques, antitrypanosomales et cytotoxicité des composés

Echantillons | Trypanosoma P. falciparum | Viabilité des cellules | Cytotoxicité IS (P.

Espéces brucei (T.b.) +sd (souches 3D7) #sd | cytotoxiques (%) +sd | (souche HeLa) | falciparum)

Clso (ug /ml) Clso (ug /ml) +sd
152 2,98 - 100+11,3 - -
154+155 5,24 100+6,6 - -

B. Obscura 157 26,17 - 76,6%4,1 - -

168+169 1,61 100+14,0 - -
151 0,63+0,04 22,57+4,62 14.51+0,79 23,03
161 2,8+0,28 62,63+3,90 - -

B. americana 159 9,48+0,83 0,53+0,07 3.3+0,03 0,34
160 0,04+0,01 62,83+0,82 - -
164a 20,38 - 52,6x1,8 - -

Composes de synthese 164b 8,201 9.82 796217 1 - -

Pentamidine - 0,03 - - - -

Chloroquine - - 0,011 - - -

Emetine - - - 0,014 - -
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beilschmiedol C (169)

B-sitostérol (152) beilschmiedol B (168)

1,2,4-trihydroxy-n-decadec-20-ene (161)

3—hydroxy—4—methy1—2—( 13'-phényl-
1'-n-tridecyl)-butanolide (154)

OH  3-hydroxy-4-méthyl-2-(11"-phényl- 1'-

n-undecyl)-butanolide (155)

qrr 3" 5

9,9'-Di-O-feruloyl-5,5 "-dimethoxysecoisolariciresinol (160)
3-0-a-L-(2"E,4"E-di-p-coumaroyl) rhamnopyranoside
de kaempferol (151)

Figure 186: structures des composés ayant présentés une activité biologique.
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Tableau 28 : Activités antipaludiques, antitrypanosomales et cytotoxicité des

Combinaisons des composés.

Composés dans le
mélange (ratio, v/v)
Cytotocittity cell Antimalarial cell Antitrypanosome cell | Trypanosoma
viability (%) £ sd viability (%) + sd viability (%) * sd brucei (T.b.)
Clso (ug/ml)

164-165 (1:1) 73.6x£1.2 100+4.8 20.1+34 68.92
164-166 (1:1) 80.0£2.0 100+7.6 18.7£11.2 66.00
164-152 (1:1) 82.9+3.1 100+1.0 19.6+5.2 79.96
164-(166+167) (1:1) 85.0+0.1 100+4.3 25.8+1.3 67.38
166-152 (1:1) 79.1+2.2 100+9.5 6.0+3.8 27.31
165-(166+167) (1:1) 83.0£7.4 100+6.2 21.4+1.8 42.01
165-(166+167) (1:2) 61.9£11.0 100+6.5 2.7+0.6 28.05
165-166 :152 (1:1:1) 61.6£4.9 95.31£9.5 18.3+9.5 26.97
165-166-164 (1:1:1) 61.8+2.0 90.4£5.5 4.6+0.2 27.70
164-152 (1:2) 90.3£3.3 92.6£2.1 16.4+9.8 89.53
164-152 (1:2) 74.3+12.6 84.5+3.4 20.7+12.1 23.74
152-166 (1:2) 71.9+7.1 76.4+1.7 14.0+8.8 17.44
163-164-165-166 (1:1:1:1) 67.7£12.1 68.5£8.1 2.8+0.2 20.87
163-164-165-166 (2:2:1:1) 70.4+11.7 86.3+13.0 2.60.0 22.26
163-164-165-166 (2:1:2:1) 64.9+8.6 74.4+1.1 2.8+0.1 26.83
163-164-165-166 (2:1:1:2) 73.6+6.00 83.2+7.6 2.9+0.3 19.25
163-164-165-166 (1:1:2:2) 73.8+7.3 63.6+13.6 5.3+3.9 335
163-164-165-166 (1:2:3:3) 80.3£5.7 62.1+£1.6 2.5+0.6 37.46

Beilschmiedique D (163), beilschmiedique E(164),

beilschmiedique A (166), g-sitostérol (152), acide beilschmiedique C(167).

acide 3”,4"-méthylénedioxyendiandrique A (165),

11.5.1- Activite antitrypanosomiale.
Tous les extraits testés ont montré une activité sur T.b. brucei in vitro. L’extrait au
CH2Cl>-MeOH (1:1) des racines de B.

antitrypanosomale avec une valeur de Clso de 4,6 ug/mL alors que celle des écorces du tronc

louisii a montré une trés bonne activité
de B. obscura, et des feuilles de B. louisii ont eu des activités modérées contre Trypanosoma

brucei avec les valeurs de Clso 21,6 et 13,8 ug/mL, respectivement.

Les extraits au CH2Cl>-MeOH (1:1) des racines et de bois de B. louisii et des écorces
de B. obscura ont été partitionnés en fractions alcaloides et neutres. Les fractions obtenues ont
également été évaluées pour leurs activités antitrypanosomales sur la méme souche. Toutes les

fractions obtenues ont eu des activités modeérées avec 8 ug/mL <CIso<22 ug/mL.

Les composés isolés et semi-synthétisés ont egalement été testés pour leurs activites
antitrypanosomales. Parmi les composés isolés, le pg-sitostérol (152), les mélanges de
[beilschmiedol B (168) et C et 169)] et [3-hydroxy-4-méthyl-2-( 13'-phényl-1'-n-tridecyl)
butanolide (154) et (3-hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl-1'-n-undecyl)butanolide et (155)] ont
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montré les meilleures activités avec des Clsos de 2,98, 1,61, 5,24 ug/mL, respectivement. En
comparant I’activité des composés isolés a celui de 1’extrait, on peut conclure que les composés
isolés sont plus actifs que les extraits respectifs dont la synergie entre les constituants dimunue
le potentiel antitrypanosomal des extraits.

Concernant les dérivés de synthéses, le beilschmiedol A (164a) a montré une faible
activité antitrypanosomale avec une valeur de Clsp 20,4 ug/mL par rapport au beilschmiedal
(164b) qui a montré une activité modéréee avec une valeur Clso de 8,3 ug/mL. Les autres dérives
étant inactifs. D'apres les résultats obtenus, il apparait que les composes les plus actifs sont les
alcools. La présence de ce groupe fonctionnel serait importante pour lI'activité. De plus, lI'activité
des mélanges 154 -155 et 168-169 peut étre due a I'action synergique de leurs constituants. Le
potentiel antitrypanosomal des dérivés d’acide endiandrique est rapporté ici pour la premiere
fois. Quant au mélange [154+155] appartenant a la classe de métabolites secondaires appelés
butanolide sont connus pour avoir de bonnes propriétés anttripanosomales (Oleivera et al en
2019)

Compte tenu du fait que I’extrait des B. louisii a éte actif sur T.b. brucei et la plupart de
ses constituants isolés ont été inactifs, une évaluation du potentiel d’inhibition de la croissance
de T.b. brucei et la viabilité de la combinaison des composés isolés a différentes concentrations
ont été évalués (Tableau 28). Il ressort de ces tests que ’activité de 1’extrait des racines de B.
louisii contre T. bucei serait due a 1’action synergétique des constituants.

11.5.2- Activite antiplasmodiale

Des sept extraits testés, sur la souche 3D7 de P. falciparum in vitro seuls les extraits au
CH.CI>-MeOH (1:1) des racines, des écorces du tronc et des feuilles de P. americana se sont
révélés actifs. Ils ont tous montré de trés bonnes activites avec des Clsos < 5.8 ug/ml. L’extrait

des écorces du tronc a montré le meilleur potentiel antiplasmodial avec une Clso de 2.73 g/ml.

L’extrait au CH2Cl>-MeOH (1:1) des feuilles a subi une solubilisation différentielle dans
I’éther de pétrole, le chloroforme et le butanol, et les fractions obtenues ont été testées sur la
méme souche de P. falciparum. La fraction au chloroforme a montré une bonne activité
antiplasmodiale avec une valeur de Clso de 3,8 ug / mL tandis que la fraction 1’éther de pétrole

a montré une activité moderée avec une valeur de Clso de 7,2 ug/mL.

De méme, I’extrait au CH2Cl,-MeOH (1:1) des racines a subi une solubilisation
différentielle avec ’hexane, le chlorure de méthyléne et le butanol. Les fractions a ’hexane et
au chlorure de méthyléne ont montré de trés bonnes activités antiplasmodiales avec les valeurs

de Clso de 0,96 et 0,76 ug/mL respectivement.
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L’extrait au CH2Cl>-MeOH (1 :1) des écorces du tronc a été également partitionné en
utilisant I’éther de pétrole, le chloroforme et le butanol comme solvants. Les fractions au
chlorure de méthyléne et au butanol ont montré des activités modérées avec les valeurs de Clso
9,7 et 10,4 ug/mL, respectivement et celle de la fraction a I’éther de pétrole a montré une trés

bonne activité antiplasmodiale avec la valeur de Clso de 0,96 ug/mL.

Concernant les COMpPOSEés isolés, le 9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol (160), kaempferol-3-O-a-L-(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-
rhamnoside (151), la lutéine (161) ont montré de trés bonnes activités avec des valeurs de Clso
de 0,04, 0,63 et 2.80 ug/mL respectivement. Quant au persatriol (159) son activité a été modérée
sur la méme souche avec la valeur de Clsg 9,48 ug/mL. Tous les autres composés isolés ont été
inactifs. Parmi les composés de synthese, seul le beilschmedal 173b a été modérément actif
avec une Clso de 9,82 ug/mL. En comparant ’activité des composés isolés a celui de 1’extrait,
on peut conclure que les composés isolés sont plus actifs que I’extrait dont 1’action de synergie
entre les constituants diminue le potentiel antiplasmodial.

Les COmMpOosés les plus intéressants, le 9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol (bilignane CI50 = 0,04 ug / mL) et kaempferol-3-O-a-L-
(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside flavonoide (C150 = 0,63 xg / mL) étaient aussi actifs
que le médicament de référence, la chloroquine et non cytotoxique. Un grand nombre de
composés antipaludiques présentant une grande variété de structures ont été isolés a partir de
plantes et peuvent jouer un rbdle dans le développement de nouveaux médicaments
antipaludiques. Les flavonoides, les lignanes et certains dérivés d’esters cinnamique sont
connus pour étre une classe de molécules ayant une puissante activité antiplasmodiale (Bero et
al., 2009 ; De et al., 2021). Par conséquent, la forte activité de ces composés peut étre due a la
condensation de deux molécules de lignanes et a la présence de groupes acétate cinnamique.
Ces composés pourraient étre le point de départ pour la formulation des nouveaux médicaments
contre le paludisme.

11.5.3- Cytotoxicite sur les cellules HeLa

Les extraits, fractions et composés isolés ont été eévalués pour leur cytotoxicité sur les
cellules HeLa. Les extraits de Beilschmiedia et leurs constituants se sont révélés non
cytotoxiques.

Quant a P. americana I’extrait total au CH2Cl.-MeOH (1:1) des écorces du tronc, les
fractions solubles au chloroforme, a I’éther de pétrole et au butanol et I’extrait total au CH2Cl»-

MeOH (1:1) des racines tous actifs sur P. falciparum ont été cytotoxiques sur les cellules HeLa
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avec de trés faibles IS (index de sélectivité). Concernant les composés isolés et les dérivés
d’hémisynthese, seul le persatriol a été non sélectif avec un IS de 0.34. Tous les autres

échantillons testés ont été faiblement ou non toxique sur les cellules HelL a.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le présent travail a porté sur [’évaluation des activités antiplasmodiales,
antitrypanosomales et cytotoxiques des extraits et composes de B. louisii, B. obscura et Persea
americana trois plantes du Cameroun de la famille des Lauraceae. L’objectif global était de
rechercher de ces trois plantes, les extraits, fractions ou molécules bioactives et non-toxique
pouvant servir de matieres premieres dans la synthése de nouveaux phytomédicaments et / ou
médicaments pour le traitement du paludisme et la trypanosomiase. Le choix porté sur ces
plantes a été motivé par leur usage en médecine traditionnelle dans le traitement de quelques
maladies parasitaires, et de plus, les travaux sur les espéces des mémes genres (Beilschmiedia
et Persea) ont révélé des molécules présentant des activités intéressantes. Les objectifs visés
étaient d’évaluer les différents extraits pour leurs activités antiplasmodiales,
antytrypanosomales et cytotoxiques, d’isoler les métabolites secondaires des extraits et
fractions actifs, de les caractériser, de préparer quelques dérivés de synthéses et enfin d’évaluer
les composés obtenus pour leurs activités antiplasmodiales, antytrypanosomales et
cytotoxiques.

Au terme de ce travail, nous avons obtenu vingt-six composés parmi lesquels vingt-et-
deux ont été entiérement caractérisés. Quatre de ces composés sont nouveaux et isolés pour la
premiére fois d’une source naturelle [deux dérivés d’acide endiandrique (beilschmiedol B et
beilschmiedol C), un alcene (obscuréne A) et un alcool (perseatriol)]. Les dix-huit autres
composés caractérisés appartiennent a huit classes de substances naturelles, a savoir: quatre
flavonoides  (épicatéchine,  kaempferol-3-O-a-L-(3"E.,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside,
isoquercitrine, astragaline), deux stéroides (f-sitostérol, 3-O-p-D-glucopyranoside de p-
sitostérol), une coumarine  (scopoletine), une lignane (9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol), un alcéne (pentacosan-1-éne), cing acides endiandriques (acide
beilschmiedique A, acide beilschmiedique C, acide 3”,4"-méthylénedioxyendiandrique A, acide
beilschmiedique D, acide beilschmidique E), un carotene (lutéine), deux y-lactones (3-hydroxy-
4-méthyl-2-(13’-phényl-1'-n-tridecyl)-butanolide et 3-hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl-1'-n-
undecyl)-butanolide) et un acide phénylalcanoique (acide 15-phenylpentadecanoique). Les trois
derniers composés sont isolés pour la premiére fois du genre Beilschmiedia. A partir de 1’acide

beismiedique E, quatre dérivés semi-synthétiques ont été préparés par des réactions de
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réduction, oxydation et addition nucléophile. Ces dérivés ont été identifiés a bielschmiedol A,
beischmiedal, bielschmiecarbazone et beilschmiegallate.

Un screening préliminaire in vitro sur les extraits bruts des dites plantes a montrée des
activités antitrypanosomiales, antiplasmodiales et cytotoxicité intéressante. Les composés
isolés et semi-synthétiques ont également été testés pour leurs activités antitrypanosomales et
antiplasmodiales. Parmi les composés testés, le mélange de beilschmiedols B/ C et le -
sitostérol et le mélange de 3-hydroxy-4-méthyl-2-(13'-phényl-1'-n-tridecyl)-butanolide et 3-
hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl-1'-n-undecyl)-butanolide ont montré les meilleures activités
antitrypanosomales avec des Clso <10 xg/mL alors que les dérivés d’hémisynthéses avaient des
activités modérées sur la méme souche. Beilschmiedol A a quant a lui montré une faible activité
sur T.b. bucei avec une Clso de 20,38 ug/mL.

Concernant  les  activités  antiplasmodisales, le  9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol, kaempferol-3-O-a-L-(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside et
la lutéine ont montré de tres bonnes activités avec les Clso de 0,04 ; 0,63 et 2,80 ug/mL. Quant
au persatriol (159) son activité a été modérée sur la méme souche avec la valeur de Clsp 9,48
19/ mL.

Le COmMpOosés les plus intéressants, le 9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-
dimethoxysecoisolariciresinol (bilignane 1Csp = 0,04 ug / mL) et kaempferol-3-O-a-L-
(3"E,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnoside flavonoide (ICso = 0,63 1g / mL) étaient aussi actifs que
le médicament de référence, la chloroquine et non cytotoxique. Les flavonoides, les lignanes et
certaines dérives d’esters cinnamiques sont connus pour étre une classe de molécules ayant une
puissante activité antipaludique. Par conséquent, la forte activité de ces composes peut étre due
a la condensation de deux molécules de lignanes et a la présence de groupes acétate cinnamique.
Ces composés pourraient étre le point de départ pour formuler des nouveaux médicaments
contre le paludisme.

Les extrais et les composés ont aussi été évalués sur les cellules humain HelLa Cells et
la plupart se sont révélés non cytotoxiques.

Au vu des résultats obtenus, les extraits de Beilschmiedia et de Persea pourraient étre
introduits en médecine traditionnelle pour le traitement de la maladie du sommeil et/ou le
paludisme. Nous pouvons estimer que les objectifs ont été globalement atteints.

Pour nos travaux futurs, nous nous proposons :
e Laformulation des médicaments a partir des extraits et fractions actifs.
e Lasynthése du composé le plus actif.

e Elucidation structurale des composés restants.
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o Trouver la meilleure combinaison qui pourrait avoir une meilleure activité.
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111.1- Généralités.

I11.1.1- Les techniques chromatographiques

La purification des composés a été effectuée grace aux chromatographies flash sous
vide, sur colonne ouverte, sur couches minces et d’exclusion. La phase stationnaire utilisée pour
les chromatographies flash et sur colonne était le gel de silice de granulométries 70-230 um et
230-400 um (Merck) ou le gel de Séphadex (LH-20 et G-25) a été utilisé pour la
chromatographie d’exclusion. Les dimensions des colonnes ont été choisies en fonction de la
quantité de soluté a séparer.

Les chromatographies analytiques sur couche mince ont été réalisées sur des plaques de
gel de silice 60 Fas4 (Merck, 20 x 20 cm), sur feuilles d’aluminium de 0,2 mm d’épaisseur ou
des plaques de verre (5 x 20 cm), (10 x 20 cm) et (20 x 20 cm). Les plaques CCM ont été
révélées, soit en utilisant la lumiére ultraviolette (254 et 366 nm) ou les vapeurs d’iode, soit en
pulvérisant a I’aide d’une solution d’acide sulfurique dilué a 50 %, suivi du chauffage a I’étuve
entre 85-90°C. Les différents éluant utilisés ont été adaptés aux phases stationnaires en fonction

de la polarité des composeés a séparer ou a analyser.

111.1.2- Appareillage

Les extraits et fractions recueillies ont été concentrées sur un évaporateur rotatif de type
Heidophvv 2000 ou de type Bichi RE-111.

Les différentes masses ont été mesurées sur une balance électronique de marque
MELTER PC 2000.

Les spectres de masse en impact ¢électronique (énergie d’ionisation : 70 eV) ont été
obtenus sur des spectromeétres de types AutoSpec et LCMSD pulsar mass. Les spectres de masse
en « Electrospray ionisation » ont été enregistrés avec un spectromeétre de type Esquire 3000 et
la source d’ions utilisé est le NanoESI off-line. La haute résolution (HRESIMS) a été réalisée
sur un spectrometre Bruker FT-ICR : APEX 111 (7.0 T).

Les spectres de résonance magnétique du proton ou du carbone ont été enregistrés a
température ambiante sur des spectromeétres de types Mercury 300, Inova 500 et Bruker DRX
opérant a 400 ou 600 MHz pour le proton et a 75,100, 125 et 150 MHz pour le carbone en
utilisant comme solvants le chloroforme deuterié (CDCIs), le méthanol deutérié (CD30D), la

pyridine deutériée (CsDsN), I’acétone deuterié (CD3COCD:3) et le diméthylsulfoxidedeutérié
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(CD3SOCD:3). Les déplacements chimiques (o) sont exprimés en ppm en prenant comme
référence interne dans tous les cas le tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage (J)
sont exprimées en Hertz (Hz).

Les expériences COSY, HSQC, HMBC, DEPT et NOESY ont été effectuées avec des
séquences d’impulsions usuelles.

111.2- Tests de caractérisation chimique
111.2.1- Test de Liebermann-Burchard (lIdentification des terpenoides et stéroides)

Dissoudre quelques milligrammes de produit dans le chloroforme (1 mL). Ajouter a la
solution obtenue quelques gouttes d’anhydride acétique, puis d’acide sulfurique concentré. Les
terpénoides donnent avec ce réactif une coloration rouge brique, puis violette, puis bleue et
finalement vert foncé. Les stérols donnent une coloration bleue qui vire rapidement au vert
foncé.

111.2.2- Test au chlorure ferrique (Identification des composés phénoliques)

A une solution méthanolique de produit, ajouter quelques gouttes d’une solution de
chlorure ferrique. La présence des phénols se manifeste par un changement de coloration pour
donner suite a la formation d’un ion complexe [Fe (ArO)s]° de couleur violette ou bleue.
111.2.3- Test de Shinoda (Identification des flavonoides)

A une solution alcoolique du composé, ajouter quelques gouttes d’acide chlorhydrique
concentré, puis quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides se manifeste par
une effervescence, suivie d’un changement de coloration qui peut étre violette ou rouge brique.
111.2.4- Test de Dragendorff pour identifier les alcaloides

Sur un morceau de plaqgue CCM, faire un spot de produit puis développer avec le
systeme AE/MeOH/NHsOH 50 % (9 :1 :1). Aprés migration, les taches visibles a 365 nm sont
pulvérisées avec le réactif de Dragendorff (tétraiodobismuthate de potassium). La présence des
alcaloides est signalée par I’apparition des taches orange.

111.2.5- Test de Molish pour identifier les sucres.

Dans un tube a essai, dissoudre quelques milligrammes de produit a 1’aide d’une solution
d’éthanol-a-naphtol 1 %. Laisser ensuite couler sur les parois du tube quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré. La présence des sucres se manifeste par ’apparition d’un anneau rouge
violacé a I’interphase.

111.2.6 Test des acides pour identifier les acides
Dans un tube a essai, dissoudre quelques milligrammes de produit a 1’aide d’une solution
NaHCO:s. La présence d’acide carboxylique est caractérisée par la dissolution compléte du

produit avec dégagement de COx.
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111.3- Matériel végetal

Les différentes parties (racines, bois, écorces et feuilles) de beilschmiedia louisii ont été
récoltées en Avril 2014 a Batchenga (Yaoundé, Région du Centre Cameroun) et celles des
écorces du tronc de B. obscura ont été récoltées au Mont Kala (Yaoundé, Région du Centre
Cameroun) en Mars 2016. Les racines et feuilles de Persea americana ont été récoltées en
Novembre 2018 a Nkolbisson (Yaoundé, Région du Centre Cameroun).

L’identification et la récolte des plantes ont été réalisées par M. Nana Victor, botaniste
de I’Herbier National du Cameroun ou des spécimens avaient été conservés et enregistrés sous
les numéros N° 3360/SRFK (B. louisii), 6933/SRF/Cam (B. obscura) et 57756 (HNC Persea
americana).

111.3.1- Extraction

111.3.1.1- Préparation des extraits de B. louisii et de B. obscura
Le matériel végétal récolté pour chaque plante a été découpé, séché a l'air et broyé. Les

poudres résultantes ont été extraites au mélange CH>Cl>-MeOH (1 : 1) pendant 48 heures a
température ambiante chacune (Tableau 28). Les filtrats obtenus ont été concentrés a sec sous
vide pour donner les extraits bruts. Chaque extrait a été partitionné en fractions neutres et
alcaloidiques, comme décrit par Pratiwi et al. (2010). En fait, I'extrait brut a été dissous dans
de I'eau distillée froide et dégraissé a I'hexane. La couche aqueuse a été acidifiée avec de l'acide
chlorhydrique (HCI & 5%) a pH = 3 puis extraite avec du dichlorométhane conduisant ainsi a
une fraction neutre aprés évaporation du solvant. La phase acide aqueuse restante a été rendue
alcaline en ajoutant une solution d'hydroxyde d'ammonium (NH4OH a 25%) jusqu'a pH = 11.
La solution obtenue a été extraite avec du dichlorométhane pour conduire a une fraction
alcaloidique aprés évaporation du solvant. Les différentes masses obtenues sont recensées dans
le tableau ci-apres :

Tableau 29: masses des différents extraits

Plantes Parties Masse du | Masse de | Rendement Mass de Masse de la
materiel I’extrait (%) fraction fraction
alcaloidique neutre
Racines 2,5 kg 3509 14,0% 8,60 3009
Bois 1 kg 200 g 20,0% 40¢ 60 ¢
B. Louisii Feuilles 1 Kkg 130 g 13,0% 2049 80g
B. obscura Ecorces 2 kg 300 g 7,0% 2,09 200 g

111.3.1.3- Préparation de I’extrait de Persea americana.

Les racines et les feuilles ont été découpées, séchées puis broyées. Les poudres obtenues

de 2 kg et 2,5 kg, respectivement, ont été extraites par macération au mélange MeOH-CH_Cl;
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(1 :1) pendant 48 h a température ambiante. Aprés évaporation du solvant sous pression reduite

350 g et 450 g d’extraits brut ont été obtenus respectivement. L’extrait des racines a été

partitionne respectivement dans I’hexane, le chlorure de méthyle et le n-butanol pour donner

trois fractions. Les extraits des feuilles et des écorces ont été partitionne respectivement dans

I’éther de pétrole, le chloroforme et le n-butanol pour donner chacun 3 extraits. Les différentes

masses obtenues sont recensées dans le tableau ci-apres :

Tableau 30 : Masse de différents extraits

Parties de la plante Racines (3509) Feuilles (450g)
Solvant d’extraction
Hexane 150,2 g
CHCI> 1299
Butanol 100,59 75,6 g
Ether de pétrole - 200,3 g
Chloroforme - 509

I11.4- Isolement des composés

111.4.1- Isolement des composeés des racines de B. louisii.

111.4.1.1- Isolement des composés de la fraction neutre des racines de B. louisii.

280 g de I’extrait des racines ont subi un fractionnement par chromatographie flash en

utilisant des mélanges Hex/AE et AE/MeOH de polarités croissantes comme éluant. 70

fractions de 500 mL chacune ont été collectées et regroupées sur la base des CCM analytique

en 5 grandes fractions A, B, C, D et E (tableau 31). L’étude séparée de certaines de ces

différentes fractions a conduit a I’isolement de 9 composés.

Tableau 31: Chromatogramme de I’extrait neutre des racines de B. louisii.

Eluant Fractions Remarques Regroupement

Hex 1-14 Mélange de produits huileux A (32,0 9)

Hex-AE (90 :10) 15-20 Mélange d’au moins 4 produits dont 3 fluorescents

Hex-AE (75 :25) 21-26 Mélange d’au moins 5 produits dont 2 fluorescents B (20,5Q)
27-30 Mélange d’au moins 5 produits

Hex-AE (50 :50) 31-32 Mélange d’au moins 7 produits C (15,50)
33-40 M¢lange d’au moins 8 produits

Hex-AE (25 :75) 41-42 Mélange d’au moins 8 produits D (10,09)
43-50 Mélange complexe

AE 51-57 Mélange complexe E (22,0 )

MeOH 58-70 Mélange complexe

111.4.1.1.1- L’obtention des composes BLRS et BLR6.

Les composes BLR5 et BLR6 ont precipité sous forme de cristaux de couleur blanche dans les
fractions (1-6). Apreés filtration et lavage, on a obtenu 1,08 g de BLR5 et 20,07 g de BLR®.
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111.4.1.1.2- Chromatographie de la fraction B

La fraction B a été dissoute dans un minimum de dichlorométhane et fixé sur la silice.

Apreés évaporation complete du solvant, la poudre obtenue a été chromatographiée sur colonne

de gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par élution au mélange Hex-AE de gradient

de polarité, ont été concentrées et regroupées sur la base des CCM analytiques. Les résultats

sont consignés dans le tableau 32.
Tableau 32: Chromatogramme de la fraction B.

Eluant Fractions | Remarques
Hex-AE (95 :5) 1-10 Mélange de 3 produits
11-30 Mélange d’au moins 4 produits dont 2 fluorescents
Hex-AE (90 :10) 31-60 M¢lange d’au moins 3 produits
61-80 M¢élange d’environ 4 produits
81-110 | Mélange de 5 produits
111-125 | Mélange de 4 produits
125-151 | Mélange de 3 produits
Hex-AE (85:15) | 152-172 | Mélange de 3 produits
172-198 | Mélange de 5 produits
Hex-AE (80 :20) | 199-216 | Mélange de 7 produits
216-241 | Mélange de 4 produits

Par filtration simple :

> Le mélange de BLR3a et BLR3b (2,049) a été obtenu en mélange sous forme de

cristaux blancs des sous fractions 152-170.

> Le composé BLR7, paillettes blancs (10,7 mg), a éte filtré des sous-fractions 172-198.

111.4.1.1.3- Chromatographie de la fraction C

La fraction C a été dissoute dans un minimum de dichlorométhane et fixé sur la silice. Apres
évaporation compléte du solvant, la poudre obtenue a été chromatographiée sur colonne de
gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par élution au mélange Hex-AE de

gradient de polarité, ont été concentrées et regroupées sur la base des CCM analytiques. Les

résultats sont consignés dans le tableau 33.

Tableau 33 : Chromatogramme de la fraction C.

Eluant Fractions | Remarques
Hex-AE (80 :20) 1-10 Mélange de 3 produits + 1 trainée
11-30 M¢élange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
31-60 M¢élange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
61-80 M¢élange d’environ 3 produits
Hex-AE (70 :30) 81-110 | Mélange de 4 produits
111-125 | Mélange de 3 produits
125-151 | Mélange de 3 produits
152-172 | Mélange de 3 produits
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Hex-AE (60 :40) | 172-198 | Mélange de 5 produits
Hex-AE (50 :50) | 199-216 | Mélange de 4 produits
216-241 | Mélange de 6 produits

> Le composé BLR4 (1,2 g) a précipité sous forme de cristaux blanchatres dans les sous-
fractions 80-84.
> Le composé BLR7 (30 mg) a précipité sous forme de poudre blanchatre dans les sous-

fractions 4-9

111.4.1.1.4- Chromatographie de la fraction D

La fraction D a été dissoute dans un minimum de dichlorométhane et fixé sur la silice. Aprés

évaporation compléte du solvant, la poudre obtenue a été chromatographiée sur colonne de gel

de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par élution & Hex-AE de gradient de polarité, ont

été concentrées et regroupées sur la base des CCM analytiques. Les résultats sont consignés

dans le tableau 34.

Tableau 34 : Chromatogramme de la fraction D.

Eluant Fractions | Remarques
_ 1-10 Meélange de 3 produits + 1 trainée
Hex-AE (50:50) 11-30 M¢lange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
31-60 M¢élange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
Hex-AE (40 :60) 61-80 M¢élange d’environ 3 produits
81-110 | Mélange de 4 produits
) 111-125 | Mélange de 3 produits
Hex-AE (30:70) 155151 Mélange de 3 produits
) 152-172 | Mélange de 3 produits
Hex-AE (20 :80) 757105 Mélange de 5 produits
Hex-AE (90 :10) | 199-216 | Trainées
AE 216-241 | Trainées

» Le composé BLR2 (12 mg) a précipité sous forme de cristaux jaunes dans les sous-
fractions 125-151.
> Le composé BLR8 (35 mg) a précipité sous forme de poudre dans les sous-fractions

172-198.

111.4.2- 1solement des composes des écorces du tronc de B. obscura.

111.4.2.1- Isolement des composés de la fraction neutre des écorces du tronc de B.

obscura.

180 g de I’extrait des écorces du tronc ont subi un fractionnement par chromatographie

flash en utilisant des mélanges Hex/AE et AE/MeOH de polarités croissantes comme éluant.98

fractions de 500 mL chacune ont été collectées et regroupées sur la base des CCM analytique
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en 5 grandes fractions A, B, C, D et E (tableau 35). L’étude séparée de ces différentes fractions

a conduit a I’isolement de 7 composes.

Tableau 35: Chromatogramme de I’extrait neutre des écorces du tronc de B. obscura.

Eluant Fractions Remarques Regroupement

Hex-AE (95 :5) 1-11 M¢élange d’au moins 8 composés et 1 trainée | A (8,0 g)

Hex-AE (85 :15) 12-29 Mélange d’au moins 7 produits dont 1 | B (10,5 Q)
fluorescent

Hex-AE (75 :25) 30-41 M¢élange d’au moins 6 produits C(34,50)

Hex-AE (50 :50) 42-56 M¢lange d’au moins 5 produits

Hex-AE (25 :75) 57-71 M¢élange d’au moins 4 produits D (7,0 0)

AE 72-83 M¢lange d’au moins 7 produits

AE-MeOH (90:10) | 84-93 Mélange complexe E (10,0 9)

MeOH 94-98 Mélange complexe

111.4.2.1.1- Chromatographie de la fraction C

La fraction C a été dissoute dans un minimum de dichlorométhane et fixé sur la silice.

Aprés évaporation complete du solvant, la poudre obtenue a été chromatographiée sur colonne

de gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par élution a Hex-AE de gradient de

polarité, ont été concentrées et regroupées sur la base des CCM analytiques. Les résultats sont

consignes dans le tableau 36.

Tableau 36: Chromatogramme de la fraction C.

Eluant Fractions Remarques
, 1-10 Mélange de 3 produits + 1 trainée
Hex-AE (80:20) 11-30 M¢élange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
31-60 M¢élange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
61-80 M¢élange d’environ 3 produits
Hex-AE (70 :30) | 81-110 Mélange de 4 produits
111-125 Mélange de 3 produits
125-151 Mélange de 3 produits
) 152-172 Mélange de 3 produits
Hex-AE (60:40) 75 719g Mélange de 5 produits
) 199-216 Mélange de 4 produits
Hex-AE (50 :50) 516541 Mélange de 6 produits

> Lecomposé BOET3a et BOET3b (60,2 mg) a é€té obtenu en mélange sous forme d’huile

dans les sous-fractions 11-28.

» Le composé BOET3'a et BOET3'b (15,2 mg) a été obtenu en melange sous forme

d’huile des sous fractions 6-10.

» Le composé BOET2, (15,1 mg), a été obtenu sous forme d’huile des sous-fractions 31-

40.
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> Le composé BOET4 (16,09 mg) a été obtenu sous forme d’huile des sous fractions 70-

78.

> Le composé BOETS5 (20,4 mg) a été obtenu sous forme d’huile des sous fractions 3-5.
> Le compose BOET6 (14,6 mg) a été obtenu sous forme de mélange d’huile des sous

fractions 41-60.

Les fractions A, B et D ont été dissoutes dans du dichlorométhane et fixées sur la silice. Aprés
évaporation compléte du solvant, la poudre résultante est chromatographiée sur colonne de gel
de silice. L’élution est faite avec le mélange Hex-AE de polarité croissante. Au terme de cette
¢lution aucun composé pur n’a été obtenu. La fraction E n’a pas été étudiée a cause de la
complexité du melange.

111.4.3- Isolement des composés des feuilles de Persea americana.

111.4.3.1- L’etude a ’extrait a I’éther de pétrole des feuilles de Persea americana.

150 g de I’extrait & I’éther de pétrole des feuilles a été dissous dans un minimum de
dichlorométhane et fixé sur la silice. Apres évaporation compléte du solvant, la poudre obtenue
a été chromatographiée sur colonne de gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par
élution a I’éther de pétrole (PE) /Acétate d’éthyle de gradient de polarité, ont été concentrées et
regroupées sur la base des CCM analytiques. Les résultats sont consignés dans le tableau
suivant.

Tableau 37: Chromatogramme de I’extrait des feuilles de Persea americana.

Eluant Fractions | Remarques

PE 1-10 Mélange d’au moins 5 produits

PE-AE (90 :10) 11-15 M¢élange d’au moins 3 produits

PE-AE (80 :20) 11-20 Mélange d’au moins 6 produits dont 3 fluorescents
PE-AE (70 :30) 21-25 Mélange d’au moins 4 produits dont 1 fluorescent
PE-AE (60 :40) 26-30 M¢élange d’au moins 6 produits dont 2 fluorescents
PE-AE (50 :50) 31-35 M¢élange d’au moins 7 produits dont 1 fluorescent
PE-AE (40 :60) 36-40 M¢élange d’au moins 5 produits dont 1fluorescent
PE-AE (30:70) 41-45 M¢élange d’au moins 6 produits dont 2 fluorescents
PE-AE (20 :80) 46-50 M¢élange d’au moins 4 produits dont 3 fluorescents
PE-AE (10 :90) 51-55 M¢élange d’au moins 7 produits

AE 56-60 Mélange complexe

AE-MeoH (75-25) 60-65 Mélange complexe

Par filtration simple :
» Le composé PAF1 (20,2 mg) a précipité sous forme de paillettes blanchatres dans les

sous-fractions 9-10.
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> Le compose PAF3 (5,4 g) a eté obtenu sous forme de paillettes blanchatres des sous
fractions 23-28.
> Le composé PAF4 (50,08 mg) a précipité sous forme de poudre orange dans les sous-
fractions 17-20.
111.4.3.2- L’etude a I’extrait au n-butanol des feuilles de Persea americana.
L’extrait au butanol des feuilles (179) a €té dissout dans un minimum de méthanol et a été
chromatographié sur colonne de séphadex G-25 avec pour éluant le méthanol. Les fractions de
50 ml recueillies, ont été concentrées et regroupeées sur la base des CCM analytiques et par
filtration trois composés ont été obtenus : PAF6 (45,3mg), PAF7 (30,2mg) et PAF8 (25,1mg).
111.4.4- Isolement des composés des racines de Persea americana.

111.4.4.1- Etude de I’extrait au chlorure de méthyléne.
L’extrait au chlorure de méthyléne des racines (10g) a été dissout dans un minimum de

dichlorométhane et fixé sur la silice. Apres évaporation compléte du solvant, la poudre obtenue
a été chromatographiée sur colonne de gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par
élution au mélange éther de pétrole/acétate d’éthyle de gradient de polarité, ont été concentrées
et regroupées sur la base des CCM analytiques. Les résultats sont consignés dans le tableau

suivant.

Tableau 38: Chromatogramme de I’extrait des racines de Persea americana.

Eluant Fractions | Remarques Regroupement
PE 1-10 M¢élange d’au moins 5 produits A
PE-AE (90 :10) 11-15 | Mélange d’au moins 3 produits B

PE-AE (80 :20) 16-20 | M¢élange d’au moins 6 produits dont 3 fluorescents
PE-AE (70 :30) 21-25 | Mélange d’au moins 4 produits dont 1 fluorescent

C

PE-AE (60 :40) 26-30 | Mélange d’au moins 6 produits dont 2 fluorescents
PE-AE (50 :50) 31-35 | Mélange d’au moins 7 produits dont 1 fluorescent

PE-AE (40 :60) 36-40 | Mélange d’au moins 5 produits dont 1fluorescent D
PE-AE (30:70) 41-45 | Mélange d’au moins 6 produits dont 2 fluorescents
PE-AE (20 :80) 46-50 | Mélange d’au moins 4 produits dont 3 fluorescents

PE-AE (10 :90) 51-55 | Mélange d’au moins 7 produits

AE 56-60 | Mélange complexe E
AE-MeoH (75-| 60-65 | Mélange complexe
25)

Par filtration simple :
> Le composé PAR3 (56,4 mg) a précipite sous forme de paillettes blanchéatres dans les

sous-fractions 30-40.
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» Le compose PAR1=PAF4 (23mg), a précipité sous forme de paillettes blanchatres dans
les sous-fractions 40-45.

> Le composé PAR2=PAF3 (35mg), a précipité sous forme de paillettes blanchatres dans
les sous-fractions 46-50.

111.4.4.1.2- Chromatographie de la fraction B
La fraction B a été dissoute dans un minimum de dichlorométhane et fixée sur la silice.

Aprés évaporation compléte du solvant, la poudre obtenue a été chromatographiée sur
colonne de gel de silice. Les fractions de 100 mL recueillies, par élution au melange éther
de pétrole/acétate d’éthyle de gradient de polarité, ont été concentrées et regroupées sur la

base de la CCM analytique. Les résultats sont consignés dans le tableau 39.

Tableau 39:Chromatogramme de la fraction B.

Eluant Fractions  Remarques
Hex-AE 1-10 Mélange de 3 produits + 1 trainée
11-30 M¢lange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
Hex-AE (95 :5) 31-60 M¢lange d’au moins 2 produits dont 1 fluorescent
61-80 M¢élange d’environ 3 produits

81-110 Mélange de 4 produits
111-125 Mélange de 3 produits
125-151 Mélange de 3 produits
Hex-AE (90 :10) | 152-172 Mélange de 3 produits
172-198 Mélange de 5 produits
Hex-AE (80 :20) | 199-216 Meélange de 4 produits
216-241 Mélange de 6 produits

» Le composé PAR2 (35 mg) a précipité sous forme de paillettes blanchéatres dans les
sous-fractions30-40.
» Le composé PAR1 (56 mg) a précipité sous forme de paillettes blanchétres dans les
sous-fractions 61-80.
111.4.4.2- Etude de I’extrait au n-butanol

12,5 g de I’extrait au butanol des racines ont été¢ dissous dans un minimum de méthanol et
chromatographiés sur colonne de sephadex LH-20 avec pour éluant le méthanol. Les fractions
de 50 ml recueillies, ont été concentrées et regroupées sur la base de la CCM analytique et par
filtration un composé a été obtenu : PAR4 (50mg).

I11.5. Transformations chimiques sur quelques composés isolés

111.5.1-Synthése du thiosemicarbazone BLR5-TH

Cette réaction passe par 3 étapes :
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> Réduction de ’acide en alcool

Dans un ballon a fond rond de 250 ml équipé d'un agitateur magnétique, la solution d'acide
Beilschmiedique E (3 mmol) dans THF (10 mL) a été refroidie a -5 °C en utilisant un bain de
glace/ NaCl et de I'nydrure de lithium et d'aluminium & 3,5 mmol a été ajouté a la solution ci-
dessus par portions tout en maintenant la température inférieure a 0 °C. On laisse le mélange
revenir & la température ambiante, puis on agite pendant 72 h. Le mélange a été désactivé avec
de I'éther de diéthyle (50 mL) et une solution de NaOH a 10% (30 mL) a été ajoutée. Le mélange
a ensuite été extrait avec de I'éther de diethyle (3 x 50 mL). Les phases organiques obtenues ont
été combinées et lavées avec de I’cau saturée a NaCl et transférées dans un erlenmeyer puis
séchées avec le MgSOa.. Apreés filtration, le solvant a été éliminé sous vide pour donner le
composé BLR5-AL sous forme d'huile jaunatre (980 mg, 98%) (Chen et al., 2015).

» Oxydation de I’alcool en aldéhyde

Dans un ballon a fond rond de 100 mL équipé d'un agitateur magnétique, 3,3 mmol du
réactif de Dess-Martin periodinane (DMP) a été dissous dans 10 ml du dichlomethane (DCM).
Dans un bécher, 3 mmol de BLR5-AL ont été dissous dans 10 ml de DCM, puis ajouté
lentement a la solution de DMP sous agitation. Le mélange a été agité a température ambiante
pendant 24 h puis dilué avec de I'éther diéthylique (50 ml et larvé avec d’une solution saturée
de bicarbonate de sodium (15 mL) et du thiosulfate de sodium (2,5 g). Apres 15 min d’agitation,
le mélange a été transféré dans une ampoule a décanter pour séparer la phase organique de la
phase aqueuse. La phase organique a €té par la suite lavée a I'eau, puis a une solution de
saumure, ensuite transféree et séchée au MgSO4 dans un erlenmeyer. Le déssechant a été filtré
par la suite et le solvant évaporé sous vide pour conduire & un mélange de produits. Ce mélange
a été purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice avec pour éluant le systeme Hex-
AE (90 :10). le composé BLR5-ald (350 mg, 85%) a alors été obtenu sous forme d'une huile
jaune péale (Dess et Martin., 1983).

» Réaction du thiosemicarbazide sur I’aldéhyde

Une solution de 20 mmoles de BLR5-ald dissous dans 100 ml d'éthanol a été ajoutée a une
solution de 20 mmoles de thiosemicarbazide dissous dans 20 ml d'acide chlorhydrique 1N.
L’ensemble a été agité a température ambiante jusqu'a la formation d’un précipité. Le précipite
a été filtré, séché puis recristallisé dans de I'éthanol a 96 °C. Ce qui a conduit a BLR5-TH (245
mg, 80%) sous forme de paillettes blancs (Fatondji et al., 2011).
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111.5.2-Synthése de BLR5-Bz

L'acide 3,4,5-trimethoxy benzoique (1,0 eq) et la 4-(N, N-diméthylamino) pyridine (DMAP
; 0,1 eq) ont été dissous dans CH2>C1, (10ml) et ajouté a une solution BLR5-AL (3,0 eq) dans 15
mL de CH2Cl>. L ensemble a été placé dans un ballon et agité a 1’agitateur magnétique pendant
30 minutes a température ambiante. Le mélange réactionnel a été par la suite refroidi a 0°C et
du N, N-cyclohexylcarbodiimide (DCC ; 1,0 eq) a été ajouté en une portion. Aprés une seconde
agitation a température ambiante durant toute une nuit, l'urée a été filtrée a lI'aide d'un tampon
de kieselguhr. Le solvant organique a été éliminé sous pression réduite et le produit obtenu
purifié par chromatographie sur colone de gel de silice avec du CH.Cl, pour conduire a BLR5-
Bz (200 mg, 70%) sous forme de poudre blanche (Uwe et al., 2014).
111.6- Evaluation des activités biologiques
111.6.1- Activité antiplasmodiale

Elle a été évaluée utilisant le test pLDH décrit par Makler et al. (1993) contre la souche

3D7 de P. falciparum (Pf3D7) sensible a la chloroquine. Les parasites (Pf3D7) ont été
maintenus dans un milieu RPMI 1640 contenant de la L-glutamine 2 mM et de I'Hepes 25mM
(Lonza), supplémenté de 5% d'Albumax Il, de 20 mM de glucose, d'hypoxanthine 0,65 mM, de
60 ug / mL de gentamycine et de 2 a 4% d'hématocrite humaine, des globules rouges. Les
parasites ont été cultivés a 37 ° C sous une atmosphere de 5% de CO2, 5% de 02, 90% de N2
dans un ballon de culture T75 scellé.

Le criblage a concentration unique a été effectue en utilisant des solutions de 50 ug / ml
de l'extrait et de 20 pg / ml de composés purs ou combinés. Les combinaisons ont été obtenues
en mélangeant des solutions d'un seul composé correspondant volume par volume. Des
échantillons ont ensuite été ajoutés a des cultures de parasites dans des plaques transparentes a
96 puits et incubés dans un incubateur a 37 ° C. Au bout de 48 heures, 20 pi de culture ont été
retirés de chaque puits et combinés avec 125 pi d'un mélange de solutions de Malstat et de
solutions de NBT / PES dans une plague neuve a 96 puits. Ces solutions mesurent l'activité de
I'enzyme parasite lactate déshydrogénase (pLDH) dans les cultures. Un produit violet formé
lorsque la pLDH est activeé a été quantifié par un lecteur de microplaques Spectramax M3
(Abs620). La lecture de I'Abs620 dans chaque puits refléte I'activité de la pLDH et donc le

nombre de parasites présents.

Pour chaque concentration d'échantillon, le pourcentage de viabilité parasitaire -
I'activité de la pLDH dans les puits traités pour I'échantillon par rapport aux témoins non traités
a été calculée. Les échantillons ont été testés en double et les écarts-types (SD) ont éte dérives.
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Les échantillons qui réduisaient la viabilité¢ du parasite a < 50% a partir de 1’analyse a
concentration unique ont été utilisés dans un essai dose-réponse pour déterminer les valeurs de
la concentration inhibitrice a 50% (Clsg). Pour cela, les échantillons ont été dilués en série et
testés comme décrit. Les échantillons ont été testés en double et, pour chacun, un pourcentage
de viabilité a été porté en fonction du logarithme (concentration) et de la valeur de Clso obtenue
a partir de la courbe dose-réponse obtenue par régression non linéaire. La chloroquine a été
utilisée comme médicament standard (Makler et al., 1993).

111.6.2- Test in vitro de la trypanosomiase.

Les parasites Trypanosomabrucei (T.b.) sont les agents responsables de la maladie du
sommeil africaine (trypanosomiase humaine africaine) chez I’homme et de Nagana
(trypanosomiase africaine animale) chez les bovins. La sous-espéce responsable de Nagana -
Trypanosoma brucei (T.b. brucei) n'est pas infectueuse pour I'nomme et est couramment utilisée
pour le dépistage de drogues.

Pour évaluer I'activité trypanocide, des échantillons ont été ajoutés a des cultures de T.b.
brucei dans des plaques a 96 puits a une concentration fixe de 20 ug/mL pour les composés
simples et combinés et de 50 ug / mL pour les extraits. Aprés 48 heures d'incubation, les
parasites ayant survécu au traitement médicamenteux ont été mesurés en ajoutant la résazurine.
La résazurine est réduite en résorufine [un fluorophore (Exc560 / Em590)] dans des cellules
viables et a été quantifiée a I'aide d'un lecteur de microplaques Spectramax M3.

Les résultats ont été exprimés en % de viabilité parasitaire et la fluorescence de la
résorufine dans les puits traités avec I'échantillon par rapport aux témoins non traités. Les
échantillons ont été testés en double et les écarts-types (SD) ont été dérivés. Les échantillons
qui réduisent la viabilité du parasite a moins de 50% sont pris en compte pour la dilution afin
de déterminer la valeur de la Clso. En bref, les échantillons ont été dilués en série et testés en
double. Le pourcentage de viabilité a été tracé en fonction du logarithme (concentration) et de
la Clso obtenue a partir de la courbe dose-réponse obtenue par régression non linéaire. La
pentamidine a été utilisée comme médicament standard (Hirumi et al., 1997).

111.6.3- Test de cytotoxicité.

Des cellules HeLa du col utérin humain ont éte utilisées pour Vérifier la toxicité des
extraits bruts et des composes et de leurs combinaisons, comme décrit par Keusch et al. (1972).
Des solutions meres ont été préparées dans du DMSO a une concentration de 50 g / mL pour
I'extrait et de 20 uM pour les composés et les combinaisons. Pour évaluer la cytotoxicité

manifeste, les échantillons ont été placés dans des plaques a 96 puits contenant des cellules
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pendant 48 heures. Les nombres de cellules ayant survecu au traitement médicamenteux ont été
déterminés en utilisant le réactif a base de résazurine et en lisant la fluorescence de la résorufine

dans un lecteur de microplagques Spectramax M3.

Les résultats ont été exprimés en % de viabilité et la fluorescence de la résorufine dans
les puits traités avec le composeé par rapport aux témoins non traités. Les composés ont été testés
en double et les écarts-types (SD) ont éte derives. L'émétine (qui induit I'apoptose cellulaire) a

été utilisée comme contrdle positif (Keusch et al., 1972).

I11.7- Caractéristiques physicochimiques des composes isolés
» BLR3: Mélange de I’acide beilschmiedique A et de I’acidebeilschmiedique C.

Acide beilschmiedique A Acide beilschmiedique C

Poudre blanche

ESIHR : [M-H] "a m/z 343,22789 ; C22H3203

RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz): Tableau 23

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz):6n 6,93 (1H, d, J = 5,1 Hz, H-5a); 6,76 (1H, sl, H-5b); 5,42
(1H, dd, J=10,3 Hz et 4,0 Hz, H-8a); 5,48 (1H, dd, J = 10,3 Hz et 4,0 Hz, H-8b); 5,60 (1H, dd,
J=10,3 Hz et 3,4 Hz, H-9a et H-9b), 4,20 (H-4a) ; 4,03 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-4b), 1,40 (1H,
m, H-11a) ;1,38 (1H, m, H-11b),( 1,20- 1,30 intégrant pour 24 protons et attribuable aux protons
de 12 groupements méthyleénes de chaines alkyle), 0,87 (6H, t, J = 7,0 Hz, H-8’a et H-8’ b).

» BLR4: I’acide 3”,4"-méthylénedioxyendiandrique A.
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acide 3”,4"-méthylénedioxyendiandrique A.

poudre blanche

ESIHR : [M+Na] *& m/z 373,1416; C22H2,04Na

RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz): Tableau 22

RMN 1H (DMSO-ds, 500 MHz): 6,19 (dt, J = 2,4 et 9,6 Hz, H-4"), 5,58 (dt, J = 3,0 et 9,6 Hz,
H-5%), 5,71 (m, H-8") et 5,59 (m, H-9"), 5,95 (2H, s, H-7"), 6,76 (1H, sl, H-2"), 6,74 (1H, dd, J
=1,7 et 7,9 Hz, H-6") et 6,78 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-5").

» BLR5 : I’acide beilschmiedique D

1"COOH

acide beilschmiedique D

cristaux blancs
HREIMS ([M] *, m/z 328,2394; C2H320:
IR :vmax3418 (OH) et 1698 (C=0) cm™.

RMN *H (CDCls, 500 MHz): 7,28 (1H, dt, J = 7,5 et 3,7 Hz, H-5) et 5,61 (2H, Is, H-8, H-9),
1,27-1,46 (14H, brs, H-1"-H-7"), 0,89 (3H, t, J = 6,9 Hz).

RMN 13C (CDCls, 125 MHz): Tableau 20
» BLRG6 : I’acide beilschmiedique E
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I"COOH

acide beilschmidique E

Cristaux blancs
HREIMS [M] ¥, m /z 328,2394 ; C22H320;

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): Tableau 21

RMN 'H (CDCIs, 500 MHz): 6,24 (1H, d, J=9,4 Hz, H-4), 5,76 (1H, dt, J=9,9 et 2,5 Hz, H
-5), 5,49 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-8), 5,64 (1H, dt, J = 10,0 et 3,1 Hz, H-9), 1,21-1,46 (14H, brs,
H-1°-H-7"), 6 0,88 (t, J = 6,9 Hz).

» BLR2: Epicatechine

Epicatéchine

Poudre blanche
HREIMS [M+H] *a m/z 291,086; C15H1506

RMN 13C (Acétone-ds, 125 MHz): Tableau 8
RMN !H (Acétone-ds, 500 MHz): 6,81 (1H, dd, J = 8,2 et 2,0 Hz, H-6°); 6,85 (1H, d, J = 8,2
Hz, H-5%); 7,06 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2°); 6,02 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-8); 5,93 (1H, d, J = 2,3
Hz, H-6); 4,21 (1H, m, H-3) et 4,89 (1H, sl, H-2); 2,89 (1H, dd, J = 4,6 et 3,3 Hz, H-4a); 2,76
(1H, dd, J= 4,7 et 3,3 Hz, H-4b).

» BLR7 : g-sitosterol

Thése de Doctorat/Ph.D. rédigée par Waleguele Christine-Claire Page 212



Chapitre 3 : Partie Expérimentale

[-sitostérol

Poudre blanche

Formule brute C29Hs500

RMN H (CDClIs, 300 MHz):6n 5,32 (H-6), 3,50(H-3)

RMN 13C (Acétone-ds, 125 MHz): 140,7 (C-5), 121,7 (C-6), 71,8 (C-3)

> BLR8 : 3-O-4-D-glucopyranoside de g-sitostérol

OH

HO
HO

OH
H

3-O-f-D-glucopyranoside de fS-sitostérol

Poudre beige

HREIMS [M+H] "a m/z 576,8473 ; C3sHesO3
RMN !H (CDCls, 300 MHz): én 5,32 (H-6) ; 3,50 (H-3) ; 3,90-5,03 (signaux caractéristiques
d’un sucre) ; 5,01 (d, J = 7,8 Hz) (proton anomérique).

RMN 3C (Acétone-ds, 125 MHz):140,7 (C-5), 121,7 (C-6), 71,8 (C-3).

» BOET3' : Mélange de beilschmiedol B et beilschmiedol C
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beilschmiedol B beilschmiedol C
Huile jaunatre

HREIMS [M+K] "a m/z 367,2303 ; C23H3s0

RMN !H et $3C (CDCls, 600MHz): Tableau 24

» BOET3 : Mélange de 3-hydroxy-4-méthyl-2-( 13’-phényl-1’-n-tridecyl) -butanolide
(161), 3-hydroxy-4-méthyl-2-(11’-phényl- 1’-n-undecyl) -butanolide

o 1 5"
3-hydroxy-4-méthyl-2-(11'-phényl- 1'- 3-hydroxy-4-méthyl-2-( 13'-phényl-
n-undecyl)-butanolide 1'-n-tridecyl)-butanolide

Huile blanchatre
HREIMS [M+H]" a m / z 347,2597 et 375,2906 ; C22H3503 et C24H3903, respectivement

RMN 'H et 13C (CDCls, 400 MHz): on 7,14-7,29 (5H, m), 4,32 (1H, dd, J = 4,8 et 7,8 Hz, H-
3), 4,5 (1H, dg, J = 3,5 et 6,5 Hz, H-4), 1.26-2,60 (-CH2), 1,44 (-CH3).

RMN 13C (CDCL3, 125 MHz): Tableau 12

» BOETS5: acide 15-phénylpentadecanoique

Huile blanchatre
ESIHR : [M-H] * a m/z 317,2527 ; C21H330:
RMN !H et 13C (CDClIs, 400 MHz): Tableau 14

» BOET2 : benzéne 6-octadecene-1-yl
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. 6 1 3 5 /7 9
1 2 4 6 8 10
4 2
3 (5Z) 1-phényldec-5-ene

Huile blanchatre
ESI [M+Na]* a m/z 238,1540 ; CisH24Na, fragments [M-CH2] *(230), [M-C2H4]" (217), [M-
CsH11]" (173)

RMN !H et 13C (CDClI3, 400 MHz): Tableau 15
» BOET4 : pentacosan-1-ene

P SN N e Ve P N

pentacosan-1-ene

Huile blanchatre
ESI : [M-H]"a m/z349,1892; C2sHag
RMN 'H (CDClIs, 600 MHz): 0,89 (-CHs), 1,29-2,07(-CHz), 4,99 (=CH>), 5,84 (=CH).

RMN 3C (CDCls, 600MHz): 14.5(-CHs), 20-37(-CHs), 114,4 (=CH), 139,6 (=CHy2).
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» PAFL1 : Scopoletine

Scopoletine

Palette blanche
ESIHR : [M+H] " am/z 193,0212, C10H9O4
RMN *H et 3C (CDCls, 600MHz): Tableau 19

» PAF3: 1,2,4-trihydroxy-n-decadec-20-ene

HoH

11

15 13

1,2,4-trihydroxy-n-decadec-20-ene

Palettes blanches
ESIHR : [M+H] " a m/z 357,2422 ; C22H4s503
RMN H et C (CDCI3, 400 MHz): Tableau 16

» PAF4 : Luteine

Luteine

Poudre orange
ESIHR : [M+HCOOH-H] * a m/z 615,7418 ; C41H5904

RMN *H et 3C (pyridine-ds, 400 MHz): Tableau 18
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» PAR3: 9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-diméthoxysecoisolariciresinol

OH

9,9'-di-O-feruloyl-5,5'-diméthoxysecoisolariciresinol
Poudre blanche
ESIHR : [M+H]* am/z 775,2173; C42H47014
RMN H et 3C (pyridine-ds, 400MHz): Tableau 17
» PAFG6 : kaempferol-3-O- a-L-(3"E,4"E-di-p-coumaroyl) -rhamnoside

kaempferol-3-O- a-L-(3"E,4"E-di-p-coumaroyl) -rhamnoside
Poudre jaune

ESIHR : [M-H] " a m/z 723,1766 ; C3gH31014
RMN !H et 3C (CD40, 400MHz): Tableau 11
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» PAF8 : isoquercitrine

isoquercitrine  HO H

Poudre jaune
ESIHR [M-H] * a m/z 463,0961, C21H19012
RMN H et 1*C (DMSO-ds, 400MHz): Tableau 9

» PAF7 astragaline

astragaline
Poudre jaune

ESIHR [M-H] " am/z 463,0961 et 447,1005 ; C21H19012, C21H19011 respectivement

RMN H et 3C (pyridine ds, 400MHz): Tableau 10.
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