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UNIVERSITE DE YAOUNDE
I

FACULTE DES SCIENCES
Division de la Programmation et
du Suivi des Activités

Académiques

The University of Yaoundé |

Faculty of Science

Division of Programming and

follow-up

of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS
PERMANENTS

LIST OF PERMENENT TEACHING

STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2016/2017

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION : 15 Novembre 2017

ADMINISTRATION

DOYEN : AWONO ONANA, Professeur

VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur
VICE-DOYEN / DSSE : OBEN Julius ENYONG, Professeur
VICE-DOYEN / DRC : MBAZE MEVA’A Luc, Maitre de Conférences

Chef Division Affaires Académiques, Scolarité et Recherche : ABOSSOLO Monique,

Chargée de cours

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de

Conférences
1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (40)
NO
NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 |BENG née NINTCHOM PENLAP V. |Professeur En poste
2 |FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | MBACHAM Wilfred Professeur En poste
4 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
5 |OBEN Julius ENYONG Professeur Vice-Doyen (DSSE)
6 |BIGOGA DIAGA Jude Maitre de Conférences En poste
7 |BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
8 |FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste
9 |KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste
10 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
11 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
12 | NJAYOU Fredéric Nico Maitre de Conférences En poste
13 | WAKAM née NANA Louise Maitre de Conférences En poste
14 | BELINGA née NDOYE FOE Marie C. | Maitre de Conférences Chef DAF / FS
Florentine
15 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
16 | EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
17 | ACHU Mercy BIH Chargé de Cours En poste




18 | AZANTSA Boris Chargé de Cours En poste
19 | DEMMANO Gustave Charge de Cours En poste
20 | DJOKAM TAMO Rosine Chargé de Cours En poste
21 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Charge de Cours En poste
22 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane | Charge de Cours En poste
23 |EVEHE BEBANDOUE Marie — Chargé de Cours En disponibilité
Solange
24 | EWANE Cécile Anne Chargé de Cours En poste
25 | KOTUE TAPTUE Charles Charge de Cours En poste
26 | MBONG ANGIE MOUGANDE Mary | Chargé de Cours En poste
Ann
27 | MOFOR née TEUGWA Clautilde Chargé de Cours IA4/MINESUP
28 | Palmer MASUMBE NETONGO Charge de Cours En poste
29 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Charge de Cours En poste
30 | AKINDEH MBUH NJI Chargeé de Cours En poste
31 |LUNGA Paul KAILAH Charge de Cours En poste
32 |PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
33 | BEBEE FADIMATOU Assistant En poste
34 |BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie | Chargé de Cours En poste
35 |DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
36 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise | Chargé de Cours En poste
37 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
38 | MANANGA Marlyse Joséphine Assistant En poste
39 | MBOUCHE FANMOE Marcelline Assistant En poste
Joélle
40 | TIENTCHEU DJOKAM Léopold Assistant En poste
2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (B.P.A.) (44)
1 |BILONG BILONG Charles Félix Professeur Chef de Département
2 |DIMO Théophile Professeur En Poste
3 |FOMENA Abraham Professeur En Poste
4 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
5 |MIMPFOUNDI REMY Professeur En poste
6 |NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
7 |NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
8 |NOLA Moise Professeur En poste
9 | TAN Paul Vernyuy Professeur En poste
10 | TCHUEM TCHUENTE Louis Professeur Coord. Progr. MINSANTE
11 | AJEAGAH Gidéon AGHAINDOUM | Maitre de Conférences Chef Serv. /Diplomation FS
12 | DJIETO Lordon Champlain Maitre de Conférences En poste
13 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
14 |ESSOMBA née NTSAMA MBALLA | Maitre de Conférences VDRC/Chef dépt FMSB
15 |FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste
16 | KAMGANG René Maitre de Conférences C.E. MINRESI
17 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
18 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
19 | MONY NTONE Ruth Maitre de Conférences En poste
20 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences En poste
20 | ALENE Désirée Chantal Chargé de Cours Chef Serv. IMINSUP
21 | ATSAMO Albert Donatien Charge de Cours En poste




22 |BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste

23 | BILANDA Danielle Claude Charge de Cours En poste

24 | DJIOGUE Séfirin Chargé de Cours En poste

25 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Charge de Cours En poste

26 | JATSA MEGAPTCHE Hermine Charge de Cours En poste

27 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste

28 | MBENOUN MASSE Paul Serge Charge de Cours En poste

29 | MOUGANG NGAMENI Luciane Chargeé de Cours En poste

30 |LEKEUFACK FOLEFACK Guy Charge de Cours En poste

Benoit

31 |[NGOUATEU KENFACK Omer BEBE | Chargé de Cours En poste

32 |[NGUEGUIM TSOFACK Florence Chargé de Cours En poste

33 |[NGUEMBOCK Chargeé de Cours En poste

34 |NJUA Clarisse YAFI Charge de Cours En poste

35 | TADU Zéphirin Chargé de Cours En poste

36 | TOMBI Jeannette Charge de Cours En poste

37 | YEDE Chargé de Cours En poste

38 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste

39 | KANDEDA KAVAYE Antoine Assistant En poste

40 | KOGA MANG’Dobara Assistant En poste

41 |METCHI DONGFACK Mireille Flore | Assistant En poste

40 |[NOAHE. O. Vivien Assistant En poste

41 |MVEYO NDANKEU Yves Patrick Assistant En poste
3-DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (B. P. V.) (27)

1 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département

2 |AMBANG Zachée Professeur DAARS / UYII

3 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

4 | BELL Joseph Martin Maitre de Conférences En poste

5 |DJOCGOUE Pierre Francois Maitre de Conférences En poste

6 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste

7 |MBOLO Marie. Maitre de Conférences Coordo. Programme MINFOF

8 |NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI

9 |ZAPFACK Louis Maitre de Conférences En poste

10 | ANGONI Hyacinthe Chargé de Cours En poste

11 |BIYE Elvire Hortense Chargé de Cours En poste

12 | MAHBOU SOMO TOUKAM Gabriel |Chargé de Cours En poste

13 |MALLA Armand William Chargé de Cours En poste

14 | MBARGA BINDZI Marie Alain. Chargé de Cours Inspecteur académ. N°1

MINESUP

15 | NGALLE Hermine BILLE Chargé de Cours En poste

16 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Chargé de Cours En poste

17 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy Chargé de Cours En poste

Léonard

18 | NGOUO Lucas Vincent Charge de Cours En poste

19 | NSOM ZAMO Annie Claude ép. Pial | Chargé de Cours Expert national. /UNESCO

20 | ONANA Jean Michel Charge de Cours En poste

21 | TONFACK Libert Brice Charge de Cours En poste

22 | TSOATA Esaie Chargé de Cours En poste

23 | DJEUANI Astride Carole Assistant En poste




24 | GONMADGE Christelle Assistant En poste
25 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Assistant En poste
26 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistant En poste
27 |NOUKEU KOUAKAM Armelle Assistant En poste
4-DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (C.1.) (35)
1 |KETCHA MBADCAM Joseph Professeur Chef de Département
2 |NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
3 |NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen/ UD
4 |GHOGOMU Paul MINGO Professeur Directeur Cabinet PM
5 |LAMINSI Samuel Professeur En poste
6 | MELO née CHINJE Uphie F. Professeur Recteur/UN
7 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice-Recteur/ Ubda
8 |NANSEU Charles Péguy Professeur En poste
9 |NENWA Justin Professeur En poste
10 |BABALE DJAM DOUDOU Maitre de Conférences En poste
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
12 | ELIMBI Antoine Maitre de Conférences En poste
13 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
14 |NDIKONTAR Maurice KOR Maitre de Conférences Vice-Doyen/Ubda
15 |NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences Recteur /UB
16 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
17 |ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
18 | CHEUMANI YONA Arnaud Chargé de Cours En poste
19 |EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
20 | GWET Simon — Pierre Chargé de Cours En poste
21 | KAMGANG YOUBI Georges Chargé de Cours En poste
22 | KEUMEGNE MBOUGUEM Jean Chargé de Cours En poste
Claude
23 | KENNE DEDZO Gustave Chargé de Cours En poste
24 | MBEY Jean Aimé Chargé de Cours En poste
25 |NDI Julius NSAMI Chargé de Cours En poste
26 | NDOSIRI Bridget NDOYE Chargé de Cours En poste
27 |NJIOMOU Chantale épse DJANGANG | Chargé de Cours En poste
28 |NJOYA Dayirou Chargé de Cours En poste
29 |NYAMEN Linda Dyorisse Chargé de Cours En poste
30 |[PABOUDAM GBAMBIE Awaou Chargé de Cours En poste
31 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
32 |BELIBI BELIBI Placide Désiré Assistant En poste
33 | KOUOTOU DAOUDA Assistant En poste
34 | MAKON Thomas Beauregar Assistant En poste
35 |[NCHIMI NONO Katia Assistant En poste
5-DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (C.0.) (33)
1 |DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/ DPSSA
2 |GHOGOMU TIH ROBERT RALPH Professeur Directeur 1.B.A. Foumban
3 | MBAFOR Joseph Professeur En poste
4 |NGADJUI TCHALEU B. Professeur Chef de dept FMBS
5 |NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de dépt. UDs




6 |NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département

7 | NYASSE Barthélemy Professeur Directeur /UN

8 |PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur au MINESUP

9 |WANDJI Jean Professeur En poste

10 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DEPE/ UYI

11 |FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste

12 | KEUMEDJIO Felix Maitre de Conférences En poste

13 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste

14 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste

15 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste

16 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Vice-Recteur/ UYII

17 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste

18 | TCHUENDEM KENMOGNE Marguerite | Maitre de Conférences En poste

19 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste

20 | AMBASSA Pantaleon Chargé de Cours En poste

21 |EYONG Kenneth OBEN Chargé de Cours En poste

22 |FOTSO WABO Ghislain Chargé de Cours En poste

23 | KAMTO Eutrophe Ledoux Chargé de Cours En poste

24 | MKOUNGA Pierre Chargé de Cours En poste

25 | NGO MBING Joséphine Chargé de Cours En poste

26 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Chargé de Cours Chef Cell/ MINRESI

27 |NOTE LOUGBOT Olivier Chargé de Cours CEA/MINESUP

28 | OUAHOUO WACHE Blandine Marlyse Chargé de Cours En poste

29 | TABOPDA KUATE Turibio Chargé de Cours En poste

30 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste

31 |ZONDEGOUMBA Ernestine Chargé de Cours En poste

32 |NGINTEDO Dominique Assistant En poste

33 |[NGOMO Orléans Assistant En poste
6-DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (30)

1 |FOUDA NDJODO Marcel Professeur IGA-MINESUP/Chef Dpt ENS

2 |ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef de Département

Chef Division MINESUP

3 |NDOUNDAM René Maitre de Conférences En poste

4 | CHEDOM FOTSO Donatien Chargé de Cours En poste

5 |DJAM Xaviera Youth KIMBI Chargé de Cours En poste

6 | KOUOKAM KOUOKAM Etienne Appolin | Chargé de Cours En poste

7 |MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

8 |MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

9 |TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste

10 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste

11 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste

12 | ABESSOLO ALO’O Gislain Assistant En poste

13 | AMINOU Halilou Assistant En poste

14 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste

15 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste

16 |EBELE Serge Assistant En poste

17 |HAMZA Adamou Assistant En poste

18 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistant En poste
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19 | KAMGUEU Patrick Olivier Assistant En poste
20 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
21 | MAKEMBE S. Fritz Oswald Assistant En poste
22 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistant En poste
23 | MONTHE DJIADEU Valery Martial Assistant En poste
24 |NKONDOCK MI BAHANACK Nicolas Assistant En poste
25 |OLE OLE David Claude Assistant En poste
26 | TAPAMO KENFACK Hyppolite Assistant En poste
7-DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (33)
1 |BEKOLLE David Professeur Vice-Recteur UN
2 |BITJONG NDOMBOL Professeur En poste
3 |DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste
4 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département
5 |EMVUDU WONO Yves S. Maitre de Conférences Dir. MINESUP
6 |NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
7 |NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
8 |AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours C.E. MINEPAT
9 |BOGSO Antoine M Chargé de Cours En poste
10 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
11 | DOUANLA YONTA Hermann Chargé de Cours En poste
12 |FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
13 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
14 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
15 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
16 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
17 | MBEHOU Mohamed Chargé de Cours En poste
18 | MBELE BEDIMA Martin Chargé de Cours En poste
19 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
20 | NGUEFACK Bertrand Chargé de Cours En poste
21 |POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne- Marie Chargé de Cours En poste
26 | DJIADEU NGAHA Michel Assistant En poste
27 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
28 |NIMPA PEFOUKEU Romain Assistant En poste
29 | TANG AHANDA Barnabé Assistant Chef Serv. MINPLAMAT
30 | TETSADJIO TCHILEPECK Mesmin Erick | Assistant En poste
8-DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MB) (13)
1 |ETOA Frangois-Xavier Professeur Recteur UDO/Chef de
Département
2 |BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
3 |ESSIA NGANG Jean Justin Maitre de Conférences Chef de Division recherche
IMPM
4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5 |NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
6 |RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
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7 |SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
8 |BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 |ENO Anna Arey Chargé de Cours En poste
10 |ESSONO OBOUGOU Germain Gabriel Chargé de Cours En poste
11 |BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOT Jacky Assistant En poste
13 | TCHIKOUA Roger Assistant En poste
9-DEPARTEMENT DE PHYSIQUE (PH) (41)
1 |ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
2 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
3 |NJOMO Donatien Professeur En poste
4 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen/Ubda
5 |WOAFO Paul Professeur En poste
6 |NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
7 |PEMHA Elkana Professeur En poste
8 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
9 |BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences Dir.Gén. B. MEKIM
10 | BEN- BOLIE Germain Hubert Maitre de Conférences En poste
11 | DJUIDJE KENMOE Gemaine épse
ALOYEM KAZE Maitre de Conférences En poste
12 |EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Dépt UN
13 |EYEBE FOUDA Jean Sire Maitre de Conférences En poste
14 | FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences En poste
15 | MBANE BIOUELE Maitre de Conférences En poste
16 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
17 |NJANDJOCK NOUCK Philippe Maitre de Conférences Chef Serv. MINRESI
18 | NOUAYOU Robert Maitre de Conférences En poste
19 | OUMAROU BOUBA Maitre de Conférences En poste
20 |SAIDOU Maitre de Conférences En poste
21 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
22 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
23 | BODO Bernard Chargé de Cours En poste
24 |ENYEGUE A NYAM Frangoise epouse Chargé de Cours En poste
BELINGA
25 |EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
26 |FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cellule MINADER
27 | HONA Jacques Chargé de Cours En poste
28 | MBINACK Clément Chargé de Cours En Poste
29 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
30 |NDOP Joseph Chargé de Cours En poste
31 |OBOUNOU Marecel Chargé de Cours Dir.acad/Univ.Int.Etat Cam-
Congo
32 | SIMO Elie Chargé de Cours En poste
33 | TABI Conrad Bertrand Chargé de Cours En poste
34 | TCHOFFO Fidele Chargé de Cours En poste
35 | VONDOU DERBETINI Appolinaire Chargé de Cours En Poste
36 | WAKATA née BEYA Annie Chargé de Cours Chef Serv. MINESUP
37 | WOULACHE Rosalie Laure Chargé de Cours En poste
38 | ABDOURAHIMI Assistant En Poste




39 | CHAMANI Roméo Assistant En Poste
40 |MELI’T Jorelle Larissa Assistant En Poste
41 |MVOGO Alain Assistant En Poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (S.T.) (44)
1 |NDJIGUI Paul-Désiré Professeur Chef de Department
2 |NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
3 |BITOM Dieudonné Lucien Professeur Doyen FASA/ U D
4 |FOUATEU Rose épouse YONGUE Maitre de Conférences En poste
5 |KAMGANG Pierre Maitre de Conférences En poste
6 |MEDJO EKO Robert Maitre de Conférences Conseiller Technique/UY I
7 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/MINMIDT
8 |NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Maitre de Conférences En poste
9 |NGOS Il Simon Maitre de Conférences D.AA.C./UM
10 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
11 | NKOUMBOU Charles Maitre de Conférences En poste
12 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
13 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef de Divi/ MINTP
14 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Chargé de Cours Chef DAASR FS/UYI
15 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
16 |BISSO Dieudonné Chargé de Cours Dir.Projet Barage Memve ele
17 |EKOMANE Emile Chargé de Cours En poste
18 |ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
19 |EYONG John TAKEM Chargé de Cours En poste
20 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Serv D’ETAT /MINMIDT
21 | GANNO Sylvestre Chargé de Cours En poste
22 | GHOGOMU Richard TANWI Chargé de Cours Chef de Dépt IMIP/Maroua
23 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
24 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
25 | MINYEM Dieudonné Chargé de Cours Chef de Dépt IMIP/Maroua
26 | MOUAFO Lucas Chargé de Cours En poste
27 |NGO BELNOUN Rose Noél Chargé de Cours En poste
28 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargé de Cours En poste
29 |NGUEUTCHOUA Gabriel Chargé de Cours CEA MINRESI
30 |NYECK Bruno Chargé de Cours En poste
31 | ONANA Vincent Chargé de Cours En poste
32 | TCHAKOUNTE Jacqueline ép. NUMBEM | Chargé de cours CEA MINRESI
33 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Chargé de Cours En poste
34 | 20’0 ZAME Philémon Chargé de Cours DG ART
35 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste
36 | ANABA ONANA Achille Basile Assistant En Poste
37 |BINELI BETSI Thierry Olivier Assistant En Poste
38 | METANG Victor Assistant En poste
39 | NOMO NEGUE Emmanuel Assistant En poste
40 |SABABA Elisé Assistant En Poste
41 | TCHAPTCHET TCHATO De Pesquidoux I | Assistant En poste
42 | TEHNA Nathanaél Assistant En poste
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Répartition chiffrée des enseignants permanents par Département

(15 Novembre 2017)
Département Nombre d’enseignants
Pr MC CcC ASS Total
BC 05 (1) 9 (3) 18 (9) 08 (4) 40 (18)
BPA 10 (0) 10 (1) 18 (6) 6 (4) 44 (11)
BPV 3(0) 6 (4) 13 (3) 5(5) 33 (9)
C.l. 9 (1) 7 (0) 15 (3) 4 (1) 35 (5)
C.O. 9 (0) 10 (3) 12 (3) 2 (0) 33 (6)
IN 2 (0) 1(0) 8 (0) 15 (2) 26 (2)
MA 3(0) 4 (0) 18 (1) 5(0) 30 (1)
MB 1(0) 6 (1) 4 (2) 2 (0) 13 (3)
PH 8 (0) 14 (1) 15 (2) 4 (1) 41 (5)
ST 3(0) 10 (1) 22 (4) 7 (0) 44 (5)
Total 59 (2) 80 (14) 139 (33) 67 (18) 345 (67)
Soit un total de : 345 (67) dont
- Professeurs 59 (2)
- Maitres de Conférences 80 (14)
- Chargés de Cours 139 (33)
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RESUME

Les pandemies du VIH-SIDA et du paludisme constituent des probléemes de santé
publique majeurs car elles sont responsables d’une morbidité et de mortalité élevées
particulierement en Afrique sub-Sahérienne. De plus, le phénomeéne de baisse d’efficacité aux
combinaisons médicamenteuses observé chez les pathogenes responsables de ces pandémies
stimule la recherche de nouvelles substances actives contre la réplication du VIH et possédant
une activité sur Plasmodium. Ainsi, le présent travail vise a évaluer les activités inhibitrices
de la transcriptase inverse du VIH 1 et du Plasmodium falciparum de Polyalthia suaveolens,
Uvaria angolensis et Monodora tenuifolia.

Les extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques des feuilles, des brindilles et des
écorces ont été préparés par macération. Les extraits bruts éthanoliques ont été fractionnés par
partition liquide-liquide pour I’obtention des fractions aqueuses, et interfaces chlorure de
méthyléne/eau (CH,Cl,/H,0). Les extraits méthanoliques les plus actifs sur la transcriptase
inverse ont été fractionnés par épuisement et les fractions obtenues ont été soumises a une
analyse qualitative par chromatographie LC-QTOF/SM d’une part. D’autre part, un criblage
phytochimique qualitatif et un fractionnement par chromatographie sur colonne de la fraction
méthanolique active sur Plasmodium falciparum ont été réalisés. Le potentiel inhibiteur de la
transcriptase inverse associée a I’ADN polymérase ARN-dépendant et I’ARNase H du VIH1
a été mesurée par fluorométrie. La cytotoxicité des fractions actives a été évaluée sur la lignée
cellulaire cancereuse du poumon humain A549. L’activité antiplasmodiale in vitro contre la
souche K1 de Plasmodium falciparum a été déterminée par le test de fluorescence au SYBR
green |. Enfin, la toxicité aigiie et I’activité antiplasmodiale suppressive in vivo de la fraction
la plus active ont été évaluées chez les souris infectées par le modéle plasmodial des rongeurs
Plasmodium berghei.

Des 18 extraits bruts testés contre I’activité de I’ARNase-H et I’ADN polymeérase
ARN dépendant, 6 obtenus de U. angolensis ont montré une bonne activité inhibitrice avec
des concentrations inhibitrices a 50% comprises entre 1,0<Clso<53 pg/ml et 0,62<Cl5,<46,5
pg/ml respectivement. L'extrait brut méthanolique de 1’écorce de U. angolensis était le plus
actif avec des Clsg de 0,62 pg/ml et 1,00 pg/ml sur ’ADN polymérase ARN-dépendant et
I’ARNase-H, respectivement. Apres le fractionnement, le résidu 4 et la fraction aqueuse ont
présenté une tres bonne activité sur I’ARNase H avec des Clsp de 0,10 pg/ml et 0,29 pg/ml
respectivement. L’analyse chimique de ces fractions actives a permis d’identifier les

chalcones tels que 1’angolétine et les glycérolipides (le stearoyl glycérol et palmitoyl
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glycerol). La fraction aqueuse et le résidu solide ont présenté une selectivité d’action sur les
cellules A549.

D’autre part, 54 extraits/fractions ont été testés in vitro contre la souche K1 de P.
falciparum. A I’issue de ce test, 6 extraits bruts éthanoliques de P. suaveolens ont présenté
une bonne activité avec des Clso variant de 4,53 a 10,00 pg/ml. La fraction méthanolique des
brindilles de P. suaveolens a montré une tres bonne activité antiplasmodiale avec une Clsy de
3,24 pg/ml. Cette derniére a été sélectionnée pour un screening phytochimique qualitatif. Les
alcaloides, les composés phéenoliques et les composés lactoniques ont été identifiés comme les
principaux groupes de métabolites secondaires présents. Apres fractionnement, la sous-
fraction PS8 a montré une bonne inhibition et selectivité contre P. falciparum relativement a
la fraction mére avec une Clsy de 4,42 pg/ml. De plus, cette derniere a montré une dose
Iéthale 50 (DLsg) supérieure & 5000 mg/kg de poids corporel lorsque administrée par voie
orale chez les souris. Le pourcentage de suppression de la parasitémie de P. berghei chez les
souris infectées était de 79,39 % a la dose de 400 mg/kg. La dose permettant la suppression de
50% de parasites (DSsp) était de 71,39 mg/kg.

Les résultats qui découlent de ce travail indiquent P. suaveolens et U. angolensis
comme des sources potentielles de métabolites secondaires dotés de propriétés inhibitrices du
P. falciparum et de la transcriptase inverse du VIHL1. Les fractions ainsi actives devraient étre
étudiées en détail, avec pour objectif ultime d’isoler les principes actifs comme bases du

développement de nouveaux médicaments contre le VIH/Sida et le paludisme.

Mots clés: Polyalthia suaveolens, Uvaria angolensis, Monodora tenuifolia,

antiplasmodiale, transcriptase inverse, VIH/Sida, paludisme.
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ABSTRACT

HIV-AIDS and malaria pandemics are considered as major public health concerns
with high rate of mortality and morbidity particularly in sub-Saharan Africa. In addition, the
spread of resistance to combination therapies reported for these pathogens stimulated the need
to search for new active substances on the replication of HIV and Plasmodium. Thus, this
work aimed to evaluate the inhibitory activity of extracts from Polyalthia suaveolens, Uvaria
angolensis and Monodora tenuifolia on reverse transcriptase HIV 1 and Plasmodium
falciparum.

Aqueous, ethanolic and methanolic crude extracts of leaves, twigs and bark were
prepared by maceration. The ethanolic crude extract was fractionated by liquid-liquid
partition to obtain aqueous, CH,Cl,/H,O interface residues and methanolic fractions. The
most active methanolic extract on HIV reverse transcriptase were fractionated and the
fractions were submitted to a qualitatively analyzed using LC-QTOF/MS. On the other hand,
a qualitative phytochemical screening and fractionation by column chromatography of potent
fraction against K1 strain of Plasmodium falciparum were performed. The inhibitory potential
associated to RNA dependent DNA polymerase and RNAase H of HIV1 was measured by
fluorometry. The cytotoxicity of the active fractions was evaluated on human lung
adenocarcinoma cell line (A549) and the Human Foreskin Fibroblast (HFF) cell line. In
addition, the antiplasmodial activity against the K1 strain of Plasmodium falciparum was
evaluated in vitro by monitoring fluorescence using SYBR Green I. Finally, the acute toxicity
and the in vivo suppressive efficacy of the promising fraction were evaluated in mice using
the rodent parasitic strain, Plasmodium berghei.

Of the 18 crude extracts tested on RNAase H and DNA polymerase RNA dependent, 6
from U. angolensis showed good inhibitory activities with 50% inhibitory concentrations
varying from 1.0<IC5<53 pg/ml to 0.62 <ICs0<46.5 pg/ml respectively. The crude
methanolic extract of U. angolensis stem bark was the most active with 1Csy values of 0.62
pg/ml and 1.00pug/ml on the DNA polymerase and the RNAase H respectively. Following the
fractionation, the solid residue 4 and the aqueous fraction exhibited very good activities with
ICso values of 0.10pg/ml and 0.29 pg/ml respectively on RNAase H. Finally, the qualitative
analysis of these fractions led to the identification of chalcones such as angoletin, and
glycerolipids (palmitoyl and stearoyl glycerol). The aqueous fraction showed selectivity of
action vis-a-vis the enzymes relative to the A549 cells.

On the other hand, from the 54 extracts/fractions submitted to in vitro screening

against K1 strain of P. falciparum, 6 ethanolic extracts from P. suaveolens inhibited parasite
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growth with 1Cs, values ranging from 4.53 pg/ml to 10.00 pg/ml. Besides, the methanolic
fraction of P. suaveolens twigs displayed a very good antiplasmodial activity with 1Csy value
of 3.24 pg/ml. Qualitative phytochemical analysis of the latter showed the presence of
alkaloids, phenolic compounds and lactones as the main secondary metabolites. The
fractionation of this fraction led to the subfraction PS8 which showed a good inhibition of P.
falciparum relative to the starting fraction with 1Csg of 4.42 pg/ml. This latter also showed
selective antiplasmodial activity relative to the HFF cell line. Moreover, when tested for acute
toxicity in mice by oral administration, the 50% lethal dose was found to be higher than 5000
mg/kg body weight. The methanolic fraction of P. suaveolens twigs was also suppressive
against P. berghei parasitaemia in mice with percent suppression of 79.39% at 400 mg/kg
b.w. The dose able to suppress 50% of parasites (SDsg) was estimated at 71.39 mg/kg b.w.

The results achieved in this work are promising and indicate P. suaveolens and U.
angolensis as potential sources of secondary metabolites active against P. falciparum and
reverse transcriptase of HIV1. The promising fractions/subfraction should be submitted to
detailed studies to isolate the active principles as starting points for development of new drugs
against HIV/Aids and malaria.

Key words: Polyalthia suaveolens, Uvaria angolensis, Monodora tenuifolia,

antiplasmodial, reverse transcriptase, HIVV/Aids, Malaria.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies infectieuses constituent de véritables problemes de santé dans le monde,
particulierement en Afrique sub-Saharienne. En effet, 1’infection par le VIH et le paludisme
sont deux des plus importants problémes de santé publique. Ensemble, ils causent plus de 4
millions de déces par an, particulierement chez les enfants et les jeunes adultes (Aubry,
2015). Globalement, 36,7 millions de personnes sont infectées par le VIH avec 1 million de
déces liés au Sida en 2016 (ONUSIDA, 2017). L’ Afrique est le continent le plus touché avec
25,6 millions d’individus atteints. Particulierement, I’ Afrique centrale représente la deuxiéme
région africaine la plus affectée avec 6,1 millions de personnes atteintes et une estimation de
370000 déces. Au Cameroun, I’infection par le VIH constitue 1’une des causes de mortalité
avec 29000 déces par an. De plus, 32000 personnes sont nouvellement infectées par an
(ONUSIDA, 2017 ; CDC Cameroun, 2013). Quant au paludisme, c’est une infection
parasitaire majeure dans les régions tropicales et subtropicales. Il touche 91 pays avec 3,3
milliards d’individus a risque d’infection palustre (40% de la population mondiale) D’apres
un récent rapport de ’OMS, I’infection a Plasmodium provoque 216 millions de cas de
morbidité et 445000 décés par an (OMS, 2017). Plasmodium falciparum et P. vivax sont les
especes les plus virulentes en Afrique et en Asie du Sud-Est (OMS, 2017 ; Greenwood et al.,
2008). L’Afrique sub-Saharienne est la région la plus touchée avec 92% de déces (OMS,
2017 ; 2016). Au Cameroun, le nombre de cas de paludisme est estimé a 5440000 et 8000
déces par an (OMS, 2017).

La pathogenicité du VIH et du parasite Plasmodium est du au fait qu’ils possédent des
cibles métaboliques essentielles dans leur cycle de vie parmi lesquelles les enzymes.
L’implication des enzymes par leur rdle de catalyseur dans plusieurs processus
physiologiques peuvent influencer la progression des maladies infectieuses. En général, les
polymérases jouent un réle primordial dans la réplication de I’ADN et pourraient de ce fait
représenter des cibles de choix pour le développement de nouvelles thérapies contres les
maladies infectieuses telles que le VIH/Sida et le paludisme (Berdis, 2008 ; Copeland,
2005). Par exemple, I’ADN polymérase du Plasmodium falciparum est impliqué dans la
polymérisation des desoxyribonucleotides durant la réplication ou la réparation du matériel
génétique (Sutton et Walker, 2001). La télomérase transcriptase inverse du Plasmodium
falciparum (TelTIPf) est une polymérase permettant de maintenir les extremités télomériques
du chromosome par retranscription de sa sous-unit¢ ARN pour la synthése de I’ADN

exprimée au niveau des stades hépatiques asexuels (trophozoites et schizontes) (Mohanty et




al., 2015). Par ailleurs, les polymérases ou transcriptase inverse sont aussi essentielles et
fondamentales dans le cycle de réplication du VIH. Elle est constituée de deux sites
catalytiques indispensables pour son activité tels que ’ARNase H et ’ADN polymérase
permettant de dégrader le brin d’ARN de I’intermédiaire hybride formé ARN/ADN et de
synthétiser ’ADN complémentaire respectivement. L’ensemble de ce processus aboutit
ensuite a la production des particules virales infectieuses (Engelman et Cherepanov, 2012 ;
Parniak et SluisCremer, 2000).

A ce sujet, les études de Vasuvat et al (2016) ont démontré 1’activité du composé
butylphenyl-dGTP sur la sous unité catalytique 6 de la polymérase de P. faciparum. Dans le
méme sens, Sriwilaijareon et al ont montré 1’inhibition de la télomérase Tl du P. falciparum
par la Berberine. Le virus de I’'Immunodéficience Humaine et I’infection a Plasmodium
falciparum se chevauchent géographiquement notamment en Afrique sub-Sahérienne. Des
études suggerent que chez les patients co-infectés, chaque maladie exacerbe I’autre (Flateau
et al., 2011 ; Abu-Raddad et al., 2006). De plus l’infection par le VIH augmente la
susceptibilité au paludisme, tandis que le paludisme en phase aigiie entraine une réplication
transitoirement accrue du VIH (Schrumpf et al., 2015 ; Slusker et Marston, 2007 ; Renia et
Potter, 2006). La thérapie chez les patients souffrant de VIH vivant dans les régions ou le
paludisme est endémique consiste a I’administration des inhibiteurs de la transcriptase inverse
(Efavirenz) et des protéases tels que Lopinavir. Certains auteurs ont suggéré que 1’étude du
potentiel antiplasmodial des inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH apporterait une
valeur ajoutée dans le controle de ces infections. En effet, les travaux menés par Hobbs et al.
(2013) et Parikh et al. ont démontré la capacité des inhibiteurs de la transcriptase inverse et
des protéases virales du VIH a inhiber les différents stades hépatiques du Plasmodium. De
méme, Nsanzabana et Rosenthal (2011) ont démontré I’activité antiplasmodiale in vitro des
inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIHL1. Il a été démontré que les inhibiteurs analogues
nucléosidiques de la TI du VIH1 (3’-azido-3’-desoxythymidine triphosphate ou Zidovudine)
similaire a la télomérase Tl du P. falciparum, avaient la capacité d’inhiber I’activité
télomérase du P. falciparum par un mécanisme similaire (Mohanty et al., 2015 ; Bottius et
al., 1998).

Des études ont montré qu’une co-administration des antiretroviraux et des
combinaisons  thérapeutiques a base d'Artémisinine  (Arthéméther+Luméfantrine ;
Artésunate+Amodiaquine) présente des limites telles que les interactions antagonistes
entrainant une reduction du métabolisme des dérivés de I’ Artémisinine en un métabolite actif
(dihydro-Artémisinine) avec un risque accru d’échec thérapeutique contre le paludisme. On
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note en plus, le développement des résistances du Plasmodium et du VIH a ces combinaisons
médicamenteuses, et la non disponibilité contribuent a la baisse de ’efficacité du controle
thérapeutique (Arts et Hazuda, 2015; Kyaw et al., 2015 ; Burda et al., 2010 ; OMS, 2004 ;
Collier et al. 1996). Par voie de conséquence, cette problématique souligne la nécessité de
rechercher de nouvelles molécules inhibitrices de la réplication du VIH, et ayant une activité
sur le Plasmodium. Cette approche serait prometteuse et permettrait d’optimiser le traitement
des patients VIH vivant dans les régions ou le paludisme est endémique.

Les plantes médicinales ont de tout temps prouvé leur crédibilité comme sources de
métabolites secondaires dotés de propriétés biologiques variées. Les exemples les plus
celébres incluent la Quinine abondamment produite par les plantes du genre Cinchona et
I’ Artémisinine isolé de Artémisia annua qui sont les squelettes de base pour le développement
des médicaments contre le paludisme En effet, les plantes de la famille des Annonacées sont
connues pour leur richesse en métabolites secondaires tels que les alcaloides, les composés
phénoliques, les terpénoides, et les acétogénines potentiellement actives sur les protozoaires et
les virus (Ntie-Kang et al., 2014 ; Macabeo et al., 2014 ; Boyom et al., 2011). A ce titre, des
études ethnopharmacologiques ont révelé Polyalthia suaveolens, Monodora tenuifolia, et
Uvaria angolensis comme bases de potions traditionnelles utilisées dans le traitement du
paludisme au Cameroun (Tsabang et al., 2012 ; Bele et al., 2011 ; Focho et al., 2010 ).
Cependant trés peu d’études scientifiques ont été menées pour valider leur potentiel.

De ces faits nous avons émis une hypothese selon laquelle :
Hypothese de recherche : Les extraits de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis
possederaient des propriétés antiplasmodiale et anti-VIH
Objectif général : Evaluer de I’activité des extraits et fractions de P. suaveolens, M.
tenuifolia et U. angolensis contre quelques enzymes importantes de la replication du VIH1 et
sur Plasmodium.
Obijectifs spécifiques
Plus spécifiquement il s’était agi de:
» Déterminer les propriétés inhibitrices des extraits et fractions de P. suaveolens, M.
tenuifolia et U. angolensis de la transcriptase inverse (T1) du VIH1.
» Déterminer I’activité antiplasmodiale in vitro contre la souche K1 de Plasmodium
falciparum
» Evaluer la toxicité aigle et 1’efficacite suppressive in vivo de la fraction la plus active chez

les souris infectées par Plasmodium berghei.







CHAPITRE | REVUE DE LA LITTERATURE

I-1 GENERALITES SUR LE VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH)
I-1-1 Classification et caractéristiques des virus

Le VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine) est un virus de la famille des
Retroviridae et appartenant au genre lentivirus. Les rétrovirus sont caractérisés par la capacité de
transcrire leur génome d'acide ribonucléique (ARN) en acide désoxyribonucléique (ADN) a
I'intérieur de la cellule par la transcriptase inverse. lls infectent principalement les cellules du
systeme immunitaire et par conséquent provoquent des immunodéficiences (Hoffmann et
Rockstroh, 2012 ; Engelman et Cherepanov, 2012).

Le virus du VIH est classé en 2 types: VIH de type 1 et le VIH de type 2 (VIH-2). En
effet, ces types différent par I'organisation de leur génome, leur origine geographique et leur lien
de parenté avec le virus de I'lmmunodéficience Simienne (VIS). Selon I'analyse des séquences
génomiques, le VIH-1 est divisé en trois groupes: M, O et N et P. Ce virus est le plus virulent et
le plus répandu dans le monde ou il infecte plus de 30 millions de personnes dans le monde
entier. 1l infecte spécifiquement les cellules du systéme immunitaire notamment les lymphocytes
T CD4+ (LT CDA4+), les macrophages, les cellules dendritiques, ainsi que des cellules des
systemes lymphatiques, hématopoiétique et nerveux (Hoffmann et Rockstroh, 2012). La
destruction des LT CD4+, qui constituent la clé du systéeme immunitaire, va entrainer une chute
de P’efficacité de la réponse immunitaire face aux agressions extérieures.

Quant au virus du VIH-2, il est réparti en 8 groupes d’A-H et a été localisé en Afrique de
1I’Ouest. Sa vitesse de transcription et la progression de la maladie est plus lente au cours de leur
infection (Engelman et Cherepanov, 2012; Hoffmann et Rockstroh, 2012; Fanales-Belasio et
al., 2010).

I-1-2 Epidémiologie de I’infection du VIH-SIDA

L’infection du VIH est I’'une des pandémies les plus dévastatrices dans le monde et

continue d’étre parmi les principaux défis pour la communauté scientifique. La répartition

mondiale des personnes vivant avec le VIH sont représentées dans la figure 1 suivante.
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Répartition des personnes vivant avec le VIH dans le monde

SOURCES : OMS, ONUSIDA

Source : (ONUSIDA, 2017)

Figure 1 : Répartition mondiale des personnes vivant avec le VIH-SIDA en 2016

En 2016, 36,7 millions de personnes vivaient avec le VIH dans le monde dont 2,1
millions de nouveaux cas infectés au total. On comptait 1 million de déces liés au Sida.
L’Afrique constitue la région la plus touchée avec 25,6 millions d’individus atteints. En
particulier, I’ Afrique centrale représente la deuxieme région africaine la plus affectée avec 6,1
millions de personnes atteintes. Dans cette zone, 370000 décés de cette population ont été
enregistrés en 2016 (ONUSIDA 2017).

Le VIH/SIDA affecte majoritairement les femmes qui représentent la population la plus
exposée. En effet, des 34,5 millions d’adultes, on a dénombré 17,8 millions de femmes de 15 ans
et plus qui sont infectées du VIH en 2016. (ONUSIDA, 2017).

Le Cameroun, est I’'un des pays africains ou le VIH constitue la premiére cause de
mortalité. En 2016, 32000 personnes ont été nouvellement infectées et 29000 déces liés au SIDA
ont été enregistrés. Dans cette région, 560000 individus vivaient avec le VIH dont 37% avaient
acces au traitement antiretroviral. Les populations clés sont constituées des groupes exposés a un
risque accru. Il s’agit notamment des prostituées avec un taux de prévalence de 24,3%, des
hommes gay (37,2%) et 3,96 % des prisonniers (ONSIDA, 2017; CDC Cameroun, 2013).

I-1-3 Pathogénese du virus
I-1-3-1 Structure morphologique du virus VIH
Le VIH a une forme sphérique de diamétre égal & 100 nanomeétres environ et est constitue

d’une enveloppe lipoprotéique qui contient trois protéines de structure (Figure 2) : la matrice

s

(pl7), la capside (p24) et la nucléocapside (p7) (Luciw, 1996).
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Figure 2: Structure de la particule virale du VIH
La matrice est ancrée a l'intérieur de I'enveloppe de la particule ; la capside entoure

I'ARN genomique virale et la nucléocapside interagit avec I'ARN viral a I'intérieur de la capside.
L'enveloppe virale est recouverte de deux types de glycoprotéines (gp): gp4l et gp 120. Le
génome du VIH, est constitué d'un simple brin d’ARN d'environ 9,6 kb en deux copies identiques
et des enzymes tels que :
- Latranscriptase inverse (p66/51) qui transcrit I'ARN virale en ADN,
- L'intégrase (IN, p32) qui integre I'ADN viral a I'ADN cellulaire et
- La protéase (PR, pl2) qui participe a I'assemblage et a la maturation
1-1-3-2 Cycle de multiplication du virus du VIH1

Le cycle de multiplication du VIH-1 est constitué de plusieurs étapes (Figure 3) dont
celles-ci representent une cible potentielle pour le développement de nouveaux traitements
antirétroviraux.
> Attachement et fusion : L'entrée du virus requiert une reconnaissance spécifique et une forte
affinité entre les protéines de la surface virale gp120 et les récepteurs de surface CD4" de la
cellule cible. Cette interaction va induire un changement conformationnel au sein de I'enveloppe
virale, qui permet I’interaction avec des récepteurs protéiques secondaires: corécepteurs CCR5
(CC-chemokine receptor 5) situé a la surface des macrophages et CXCR4 a la surface des
lymphocytes T. Cette interaction va entrainer la fusion des membranes du virion et de la cellule
de I’héte favorisant la pénétration de la particule virale dans la cellule (Kwong et al., 1998).
» Décapsidation et transcription inverse: Une fois la capside libérée dans le cytoplasme, elle
se désintegre en libérant le complexe formé de la double copie d’ARN génomique viral et

I’ARNt de la lysine (ARNt3lys) qui sert d’initiateur de la transcription inverse. Ensuite, la




conversion de I'ARN viral en ADN provirus, sous I’action de la trancriptase inverse (T1), est une
étape essentielle dans le cycle de la réplication virale (Hoffmann et Rockstroh, 2012; Fanales-
Belasio et al., 2010 ; Barré-Sinoussi et al., 1983). Ce travail sera focalisé sur cette étape.

> Intégration: L'ADN viral bicaténaire est insérée dans le génome de la cellule héte par
I’action de l'intégrase. Celle-ci clive les nucléotides de chaque extrémité 3’terminal de I'ADN
double hélice créant deux extrémités accolées. Ainsi ce mécanisme aboultit au transfert de 'ADN
provirus modifié dans le noyau de la cellule et facilite son intégration dans le génome de I'hote.

> Réplication: Une fois intégré, I'ADN provirus est transcrit en un ARN messager viral. Aprés
sa migration dans le cytoplasme, I’ARN messager est traduit en protéines structurelles.

> Assemblage: Les deux brins d'/ARN viral et les protéines s’associent pour aboutir a la
formation des nouveaux virions qui migrent vers la surface cellulaire.

» Bourgeonnemment et maturation: Ces virions vont bourgeonner a la surface de la cellule,
par la suite la protéase du VIH-1 dégrade la grosse molécule précurseur. Ceci génere des
nouvelles particules virales matures infectieuses. Ces derniéres s’incorporent dans la membrane
de la cellule hote, acquérant ainsi une nouvelle enveloppe. Au cours de ce processus, les
membranes lipidiques des virus peuvent incorporer diverses protéines de la cellule hote et
s’enrichir des phospholipides et du cholestérol (Hoffmann et Rockstroh, 2012; Fanales-
Belasio et al.. 2010).
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Figure 3 : Cycle de multiplication du VIH1




Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a la transcription du virus du
VIH, stade d’intérét plus spécifiquement les enzymes qui sont impliquées durant ce processus a
savoir I’ARNase H et ’ADN polymérase ARN dépendante, cibles potentielles des nouveaux
médicaments antiretroviraux.

I-1-3-3 Structure et fonction de la Transcriptase Inverse (T1)
Le processus de la transcription inverse est une étape fondamentale et obligatoire du virus

VIH pour sa réplication a travers ’action de la transcriptase inverse qui permet la retro
transcription de I’ARN simple brin du génome viral en ADN bicaténaire. Cette enzyme est
composée de deux sous-unités : une grande sous unité catalytique p66 (66kDA) et une petite p51
(51kDA) chacune comprenant les polypeptides (Telesnitsky et Goff, 1997). Pour ce faire, la
sous unité catalytique est composée de 3 domaines qui sont: le domaine de N-terminal de
I’ADN  polymérase (tres exploitée pour le developpement des inhibiteurs
nucléosidique/nucléotidiques de la TI) et le domaine C-terminal de I’ARNase H, et le domaine
de connexion qui lie les deux autres. D’ou I’action de la Tl nécessite 1I’implication des activités
de ’ADN polymérase ARN- dépendante (RDDP) et I’ADN polymérase ADN dépendante
(DDDP) et I’ARNase H (Steltz, 1998). Donc en abscence de la Tl, le virus ne pourra pas intégrer
le génome de la cellule hote et par conséquent il sera incapable de se repliquer par la suite.

De méme, le domaine de I’ARNase H, cible thérapeutique potentielle et d’intérét pour le
dévellopement de nouvelles molécules anti-VIH. En effet, il dégrade de facon sélective et
spécifique I’ARN de I’hybride d’ARN/ADN et les amorces ARNt pour permettre la formation de
I’ ADN bicaténaire (Corona et al., 2014). Par ailleurs il a été démontré que les virus déficients en
ARNase H sont non-infectieux et incapables d’infecter, prouvant ainsi que sa fonction est
essentielle pour la réplication du rétrovirus (Tramontano et Di Santo, 2010). En outre, des
études ont montré aussi que I’activit¢ de I’ARNase H joue un role dans la résistance aux
inhibiteurs de la TI. En effet, la mutation au niveau de certaines poches de la sous unité
catalytiqgue de I’ARNase H VIH1 peut affecter la susceptibilité de la Tl aux inhibiteurs non
nucléosidiques et nucléosidiques. Par exemple le mécanisme de résistance de I’ARNase H aux
INTI tels que la 3’-azidodesoxythymidine triphosphate (AZT) est liée a la mutation au niveau de
V106. Ceci empéche une reconnaissance spécifique entre I’inhibiteur et le site actif de I’enzyme,
par conséquent diminue fortement 1’efficacité de 1’inhibiteur (Corona et al., 2014; Mcwilliam et
al., 2006; Arion et al., 2002)

I-1-3-4 Mécanisme catalytique de ’ARNase H
Le site actif de I’ARNase H est constitué de 4 sous-domaines acides catalytiques : D443,

E478, D498 et D549 (Figure 4 ). Ces derniers sont liés par les ions Mg®* divalents essentiels
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pour le mécanisme de clivage de I’ARN (Rosta et al., 2011; Davies et al., 1991).




E478

D549

D498

Source : Schultz et Champoux, 2008
Figure 4 : Site d’action de ’ARNase H

Le domaine de ’ARNase H catalyse un transfert du groupe phosphoryl par substitution
nucléophile de la liaison phosphodiester. Cette action se déroule a travers la déprotonnation de la
molécule d’eau et dont le groupe hydroxyde produit a son tour effectue une attaque sur le groupe

5’phosphate de I’ARN précédemment activé avec le cofacteur Mg?* (Beilhartz et Gotte, 2010)
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Figure 5: Etapes du processus de la dégradation de I’ARNase H transcriptase inverse du
VIH1




Légende :
A: Initiation de la transcription inverse par une amorce ARN, ARNt3lys de I’héte, en vert, qui
s’hybride par complémentarité partiellement au site de fixation de ’amorce (PBS) de ’ARN
génomique, en noir.
B: Début de synthése du brin d’ADN (-), en bleu et arrét rapide. Ensuite, I’extrémité 5° de
I’ARN viral est dégradée.
C: 1* transfert de brin: hybridation de la séquence R de I’ADN (-) avec celle de I’extrémité 3° de
I’ARN viral.
D: Elongation du brin ADN(-) avec dégradation de I’ARN viral parallélement a la synthese de
I’ADN, a I’exception du tractus Polypurine PPT (polypurine tract).régions riches en purines
résistantes a la dégradation.
E: L’ ARN situé sur la séquence PPT non dégradé sert d’amorce a la synthése du brin (+) d’ADN
viral, en rouge. L’ADN (+) est synthétisé jusqu’a I’extrémité US.
F: La séquence PBS du brin (+) est synthétisée a partir de I’ARNt, puis aprés sa dégradation, on
a le 2°™ transfert de brin.
G: La synthese du brin d’ADN (+) se poursuit.
H: La synthése de I’ADN double brin s’achéve au niveau des extrémités terminales LTR (Long
terminal repeat) pour I’obtention de 2 séquences terminales identiques (U3-R-U5 complétes).
I-1-4 Stades évolutifs du VIH

L’évolution du VIH dans 1’organisme se résume en 4 grandes étapes:

e La primo-infection: est accompagnée d'une réplication virale intense detectable dans le
sang et dure 3 a 6 semaines apres contamination et variable selon les individus.Il se manifeste
par une diminution de nombre de lymphocytes CD4+. Durant cette période, le systeme
immunitaire apprend & reconnaitre et a combattre le VIH et se met & fabriquer des anticorps
contre le virus (Dupré, 2013).

e La phase asymptomatique de latence: Elle dure 5 & 10 ans. Les personnes ne présentent
aucun symptdme, ou de simples adénopathies (augmentation des ganglions). Le virus provoque
une perte de fonction progressive du systéeme immunitaire. Les lymphocytes (LT) CD4 chutent
lentement et réguliérement (perte environ de 30-60 LTCD4*/mm®an). Elle permet la
dissémination du virus dans tout I’organisme hote et les macrophages, monocytes, cellules
dendritiques et cellules nerveuses seront infectées durant cette période.

e La phase d’accélération: Elle consiste en une reactivation de la réplication virale, suite a
I’épuisement des capacités de controle du systéeme immunitaire. Cette hausse de la virémie induit
une chute plus rapide des lymphocytes CDA4.
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e Le stade SIDA (syndrome de I’immunodéficience acquise) est le stade tardif de
I’infection a VIH : Le systeme immunitaire, totalement affaibli définie par un taux de CD4+
inférieur a 200 cellules/ml. En I’absence de traitement, 1’évolution est rapidement mortelle.
Durant cette phase I’individu infecté devient sensible & des infections dites opportunistes
(Dupré, 2013).

Ainsi, pour réduire le taux d’infection a VIH, plusieurs stratégies de lutte ont été mises en
jeu pour traiter cette infection.

1-1-5 Thérapie du VIH et mode d’action

Au début des années 1990, les premiers traitements a I’infection du VIH-1 ont été donnés
en monotheérapie (Collier et al., 1996; D'Aquila et al., 1996; Staszewski et al., 1996. Du fait de
I’émergence des résistances, cette thérapie est devenue inefficace.

En 2010, pour le traitement du VIH 1 aux Etats-Unis et dans I'Union Européenne il est
recommandé la multi thérapie appelée thérapie antirétrovirale hautement active (HAART) qui est
la combinaison d’au moins trois différents inhibiteurs actifs a divers stades de réplication. Il est
utilisé lorsque les cellules CD4 du sang périphérique est inférieur a 350 millimetres cube, un
stade auquel la charge virale peut atteindre 10.000-100.000 copies par ml.

Les médicaments antiretrovirales consistent a la combinaison des inhibiteurs
nonnucléoisidiques, les inhibiteurs nucléosidiques et les inhibiteurs de la protéase. Ils ont une
activité anti-virale plus puissante et minimisent les chances du virus de trouver une combinaison
de mutation compatible a sa survie (Fauci, 2003). Ces derniers contribuent aussi a la réduction
de la morbidité et de la mortalité liée au VIH, I'amélioration de la qualité de vie des personnes
vivant avec le VIH, la prévention de la transmission mére a I'enfant (PTME) et la prophylaxie
post-exposition (Guide National ART 2009 ; AAAS, 2004). Cependant, I’administration de
HAART ne peut pas éliminer I’infection VIHI seule. Il y’a plusieurs paramétres en jeu qui
peuvent influencer I'effet de cette thérapie tels que le manque d'accés aux soins médicaux dans
les populations pauvres, les prises en charge sociales inadéquates, l'abus de I’alcool, les
restrictions concernant le régime alimentaire, et les interactions des antirétroviraux et autres
médicaments qui diminuent [’absorption optimale du traitement. Ainsi tous ces facteurs peuvent
conduire au développement de la résistance des médicaments vis-a-vis du virus (Art et Hazuda,
2015 ; Ammassari et al., 2001). Du fait de I’'impossibilité d’éradiquer le virus il convient de
compléter le traitement en bloquant a chaque de stade de réplication. Les sites d’actions des

classes des antiretroviraux sont dans la figure 6 suivante.




Source : National ART Guidelines, 2009
Figure 6: Sites d’action des agents antiretroviraux

A ce jour, il existe un arsenal de médicaments anti VIH-SIDA approuvé par la FDA
(Food and Drug Administration). Ils sont répartis en 4 principales classes distinctes sur la base
de leurs mécanismes d’action a diverses étapes et représentent les cibles thérapeutiques:

= Les inhibiteurs de fusion, et les antagonistes du corécepteur
= L es inhibiteurs de la Transcriptase Inverse (TI)

= Les inhibiteurs de I'intégrase

= Les inhibiteurs de la protéase (IP)

Depuis des années, 1’arsenal thérapeutique du VIH s’est considérablement enrichi, avec
comme principale cible, la transcriptase inverse (T1) et la protéase (PR). Ainsi, I’inhibition de la
Tl et la PR constituent la base du traitement anti-SIDA (Parniak et Sluis-Cremer, 2000). D’ou
le choix de la transcriptase inverse comme cible dans notre étude préliminaire.

I-1-5-1 Les inhibiteurs de la T1
La Tl est un complexe constitué d’un ensemble de plusieurs enzymes, toutes nécessaires

pour la transformation de I’ARN simple brin en ADN double brin complémentaire (Esposit et
al., 2012 ; Hughes et Hu 2011). Les inhibiteurs de la Tl peuvent étre regroupés en 3 sous-
groupes: les inhibiteurs nucléosidiques (ISNTI), les inhibiteurs nucléotidiques (ISNtTI) et les
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (ISNNTI), (Arts et Hazuda, 2015).

i) Inhibiteurs nucléosidiques de la TI (IsSNTI): ¢’est la premiére classe d’ARV mise sur le
marché. Ce sont des analogues nucléosidiques qui nécessitent une activation métabolique
(phosphorylation) par les kinases cellulaires en leurs dérivés 5’-triphosphaste (Figure 7). Une
fois activés, ils entrent en compétition spécifique, avec les deoxyribonucléotides naturels pour
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agir sur le site actif de la transcriptase. inverse. Il est important de noter que 1’absence du
groupement 3’OH sur la partie du sucre de la molécule empéchant la TI d’ajouter un nouveau
nucléotide & ADN proviral , permet la formation de la liaison 3’-5° phosphodiester avec le
nucléotide suivant et bloque ainsi 1’élongation de I’ADN viral et par conséquent sa synthése.
Exemple : la zidovudine ou 3’-azido-3’-desoxythymitidine, analogue de 2’-desoxythimidine
(Esposito et al., 2012; Mehellou et De Clercq, 2010).

ii) Inhibiteurs nucléotidiques de la TI : ils ont un mécanisme similaire que les ISNTI. La
différence est qu’ils sont déja monophosphorylés (Bani-Sadr, 1999). lls ne subissent que deux
étapes de phosphorylation pour étre convertis en métabolies actifs. Ex le Ténofovir (TDF) est le
premier analogue nucléotidique mis sur le marché.
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Figure 7 : Mécanisme d’action des inhibiteurs nucléosidiques et non nucléosidiques de la Tl
du VIH1
Légende : NNRTI : inhibiteurs non nucléosidiques de la Tl ; NRTI : inhibiteurs nucléosidiques de la Tl

iii) Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (ISNNTI): Contrairement
aux ISNTI/ISNtTI qui agissent au site catalytique, les ISNNTI sont structurellement et
chimiquement différents. Ils ne nécessitent pas d’activation métabolique (Mehellou et De
Clercq, 2010). ISNNTI agissent par inhibition non compétitive et entrainent un changement de la
conformation de plusieurs résidus, ce qui résulte de 1’inhibition de I’ADN polymérase (Spence et
al. 1995 ; Kohlstaedt et al., 1992). Par ailleurs ils ont une action sélective sur la Tl du VIH1 et




non celle de VIH2 (Bani-Sadr, 1999). Les structures chimiques de ces inhibiteurs sont

représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau I: Structures chimiques de quelques inhbiteurs nucléosidiques (ISNTTI) et des
inhbiteurs non nucléosidiques (ISNNTI) de la transcriptase inverse approuveés
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I-1-5-2 Les inhibiteurs de PARNase H

L’ARNase H est I’un des domaines de la T1, qui agit au cours de la catalyse de I’ARN du

brin hybride ARN/ADN viral pour permettre la formation d’un ADN bicaténaire dont le

mécanisme a été détaillé précédemment. C’est une cible thérapeutique potentielle. Contrairement

aux nombreux inhibiteurs de I’ADN polymérase (IsSNTI/ISNtTI, INNTI), trés peu d’inhibiteurs

de I’ARNase H ont été étudiés :

i) Molécules dérivées des produits naturels: I’illimaquinone (Figure 8) une quinone

sesquiterpéne naturelle marine isolée comme métabolite secondaire de Smenospongia sp. une

éponge rouge de mer dont leurs activités sur I’ARNase H et RDDP VIH1 ont montré des valeurs
de Clsp de 15 uM et >140 puM, respectivement (Loya et al., 1990).




i) Nucléotides et oligonucléotides. Les formes monophosphatées de I’IsNRT, sont :
3’azido-3’-déoxythymidine (AZT), 3’-azido3’déoxythymidine 5’phosphate (AZTMP)
,2°,3’didéoxyadenosine-5’monophosphate et 2,3’dideoxyguanosine 5° monophosphate (ddGMP)
inhibaient faiblement I’activité de I’ARNase H (Allen et al., 1996).

iii) Les hydrazones: ce sont des chélateurs des métaux qui se fixent sur le cation métallique
du site actif et de ce fait inactivent la protéine: Naphthaldéhydehydrazone N-(4-
tertbutylbenzoyl)-2 hydroxyl (BBNH) exerce des activités inhibitrices sur la Tl associée a
ARNase H et RDDP avec des valeurs de Clsp de 3uM et 0,8 UM, respectivement (Borkow et al.,
1997).

iv) Les dérivés dicéto acides (DDA): le dérivé dicéto-acide, acide 2,4-dioxobutanoique4-
[5-(benzoylamino) thién-2-yl] (BTDBA), a été rapporté inhibé ’activité de I’ARNase H VIH1
avec une valeur de Clso de 3.2 uM (Shaw-Reid et al., 2005). Il existe un autre composé un ester
d’éthyl d’acide 2,4-dioxo-5-hexenoique6-[1-(4-fluorophenyl) méthyl-1H-pyrrol-2-yl)] (RDS
1643) ayant une activité anti- ARNase H avec une valeur Clsy de 13 pM, mais moins potentiel
que le précédent BTDBA (Tramontano et al., 2005). Cependant il est important de noter que le
RDS 1643 est capable de se fixer au métal divalent Mg?*, site actif spécifique du domaine de
I’ARNase H de la méme facon que BTDBA (Klumpp et Mirzadegan, 2006).
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Figure 8 : Structures chimiques des inhibiteurs potentiels de ’ARNase H




1-1-6- Résistance aux antiretroviraux

La combinaison triple, thérapie antirétrovirale récente présente un certain nombre de
limites a savoir le développement des effets secondaires et 1’apparition des virus mutants. En
effet, la trithérapie peut inhiber la réplication virale mais celle-ci ne peut éliminer completement
I’ADN viral intégré. De ce fait 1’utilisation a long terme de cette thérapie est essentielle, par
conséquent influence 1’émergence des résistances des médicaments vis-a-vis du virus. De plus, la
réplication du VIH extrémement rapide (un virus peut produire en moyenne 10000 virions par
jour, qui équivaut a mille milliards de virus en 4 jours) serait a 1’origine des souches mutantes et
donc compromet I’efficacité de I’association des médicaments antiretroviraux (Alcaro et al.,
2011 ; Harrigan et al., 2005 ; Nolan, et al., 2005). Les études de Burda et al., 2010 réalisées
dans les régions du Sud-Ouest et du Nord-Ouest au Cameroun ont démontré que sur 28 patients
VIH 1 positifs apres 12 mois de traitement aux antiretroviraux de premiére intention, on a
prouvé que 39% de ces patients présentaient des résistances aux inhibiteurs nucléosidiques et
46% aux inhibiteurs non- nucléosidiques de la TI. Ceci était du a la presence des mutations au
niveau de la sequence virale de la transcriptase virale.

L’infection par le VIH et le paludisme se chevauchent dans les régions géographiques
endémiques particulierement en Afrique sub-Sahérienne. Le traitement des personnes infectées
par le VIH consiste en 1’administration des inhibiteurs de la transcriptase inverse et des
protéases. De ces faits les travaux de Nsanzabana et Rosenthal 2011 et Parihk et al.,(2005) ont
démontré I’activité antiplasmodial in vitro des inhibiteurs de la T1 et des protéases sur les stades
hépatiques du Plasmodium pour une meilleure efficacité du traitement de ces infections.

I-2 GENERALITES SUR LE PALUDISME
I-2-1 Définition du paludisme

Le paludisme est défini comme une maladie due a I’infection des hématies par des

parasites du genre Plasmodium (OMS, 2013). La distribution mondiale du paludisme est

représentée dans la figure ci- dessous.




I-2-2 Répartition géographique et Epidémiologie en Afrique et au Cameroun
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Figure 9 : Distribution du paludisme dans le monde de 2000-2016

En 2016, le paludisme est endémique dans 91 pays et territoires repartis en Amérique du
sud et centrale, en Asie du sud-est et en Afrique sub-Saharienne qui constituent essentiellement
les pays en voie de développement (OMS, 2017).

L’Afrique est la région la plus touchée avec 90% des cas de paludisme. En Europe, le
paludisme a été éradiqué. Toutefois, des réintroductions temporaires peuvent se produire et des
cas isolés surviennent (paludisme d’aéroport). Mais c’est actuellement le paludisme
d’importation qui sévit (OMS, 2017 ; Decastela et al., 2003 ; Talarmin et al., 2002).

Le paludisme est I’une des maladies mortelles. Selon les derniers rapports de I’OMS, on a
estime 216 millions des cas d’infections palustres et 445000 décés. On denombre 3,3 milliards
d’individus qui sont a risque dans le monde (OMS, 2017 ; 2016).

L’ Afrique Subsaharienne est la région la plus touchée par le paludisme ou on note 114
millons de personnes atteintes et 92% de déces sont dénombrés. Dans cette région, le nombre de
déceés dus au paludisme chez les enfants de moins de 5 ans a été estimé a 303 000, soit 70% du
total mondial toutes tranches d’age confondues (OMS, 2016).

Le paludisme touche de fagon disproportionnée les populations pauvres ne possédant pas
les moyens de se traiter ou qui ont un accés limité aux soins de santé. En plus des pertes
humaines, le paludisme fait des ravages sur le plan socio-économique dans les zones de
prévalence élevée en entrainant une baisse du produit intérieur brut (PIB) allant jusqu’a 1,3 %

dans les pays a forte transmission (OMS, 2009). Dans la région sub-sahérienne, chaque année




depuis 2000, le cott de prise en charge s’éléve a 300 million US$ pour des cas de paludisme
(OMS, 2016).

En Afrique Centrale, le Cameroun est I’un des pays africains ou le paludisme est un
probleme de santé publique majeur. En effet 71% des individus vivent dans les zones a
transmission élevee (OMS, 2014). En 2016, le nombre de cas de paludisme étant estimé a
5440000 et 8000 décés ont été déenombrés (OMS, 2017). De méme le paludisme est classé,
comme la deuxieme cause de mortalité aprés le VIH avec 14% de déces (CDC, Cameroun,
2013). Cette maladie est a I’origine de 40 % des motifs de consultations dans les formations
sanitaires. Il représente 40 % des déceés chez les enfants de moins de 5 ans ; 35% de la mortalité
dans les formations hospitaliéres et 40% du budget annuel de santé des ménages. Sur le plan
social, le paludisme constitue 1’'une des causes majeures d’absentéismes dans les écoles (OMS
Cameroun, 2009; MSP, 2007).

I-2-3 Physiopathologie

I-2-3-1 Espéces plasmodiales humaines
Le parasite responsable du paludisme est un protozoaire de I’embranchement des

Apicomplexa, de la classe des Haemosporidea de la famille des Plasmodidae, du genre
Plasmodium. Il existe plus de 200 espéces du genre Plasmodium infectant les reptiles, les
oiseaux et les mammiféres (Rich et Ayala, 2003). De ces especes plasmodiales, cing sont
responsables de la pathologie humaine: Plasmodium falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae et
P.knowlesi (Dondorp et al., 2009 ; Cox-Singh et al., 2008).

P. falciparum est I'espece la plus dangereuse de toutes les espéces et est responsable de la
fievre tierce maligne. En 2016, elle a été a ’origine de 99 % des cas de paludisme en Afrique
sub-Sahérienne. Elle est distribuée dans toutes les zones tropicales et subtropicales et provoque
des complications sévéres entrainant la mort (OMS, 2017 ; Snow et al., 2005; Gardner et al.,
2002). Cette espece développe une résistance aux antipaludiques d'usage couramment utilisés.
Les co-infections de celle-ci sont fréquentes avec P.vivax (Nicolas et al., 2000).

P. vivax est une autre espece qui entraine un probléeme de santé public significatif dans
certaines régions du monde. En 2016, La plupart des cas se retrouve essentiellement en
Amérique (64%), suivie de la région Asie du Sud Est (40%) et la méditerranéenne orientale
(30%). Dans la région africaine en 2015, le nombre des cas a été astimé a 10% En particulier,
plus de 80% des cas de paludisme a P. vivax ont été dénombrés dans trois pays (Ethiopie, Inde et
Pakistan). Elle s’adapte a de faibles températures et donc plus facilement aux climats tempéres.
En général, cette espece est responsable de la "fiévre tierce bénigne". Cependant des cas graves

et des déces dus au paludisme a P. vivax ont été signalés dans toutes les régions endémiques. En
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2015, le nombre de déces dus au paludisme a P. vivax est estimé a 3100 déces en 2015 dont 86%
hors de I’Afrique (OMS, 2017 ; 2016). P.vivax a la particularité de ne pas reconnaitre les
globules rouges sans antigéne Duffy (sert a I’adhérence du Plasmodium au niveau des récepteurs
des globules rouges), circonstance extrémement fréquente (85%) chez les populations d’Afrique
Centrale et Occidentale. D’ou elle procure une certaine protection pour P.vivax chez ces
populations (Picot, 2006). Par ailleurs, elle a la capacité de produire des formes de dormances
dans les hépatocytes humains (hypnozoite) comme P.ovale. Ceux-Ci peuvent s’activer apres
plusieurs mois ou années (Nicolas et al., 2000; Krotoski et al., 1982).

P.ovale est I’espéce la plus rare et la plus sensible a 1'immunité humaine. Son cycle de vie
est semblable a celui de P. falciparum et P. malariae mais elle est moins dangereuse que P.
falciparum. Celle-ci produit également des hypnozoites comme P.vivax (Chin et al., 1971). Elle
est retrouvee en Afrique subsaharienne et est responsable de la fievre tierce bénigne (ANOFEL,
2002).

P. malariae est I’espece distribuée partout dans le monde. Elle provoque les fiévres tous
les 3 jours et est donc responsable des fiévres dites quartes bénignes (ANOFEL, 2002). Sa
période d’incubation est trés longue mais son incidence est faible par rapport au P. falciparum.
Elle est impliquée dans des infections chroniques qui peuvent provoquer des réactions
immunologiques entrainant parfois des complications rénales (Muller et al., 2007).

P. knowlesi est une espéce nouvellement décrite et se retrouve en Asie du Sud-est. C’est
le plasmodium du singe proche génétiqguement de P.vivax, et microscopiquement de P.malariae.
Il a été découvert en 1965 chez I'Homme sur I'ille Bornéo en Malaisie (mais était connu bien
antérieurement chez le singe). Son cycle de vie dure 24 h. Les cas humains sont de plus en plus
fréquents et provoquent des complications séveres (Singh et al., 2004).
1-2-3-2 Cycle de vie de Plasmodium spp

Les parasites de Plasmodium ont un cycle biologique similaire (Figure 10) et nécessite
un héte intermédiaire (I’Homme) et un hote définitif (le moustique) qui se déroule a I’extérieur

des érythrocytes (cycle exo-érythrocytaire) et a I’intérieur des érythrocytes (endo-€rythrocytaire).
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Figure 10 : Cycle biologique du Plasmodium sp:

Ce cycle est subdivisé en deux phases différentes :

Phase asexuée chez ’Homme: la forme de sporozoites des parasites présente dans les
glandes salivaires d’un moustique du genre Anopheles est injectée a I’Homme lors d’un repas
sanguin. Ces sporozoites pénétrent les cellules hépatiques ou ils prennent le nom de cryptozoites.
C’est le début d’un premier cycle de multiplication asexuée, appelé cycle exo-érythrocytaire. Au
sein d’une vacuole, ils grossissent, se divisent par une séries de mitoses et constituent en une
semaine les corps bleus (schizontes matures) volumineux, déformant 1’hépatocyte et repoussant
son noyau en périphérie. L’éclatement des corps bleus libére de nombreux mérozoites, qui pour
la plupart sont libérés dans des érythrocytes pour suivre le cycle endo-érythrocytaire de leur
développement, seconde phase de multiplication asexuée (Greenwood et al., 2008; Rich et
Ayala, 2003 ; Sherman, 1998).

En cas d’infestation par P. vivax ou P .ovale, les reviviscences tardives sont expliquées
soit par des réinfestations successives d’hépatocytes par les mérozoites, soit par une persistance
prolongée (jusqu’a plusieurs années) de formes quiescentes: les hypnozoites (Ripert et al.,
1996). P. falciparum et P. malariae, ne comportent ni hypnozoite, ni schizogonie tissulaire
secondaire.

Dans le sang, s’effectue chaque mérozoite pénétre une hématie et subit d’abord une phase

de croissance au cours de laquelle il passera par un premier stade dit d’anneau (ou trophozoite




immature) puis s’y transforme en un stade de trophozoite mature. Il grossit et son noyau se
divise, donnant alors un stade schizonte entrainant une destabilisation de la membrane cellulaire.
Celui-ci se charge de pigment malarique ou hémozoine. La multiplication des noyaux dont
chacun s’entoure d’une plage cytoplasmique forme un schizonte mir ou un corps en rosace. Le
corps en rosace dilaté¢ et mir éclate. Ceci est a 1’origine de 1’acces fébrile, et libére aussi des
mérozoites qui vont parasiter des hématies vierges et effectuer de nouveaux cycles
schizogoniques érythrocytaire. Chaque cycle érythrocytaire dure 48 heures pour P. vivax, P.
ovale et P. falciparum, et 72 heures pour P. malariae. Aprés plusieurs cycles schizogoniques,
certains trophozoites vont étre détournés du cycle erythrocytaire pour former des éléments a
potentiel sexué (male et femelle), et se différencier en gamétocytes. Lesquels gamétocytes
n’évoluent pas chez I’Homme et ne peuvent poursuivre leur évolution que lorsqu’ils sont ingérés
par des anophéles lors d’un repas sanguin repas de sang assurant ainsi la pérennisation de
I’espéce (Blackman, 2008; Greenwood et al., 2008).

Phase sexuée chez I’anophéle: Au bout d’un certain nombre de cycles, certains
trophozoites prennent une orientation différente et engagent la phase de reproduction sexuee. lls
se différencient en gamétocytes qui deviennent méale ou femelle. Ceux-ci sont ingérés par une
femelle Anopheles lors d’un repas sanguin et gagnent le tube digestif du moustique. La
fécondation a ainsi lieu, aboutissant a un ookynéte. Celui-ci migre a travers la paroi du tube
digestif jusqu’a sa face externe ou il s’implante et devient oocyste. Une série de mitoses a alors
lieu, jusqu’a la libération de nouveaux sporozoites. Ceux-ci gagnent les glandes salivaires et y
attendent un nouveau repas sanguin pour infecter un nouvel Homme (Greenwood et al., 2008 ;
Ménard, 2005 ; Sherman, 1998).

I-2-4 Différentes formes de paludisme

La phase hépatique ou exo-érythrocytaire est asymptomatique, les signes cliniques sont
liés a la phase de schizogonie érythrocytaire. Les manifestations cliniques sont liées a I’espece
plasmodiale en cause, mais aussi a I’immunité de 1’hote, a la parasitémie et a divers phénoménes
peu ou mal connus (Berry, 2006 ; Benoit-Vical et al., 2000).

1-2-4-1 L’accés palustre simple
Il est caractérisé par une fiévre de plus de 40°C, des frissons suivis d’une chute de

température accompagnée de sueurs abondantes et d’une sensation de froid (Malvy et al., 2000).
Cette fievre est associée a divers symptomes tels que les vomissements, pertes d’appétit, des
cephalées, des douleurs abdominales et diarrhées observés chez les enfants (Greewood et al.,
2008 ; Ashley et al., 2004).
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1-2-4-2 Le paludisme viscéral évolutif
Ce type de paludisme est rare et résulte d’infections répétées en zone d’endémie. Il est

fréquent chez les enfants de 2 a 5 ans n’ayant pas été soumis a une prophylaxie ou a un
traitement efficace et se situant au début de la période d’acquisition de I’immunité. La
symptomatologie du paludisme viscéral évolutif associe paleur, asthénie, anorexie, cedémes des
membres inférieurs, anémie et splénomégalies (hypertrophie de la rate) (Malvy et al., 2000).
1-2-4-3 La fievre bilieuse hémogloburinique

Elle survient chez des européens expatriés depuis plusieurs mois ou années en zone
tropicale et ayant des antécédents a Plasmodium falciparum (Gentilini et al., 1993). Elle se
manifeste par une fievre élevée, un état de choc avec prostration, des urines de plus en plus
foncees, une anémie, une hémoglobinurie et surtout une insuffisance rénale (Malvy et al, 2000).
1-2-4-4 L’acces palustre grave a Plasmodium falciparum

Il est encore appelé accés pernicieux palustre ou paludisme cérébral. 1l se caractérise par
une élévation importante de la température (40°C), des convulsions et parfois le coma. On note
une anémie sévere, une insuffisance rénale et une hypoglycémie observée chez les femmes
enceintes et les enfants ce qui contribue a ’acidose. Le paludisme peut entrainer des contractions
prématurées ou des avortements spontanés, ce qui accroit le risque de déces maternel
(Greewood et al., 2008 ; Malvy et al., 2000).
I-2-5 Thérapie antipaludique

Le traitement du paludisme tient compte de trois facteurs principaux qui sont: 1’espéce
plasmodiale infectante, le statut clinique du patient et le profil de résistance aux médicaments
antipaludéens dans la région du monde ou la personne a contracté la maladie (CDC, 2007).
Il existe plusieurs médicaments antipaludiques et nous nous limiterons aux principaux les plus
utilisés. Ces médicaments peuvent étre utilisés soit en traitement préventif ou soit curatif (apres
le diagnostic d’une infection). Les antipaludéens sont groupés en deux grandes classes selon la
localisation de leur action sur le cycle de vie du Plasmodium: les schizontocides et les
gamétocytocides (Basco et al., 1994).

I-2-5-1 Les schizontocides érythrocytaires
IIs contiennent tous un noyau quinoléique du paludisme. Ce groupe comprend :

» Les 4-aminoquinoléines

La Chloroquine et I’Amodiaquine : ce sont des molécules de synthése. Leur mécanisme
d’action est semblable a celui de la Quinine. Elles se fixent sur I’ADN et/ou I’ARN du parasite et
inhibent ainsi sa synthése. La résistance de ces composés a P. falciparum en Afrique a été
découverte et elle est due a des mutations sur le géne Pfmdr (P.falciparum multidrug resistant).

Cette derniére inhiberait la polymérisation de 1’héme au niveau de la vacuole digestive.
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Cependant elle n’est pas recommandée en prophylaxie en raison de la toxicité hépatique et des
troubles hématologiques (Mouchet, 2004; De, 1998 ; Duraisingh et al., 1997 ; Bray et
al.,1996).
» Les aminoalcools

La Méfloquine est un médicament efficace contre toutes les formes de paludisme (OMS,
2006). Malgré quelques résistances tres localisées en Thailande et au Vietnam, elle reste trés
utilisée en Asie contre les souches multi- résistantes (Mouchet, 2004). Le mécanisme d’action
de la Méfloquine n’est pas encore connu mais il a ét¢ montré que, comme toutes les quinoléines,
elle inhibait la cristallisation de I’heme (Hawley et al., 1998).
> Les antifolates

Le principal représentant est le Fansidar qui est 1’association d’un inhibiteur de la
dihydropteroate synthase (DHPS) sulfamide antibiotique, la Sulfadoxine et d’une
diaminopyrimidine antifolinique, un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (DHFR), la
pyriméthamine (dérivé de la pyrimidine). Les antifolates agissent au niveau de la voie de
synthése des folates qui sont essentiels a la biosynthése des acides nucléiques du parasite (OMS,
2006 ; Sirawaraporn et al., 1997). La Sulfadoxine Pyriméthamine s’est révélée comme un
substituant approprié de la Chloroquine avec un usage a grande eéchelle en Afrique.
Malheureusement des cas de résistances sont ¢galement apparus dans certains pays d’Afrique
comme la Cote d’Ivoire, la Gambie, le Nigeria, 1’Ethiopie particuliérement au Cameroun dans le
Sud-ouest (Mbacham et al., 2005 ; Landgraf et al., 1994).

I-2-5-2 Les gamétocytocides
IIs détruisent les formes sexuées du parasite permettant ainsi d’interrompre la

transmission de l’infection au moustique. Les plus connus sont les 8- aminoquinoléines. Le
principal représentant est la Primaquine. Cette molécule est également trés active sur les formes
gamétocytes de quatre especes de Plasmodium. Elle appartient a la classe des médicaments pour
traiter P. vivax ou P. ovale et tue les hypnozoites évitant les phénomenes de reviviscences. Son
inconveénient est sa toxicité chez les sujets déficientes en glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD) en Afrique, ou elle provoque des hémolyses et entraine une anémie sévere (Ganesan et
al., 2012; Shanks et al., 2000).

1-2-5-3 Les antipaludiques naturels
La Quinine

C’est un alcaloide naturel du quinquina, isolée des écorces de Cinchona calisaya et
Cinchona succirubra retrouvés dans les foréts d’Amazone péruviennes. Elle est la plus ancienne
des antipaludiques et reste le principal antipaludique recommandé dans le traitement du

paludisme grave. La Quinine est un schizontocide naturel qui a une activité optimale contre les

.




trophozoites ages et les jeunes schizontes (Skinner et al., 1996). Il se fixe sur la membrane de
I’hématie parasitée et se concentre fortement dans les vacuoles digestives des schizontes qui
assurent la dégradation de I’hémoglobine. Il en résulte une accumulation de molécules d’héme.
Celle-ci se lie a I’héme et inhibe la cristallisation de 1’héme. Le complexe Quinine-heme est
capable d’endommager les membranes parasitaires par peroxydation lipidique et par libération
d’héme en présence de glutathion (Atamna et Ginsburg; 1995). Cette molécule est
principalement utilisée pour le traitement curatif des acces palustres pernicieux
(neuropaludisme). Il existe peu de résistances a ce produit, surtout en Asie (Portet, 2007).
L’Artémisinine et ses dérivés

L’ Artémisinine est encore connue sous le nom de « ginghaosu »; c’est une lactone
sesquiterpénique naturelle extraite des feuilles d’Artemisia annua (Asteraceae) utilisée comme
fébrifuge pendant plus de 200 ans dans la médicine traditionnelle chinoise. Elle est active sur
toutes les espéces de Plasmodium. Son mode d'action encore mal élucidé est lié a I’activité de la
famille des endopéroxydes. Il interagirait avec I'neme des parasites et certaines protéines
parasitaires dont une pompe a calcium ATP-dépendante. Celui-ci agit trés rapidemedent sur les
stades érythrocytaires du parasite, du trophozoite jeune au schizonte mature (OMS, 2006;
Hoppe et al., 2004 ; Eckstein-Ludwig, 2003; Delhaes et al., 2002). Les dérivés les plus utilisés
sont I’Artéméther, 1’ Artésunate et la Dihydroartémisinine (OMS, 2006 ; Krishna et al., 2004).
L’ Artémisinine et ses dérivés possédent la plus grande rapidité d’action et sont bien tolérés
(Portet, 2007; Daily, 2006).

Ainsi, P. falciparum a développé des résistances a ces antipaludiques, notamment a la
Chloroquine dans plusieurs régions d’Afrique, d’Asie du Sud-Est et d’Amérique du Sud. Pour
cette raison, ’OMS, 2005 recommande les associations médicamenteuses contenant les dérivés
d’Artémisinine (OMS, 2006).

1-2-5-4 Les associations d’antipaludiques
Un traitement par association d’antipaludiques (traitement combiné) consiste en

I’administration simultanée d’au moins deux schizontocides sanguins ; leurs modes d’actions
sont indépendants et les cibles biochimiques intraparasitaires différents. Ceci a pour but
d’améliorer leur efficacité thérapeutique et de ce fait retarder 1’apparition d’une résistance a
chacun des constituants de cette association (OMS, 2006). Ces associations sont connues sous le
nom d’ACT (Artemisinin-based Combined Therapy) et sont les combinaisons thérapeutiques
associant les dérivés d’artémisinine a d’autres antipaludiques.

A titre d’exemples nous pouvons citer :

- L’association Artéméther-Luméfantrine (Coartem)
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- L’association Artésunate-Amodiaquine (Artediam)
- L’association Artésunate-Méfloquine (Artequin)
- L’association Artésunate-Sulfadoxine-pyriméthamine (Co-arinate) (OMS, 2006).

Les combinaisons thérapeutiques constituent les meilleurs médicaments disponibles
particulierement pour le paludisme a P.falciparum (OMS, 2009). Toutefois ces médicaments
codtent dix fois plus cheres que ceux utilisés en monothérapie dans les continents africains
(OMS, 2001). Des résistances parasitaires a ces molécules apparues récemment au Cambodge et
en Thailand, compromettent les efforts de lutte (Kyaw et al., 2015 ; Dondorp et al., 2009).

I-2-6 Les cibles potentielles des médicaments antipaludiques

Etant donné 1’émergence des résistances des médicaments existant et la recrudescence du
paludisme, la recherche des antipaludiques se focalise sur les cibles validées pour le
développement de nouvelles molécules candidats d’ou I’intérét d’identifier de nouvelles cibles
pour le futur en étudiant les mécanismes métaboliques et biochimiques du parasite (Alam et al.,
2009; Deharo et al., 2002).

Ainsi, un certain nombre de cibles a été identifié ces dernieres années chez Plasmodium.
On distingue ainsi:

I-2-6-1 La vacuole digestive
Elle est le siege de I’hydrolyse d'hémoglobine érythrocytaire en héme, qui est ensuite

polymérisé en un pigment insoluble hémozoine et globine, par la suite dégradé en acides aminés.
Les médicaments antipaludiques qui agissent a ce niveau de processus pourraient empécher
généralement la formation d'hémozoine, par conséquent entraine une accumulation de I'néme,
qui est toxique pour le parasite (Tekwani et Walker, 2005).

1-2-6-2 Le cytoplasme
Il est constitué de deux organites essentiels: le systeme mitochondrial ou se déroulent le

transfert d’électrons et les processus enzymatiques indispensables a la glycolyse et a la
production d’énergie; 1’apicoplaste est un plastide non photosynthétique (reliquat de
chloroplaste) acquis par transfert a partir d’une algue eucaryote. Cet organite denommé
apicoplaste. Cet organite spécialisé est impliqué dans les fonctions spécifiques telles que la
synthése de I'néme, des acides gras, et des isoprénoides (Goodman et McFadden, 2013; Nair et
Striepen, 2011; Kita et al., 2001)

1-2-6-3 La membrane cytoplasmique
Elle est composée de phospholipides et de canaux calciques. En effet, la membrane qui

entoure la vacuole parasitophore du parasite effectue une synthése des phospholipides. La
phosphatidylcholine est le lipide le plus abondant dans cette membrane. Les antipaludéens qui
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ciblent la synthése des phospholipides, inhibent donc le transport de choline (Vial et Calas,
2001).

I-2-6-4 Les protéases parasitaires a Plasmodium
La dégradation de I’hémoglobine par le parasite implique 1’action de trois types de

protéases au sein de la vacuole digestive pour avoir les acides aminés indispensables a leur
survie: les protéases aspartiques (Plasmepsinel et 2), les protéases cystéiques (Falcipainl, 2 et 3)
et metalloprotéases (falcilysine) (Moura et al., 2009; Banerjee et al., 2002 ; Shenai et al.,
2000 ; Eggleson et al., 1999). Ce clivage engendre la production d’héme libre toxique
(Ferriprotoporphyrin-IX) induisant la production d’espéces radicalaires oxygénées (O,, OH,
H»0,), source d’un stress oxydant. Pour se protéger, le parasite sous I’action des protéases de la
vacuole, séquestre I’héme sous une forme crytalline appelée hémozoine ou pigment malarique
(Bhisutthibhan et al., 1998). Cet héme est considéré comme la cible d’action de la chloroquine
et des antipaludiques tels que I’Artémisinine qui agiraient au niveau de I’oxydation de
I’hémoglobine. Ainsi, Falcipain—-2 et falcipain—3 sont les proteases a cysteine qui sont les
hémoglobinases essentielles de P. falciparum, et représentent donc des cibles potentielles des
médicaments antipaludiques (Boyom, 2004 ; Singh et Rosenthal, 2001).

Malgré la mise sur pied effective des combinaisons thérapeutiques pour le traitement
antipaludique, P. falciparum s’adapte en permanence et développe des résistances.
I-2-7 Résistances aux médicaments antipaludiques

La résistance aux antipaliddiques s’explique par la grande diversité génétique de P.
falciparum due a un taux élevé de mutations dans son génome. Le nombre élevé de parasites
infectant les humains fait que ces mutations finissent par apparaitre et par étre sélectionnées par
la pression médicamenteuse (Noranate et al., 2007). Il existe d’autres facteurs favorisant
I’émergence de résistances qui sont: une mauvaise utilisation des antipaludiques par les individus
infectés (automédications abusives, non respect de la posologie) conduisant a des traitements
incomplets, une indisponibilité des médicaments efficaces et la consommation de contrefagons
sous dosées, facteurs permettant a des parasites viables de survivre a des concentrations sub-
optimales d’antipaludiques et d’étre sélectionnés pour leur aptitude a résister (Pradines et
al.,2010). D’ailleurs les travaux de Kyaw et al. (2015) ont déclaré les cas de résistance des
combinaisons a base d’Artémisinine & P. falciparum au Myanmar en Thailand d0 a une mutation
du marqueur K13 porté par ce parasite.

Ainsi la propagation, 1’émergence des résistances aux molécules contre ’infection a

Plasmodium et au VIH et ’apparation des effets antagonistes dus a 1’association des molécules
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antiretrovirales et antipaludiques posent un probléme sérieux de santé publique. Ceci justifie la
recherche de nouvelles molécules actives sur le VIH et le paludisme.

L’utilisation des plantes médicinales serait une source de découverte de nouveaux
composés de bonne innocuite. En Afrique, les substances phytochimiques ont été utilisées
pendant longtemps pour la lutte contre les infections. Au Cameroun, ’utilisation des plantes
médicinales est trés connue vue leur efficacité. Il existe un trés grand répertoire des especes de la
famille des Annonacées avec un large spectre d’activités biologiques tels que antimicrobien,
antipotozoaire et antivirales (Ngouana et al., 2015 ; Yamthe et al., 2015 ; Taiye et al., 2011,
Boyom et al., 2011).
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I-3 GENERALITES SUR LES ANNONACEAE
Les Annonaceae, communément connus sous le nom de "de corossol™ ont été longtemps

utilisés par les communautés dans les régions forestiéres (Letouzey, 1985). Leur importance
médicale a été largement reconnue (Adjanohoun et al., 1996 ; Burkill, 1985). Les Annonacées
forment une famille de plantes les plus naturelles et les plus homogénes, tant par leur
morphologie que par leur habitat. On dénombre actuellement environ 120 genres et 1100 especes
répandues sous les tropiques, dont la plupart se trouve en forét dense humide de basse altitude
(Fournet 1979 ; Le Thomas 1969).Elles sont aussi fréquentes mais dispersées dans le sous-bois
de la forét, et le long des cours d’eau et dans les galeries foresticres.

Ce sont des arbres, des arbustes ou des lianes caractérisés par une odeur aromatique
spéciale que l'on retrouve particulierement dans les écorces, les fleurs et les fruits de la plupart
des especes. lls mesurent environ 7-10 m et 15-20 m de hauteur pour les arbustres et les arbres
respectivement (Mabberley, 2008 ; Leboeuf et al., 1982). Les Annonaceae représentent une
famille intéressante du point de vue économique, thérapeutique et traditionnel. Trois espéces
d’annonaceae ont été étudiées dans ce travail: Monodora tenuifolia, Uvaria angolensis et
Polyalthia suaveolens.

I-3-1 Polyalthia suaveolens (Engl et Diels)

1-3-1-1 Description botanique et répartition géographique
Cette espéce est aussi appelée Greenwayodendron suaveolens (Engl etDiels) ou

Polyalthia acuminata. Il existe plusieurs appelations locales de la région du Sud au Cameroun et
en Afrique:
Noms locales:
- Otoungui en Ewondo
- Bakélé (pygmé bibaya): Betungha
- Gabon: Tsenge

Polyalthia est parmi les genres les plus importants de la famille des Annonacées car il
compte environ 150 especes. Il est constitué d'arbres et darbustes a feuilles glabres ou a
inddment de poils simples. Les fleurs hermaphrodites ou polygames sont solitaires, axillaires,
extra-axillaires a oppositifoliées, naissant parfois sur le vieux bois. Les graines sont parfois
entourées d'une cannelure équatoriale et les fruits a méricarpes stipités, ovoides a globuleux (Le
Thomas, 1969). Parmi les espéces figure I'espéce Polyalthia suaveolens (Figure 11)

C’est un arbre extrémement commun de la strate moyenne de la forét dense humide,
d’une vingtaine de metre de haut (35-40 m) et de 70 cm de circonférence. L’écorce est lisse gris

clair, trés odorante a tranche arrangée, avec un rhytidome superficiel noir. Le f(t, souvent trés
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étroit, se termine par une cime dense formée de branches plus ou moins horizontales serrées (Le
Thomas, 1969).

P. suaveolens est répandu au Nigéria, a I’Est de la République Centrafricaine au sud de
I’Angola (Le Thomas, 1969). On le retrouve fréquemment dans les foréts denses du Centre et du

Sud du Cameroun a Mbalmayo et Ngoyang (Tsabang et al., 2012).

Source : Photographie Ngoutane 2014
Figure 11 : Partie feuillée de P. suaveolens

1-3-1-2 Etude ethnobotanique et ethnopharmacologique
Au Congo dans la région de Bongo, P. suaveolens est utilisée comme bois de

construction. Dans la méme région les écorces de tronc sont utilisées comme purgative, de méme
la macération & I’eau ou la poudre lutte contre la constipation. Cette médication facilite
également I’accouchement et lutte contre la stérilité chez les femmes.

Le macéré des écorces est utilisé pour traiter les maladies sexuellement transmissibles
(MST) et les feuilles bouillies associées a d’autres plantes sont utilisées pour des bains rituels
destinés a enlever la malédiction (Burkill, 1985; Le Thomas 1969; Bouquet, 1969).

Dans certaines régions du Cameroun et du Gabon, une infusion de 1’écorce est utilisée
pour guérir les maux de ventre. Cette infusion est considérée comme vermifuge au Libéria. La
pulpe des feuilles ou des écorces associées a celle de la maniguette et mélangées a I’huile de
palme servent au massage des personnes atteintes de courbatures fébriles ou de rhumatisme
(Burkill, 1985; Le Thomas 1969; Bouquet, 1969).

Au Gabon, le fruit de P. suaveolens est comestible et est utilisé pour la fabrication des
rampes de sagaies (Van der Veen ,1991)

Une étude ethnobotanique a été réalisée par Betti en 2004 dans la réserve du Dja chez les
pygmées Baka dans le but d’identifier les plantes utilisées dans la pharmacopée générale des

pygmés. A DI’issue de cette étude 102 plantes médicinales appartenant a 97 genres et 51 familles
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ont été répertoriées. La toux, le dysfonctionnement de la lactation, le paludisme et les maux de
dents sont les principales maladies traitées dans ces régions. Parmi ces plantes, les écorces de
Polyalthia suaveolens associées a Elaeis guineenis sous forme de cendre par scarification sont
utilisées pour traiter le paludisme dans cette région. En 2009, Betti et Lejoly ont recensé
Polyalthia suaveolens parmi les plantes qui traitent la jaunisse dans la réserve du Dja.

Jiofack et al., 2010 ont fait une étude sur I’utilisation ethnobotanique des plantes et
I’implication de la conservation de la biodiversité dans les foréts de la vallée de Nyong
(Cameroun) et ont répertorié P. suaveolens comme une espéce exploitée a 1’échelle industrielle
pour fabriquer lesfeuilles de papiers formats grace a sa richesse en caoutchouc et en latex.

I-3-1-3 Travaux antérieurs
Hocquemiller et al en 1981 en étudiant la composition chimique de I’huile essentielle

des écorces de P. suaveolens ont révélé la présence d’un sesquiterpéne a noyau indole
(polyvéoline).Quant aux essences des feuilles, la composition chimique était constituée de a-
humulene (34,2%) et de B-caryophyllene (32,8%). Pour les fruits on a noté une dominance en
myrcene (34,3%), et en (Z)-p-ocimene (11,2%) (Cravo et al., 1991).Par contre les essences des
feuilles ont démontré une richesse en composés tels que le a-humuléne (34,2%) et le B-
caryophyllene (32,8%) . Les alcaloides aporphines et indolsesquiterpenes ont été isolés des
extraits des écorces de la méme espéce (Hassan et al., 1982).

Par ailleurs 1’activité antifilariale in vitro de P. suaveolens contre Onchocerca guttorosa
male a été révélee et deux composés sont isolés: le polycarpol et polyveoline (Nyasse et al.,
2006). Les composés carapolides A et oliverine ont montré une activité filaricide d’Onchocerca
volvulus adulte (Titanji et al., 1990).

L’activité antiplasmodiale in vitro de I’huile essentielle des écorces de P. suaveolens a été
mise en évidence avec comme produit majoritaire du B-caryophylléne (36,4%) et dans les
feuilles I’a-pinéne (21,1%) et le B-pinéne (22,5%) (Boyom, 2004).

L’extrait a 1’hexane de I’écorce de tronc de P. suaveolens a démontré I’activité
trypanocide sur Trypanosoma brucei et le polycarpol (triterpéne) et la polyvéoline (alcaloide
indolsesquiterpéne) ont été isolés (Ngantchou et al., 2010). Tandis que Lamidi et al en 2005 ont
démontré une forte activité antiproliférative contre la forme promastigote des parasites de la
leishmaniose et une bonne activité antifongique des extraits méthanoliques de P. suaveolens
(Clsp < Img/ml).

Les huiles essentielles des écorces de P. suaveolens ont presenté les activités
antiradicalaire, antibactérienne et antifongique. L’analyse chimique a révélé la présence des

sesquiterpénes comme constituants majoritaires (Nyegue et al., 2008).
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1-3-2 Monodora tenuifolia Benth

1-3-2-1 Description botanique et répartition géographique
Monodora tenuifolia (Figure 12) est une plante généralement appelée « noix de muscade ».

Nom commun: Noix de muscade africain (Burkill, 1985)

R W)

Source : Photographie Source: IMG_2863 Monodora tenuifolia
https://www.flickr.com/photos
Figure 12 : Partie feuillée de Monodora tenuifolia

Le genre Monodora est constitué d’arbres ou d’arbustes parfois lianescents, glabres ou a
indument de poils simples. Leurs fleurs comportant 3 sépales, sont hermaphrodites, grandes,
solitaires ou rarement géminées. Les étamines sont tres nombreuses, sessiles, oblongues a
theques extrorses, et connectifs épais, elargistronqués au dessus des anthéres. Les carpelles sont
soudés en un ovaire uniloculaire a placentation pariétale. Le genre africain comporte environ 14
especes tropicales de sous-bois en foret dense humide ou dans les galeries forestiéres (Njoku et
al., 2012 ; Ekeanyanwu et al., 2010; Burkill, 1985).

M. tenuifolia est un petit arbre ayant 17 m de hauteur qu’on retrouve en Guinée, Gabon,
et au Cameroun. C’est une plante ornementale attrayante a la fois par leur feuillage et ses fleurs
qui apparaissent avant les feuilles. En général leur bois est blanc, assez durable, et de petites
dimensions (Irvine, 1961).

1-3-2-2 Etude ethnobotanique
A TDissue d’une enquéte ethnobotanique, une décoction des racines et de I’écorce est

utilisée pour traiter la dysenterie et la fievre dans la région du Sud-Ouest Cameroun a Buea
(Focho et al., 2010 ; Bele et al., 2011). Dans la région du centre, la méme préparation des
racines est utilisée contre les dermatoses, les céphalées et les soins dentaires (Ndoye, 2001).
L’étude faite par Tsabang et al (2012) ont montré que la décoction des écorces a Mbalmayo est
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administrée oralement pour les douleurs musculaires, les céphalées et favorise la production du
lait.

Les feuilles sont utilisées en ethnomédecine pour lutter contre la dysenterie, les racines
contre les dermatoses, et 1’écorce de tronc contre les céphalées et le mal de dents (Ndoye, 2001).
Les graines sont empatées puis utilisées comme insecticides et pour le traitement de la
constipation (Oguntinein et al., 1989). Les décoctions de racines et d’écorces sont administrées
par voie orale pour traiter la fievre et les dysenteries (Focho et al., 2010).

1-3-2-3 Travaux antérieurs
Un alcaloide hydroisoquinoline tetrabenzyl, le 3-diméthylallyindole a été isolé des

extraits éthanoliques des écorces et démontrait des activités antifongiques et anti diarrhéiques
(Oguntimein et al., 1989; Le boeuf et al., 1982) . 1l existe trés peu d’investigations concernant
M. tenuifolia.

L’effet anti diarrhéique des extraits méthanoliques des graines a été étudié et les résultats
de cette investigation ont montré que cet extrait réduisait significativement (p<0,05) le transit
intestinal du charbon chez les souris induites avec 1’huile de castor. Le pourcentage d’inhibition
de défécation était de 78,13% a 200 mg/Kg légérement différent que celui de 1’atropine
(Ezenwali et al., 2010).

Ngouana et al., ont démontré que la combinaison des sous fractions de M. tenuifolia et
Terminalia. mantaly avaient une interaction synergétique et fongicide sur Cryptococcus
neoformans et Candida parapsilosis.

1-3-3 Uvaria angolensis (Engl. et Diels)

1-3-3-1 Description botanique et répartition géographique
Il existe plusieurs appelations de Uvaria angolensis (Figure 13).

Synonymes

Uvaria bukobensis (Engler et Diels)
Uvaria nyassensis (R.E.Fries)
Uvaria variabilis (De Wild)




Source : Photographie, Ngoutane 2014
Figure 13 : Partie feuillée de Uvaria angolensis

Le genre Uvaria appartenant a cette famille, qui constitue des buissons d'arbustes, et des
lianes ou un arbuste atteignant 6 m de hauteur avec des poils étoilés. Les fleurs sont
généralement bisexuelles, rarement unisexuées et souvent obsolétes. Les fruits contiennent de
nombreuses graines sont entourées par une saillie (Troupin, 1982).

U. angolensis est une liane ou un arbuste atteignant 6 m de hauteur. Les feuilles sont &
pétiole long de 3-10 mm. Leurs fleurs sont jaunes, solitaires, ou en cymes condensees, pédicelle
court, long de 4-6 mm et sépales soudés en cupule dans le bouton. Les fruits sont a pédicelle
long de 7-10 mm; méricarpes cylindriques, longs de 1,3-4 cm, larges de 6-20 mm. Les graines
sont bisériées, de plus ou moins 1 cm de longueur a maturité, a testa brillant brun-noiratre (Le
Thomas, 1969).

Elle est tres largement répandue dans les foréts dense humides et rivulaires en Afrique, de
la Sierra Leone a la République Centrafricaine jusqu’en Rhodésie du Nord (Le Thomas, 1969).

1-3-3-2 Etude ethnobotanique
A notre connaissance les données ethnobotaniques sur U. angolensis sont peu connues.

Cependant le genre Uvaria est généralement utilisé en médecine traditionnelle pour le traitement
de certaines maladies telles que la dysenterie, la fatigue, la sénescence, des douleurs abdominales
et la cicatrisation des plaies (Adjanohoun et Assi, 1979). Le décocté des feuilles et racines est
utilisé par les tradipraticiens du Tchad et du Cameroun pour combattre les furoncles, les douleurs
intestinales et les convulsions. L'écorce de Uvaria sp a Yambetta au Cameroun est utilisé pour
traiter la fievre thyphoide, la fiévre jaune, des maux de téte et I'épilepsie (Tsabang et al., 2012).

1-3-3-3 Travaux antérieurs
Les études antérieures sur la caractérisation chimique ont montré que les

dihydrochalcones comme anguvetine, flavokawine B et angoletine ont été isolés a partir des

racines de U. angolensis. Leurs activités antimicrobiennes ont été évaluées in vitro contre
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Bacillus subtilis, Stapyhylococcus aureus et Mycobacteria smegmatis avec concentrations
minimales inhibitrices respectives de 0,78k pg/ml, 1,56 pg/ml et 3,12 pg/ml (Hufford et
Oguntimein, 1982).

Hufford et al. ont isolé et identifié des écorces de racines collectées de U. angolensis au
Nigeéria les composes suivants : 8 dihydrochalcones C-benzylés ou C-méthylés et flavanones.

Les travaux menes par Muhammad et Waterman (1985) ont montré que les écorces de
tronc de U. angolensis récoltés dans le parc national Gombe en Tanzanie étaient composées de
benzoate de benzyl, dihydrochalcone C- benzylés et 4 indoles, C- et N uvarindoles benzylées A-
D. De méme ils ont isolé en 1988, trois uvarisesquiterpénes (nommeés A, B et C) des écorces du
tronc de cette plante.

Les huiles essentielles extaites des écorces de tronc et des feuilles de U. angolensis ont
montré une inhibition in vitro sur la souche W2 de P. falciparum avec des Clso de 19,76 pg/ml et
35,02ug/ml respectivement (Boyom, 2004).

1-3-4 Bref apercu sur les activités biologiques des métabolites secondaires des Annonaceae

Du point de vue composition chimique, la famille des Annonaceae est constituée des
classes de métabolites secondaires variées. On retrouve principalement, les alcaloides (Figure
14), les acétogénines, les terpénoides et les composes phénoliques (Le Ven, 2012).

Les alcaloides quinoléiques sont isolés en majorité et dérivent du noyau tétra-hydro-
isoquinoléique qui est généralement benzylé. Ces alcaloides sont présents dans tous les organes
des plantes de cette famille. Par exemple, les alcaloides quinoléiques se trouvent dans les écorces

de Cinchona et sont doués des propriétés antiplasmodiales.
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Source : Le Ven, 2012

Figure 14 : Différents noyaux alcaloidiques chez les Annonaceae

Le groupe le plus important est constitué par les aporphinoides, possedant le noyau
aporphine. Ils possedent des activités biologiques telles que : antibactériens, antifongiques,
déprésseurs du sysytéme nerveux (Champy et al., 2004).

Les huiles essentielles extraites a partir des plantes aromatiques des Annonaceae sont
généralement constituées de monoterpenes et de sesquiterpenes. Elles sont connues pour leurs
activités antiplasmodiales, antiradicalaires, antifongiques, antibactériennes et cytotoxiques
(Bakarnga-Viaet al., 2014 ; Nyegue et al., , 2008 ; Boyom, 2004).

Les composés phénoliques sont constitués essentiellement des phénols simples, des
acides phénoliques, des flavonoides, des tanins, des coumarines, des lignanes, des lignines, des
chalcones et des xanthones (Stalikas, 2007). Les tanins chez Annona.muricata, ont démontré des
propriétés astringentes, antidiarrhéiques, cicatrisantes et antihémorragiques. Les flavonoides et
les chalcones possedent des activités anti-VIH et antifongiques (Wang et al., 2015 ; Rosandy et
al., 2013).

Les acétogénines sont une classe des composés naturels isolés principalement des plantes
de la famille des Annonaceae (Alali et al., 1999 ; Naoto et Tetsuaki, 2009). Ces molécules se
retrouvent également chez les Lauraceae (Boyom, 2004). Par ailleurs, Jolad et al., 1982 ont isolé
le premier acétogénine, I’uvacine substance obtenue des extraits éthanoliques des racines

d’Uvaria accuminata et montrant des propriétés antitumorales sur la leucémie murine P388.
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Depuis, plus de 400 acétogenines des Annonaceae ont été découverts et caractérisés a ce jour
(Spurr et Brown, 2010). Ces substances ont démontré diverses activités biologiques
intéressantes telles que les activités antitumorales in vivo, antipesticides, antipaludiques et
antibactériennes (Boyom et al., 2011 ; Mc Laughlin, 2008 ; Bermejo et al., 2005 ; Alali et al.,
1999). L’une des activités biologiques les plus importantes est 1’activité anti- tumorale
cytotoxique. En effet certains acétogénines inhibent la croissance des cellules cancéreuses
multirésistantes (Oberlies et al., 1997).
Sur le plan structural, les acétogénines comportent 35-37 atomes de carbone et sont

dérivés des acides gras a 32-34 atomes de carbone (Figure 15). lls sont caractérisés par :

- Une longue chaine linéaire aliphatique portant en bout de chaine un noyau A-lactonique, o-f3
insaturé méthylé

- 1, 2 ou 3 noyaux tétrahydrofuraniques (THF) ou les noyaux tétrahydropyraniques (THP)
localisés le long de la chaine hydrocarbonée

- Un certain nombre de fonctions oxygénés (hydroxyles, époxydes, acétoxyles, cétones) et des
doubles liaisons (Villo, 2008 ; Alali et al., 1999).
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Source : Naoto et Tetsuaki, 2009

Figure 15: Structure générale des acétogénines des Annonaceae
n=1-3, R, R’= chaine hydrocarbonée portant des fonctions oxygénés/double liaisons







CHAPITRE Il MATERIEL ET METHODES

I1-1 Préparation des extraits de plantes
I1-1-1 Justification de la selection des plantes

Polyalthia suaveolens, Monodora tenuifolia et Uvaria angolensis ont été sélectionnées
sur la base des travaux ethnobotaniques et ethnopharmacologiques menées au Cameroun. En
effet, les enquétes ethnobotaniques montrent leur utilisation traditionnelle dans le traitement
de la fievre, des douleurs musculaires, des céphalées et des maux de téte symptomes associés
au paludisme (Tsabang et al., 2012; Bele et al., 2011; Focho et al., 2010; Beti et Lejoly,
2009 ; Ndoye, 2001).

11-1-2 Matériel végétal

Les plantes sélectionnées ont été récoltées au Mont Kalla (Yaoundé) en Juin 2014.
L’identification a été confirmée & I’Herbier National du Cameroun, Yaoundé ou des
specimens ont été conservés sous les numéros de référence 1227 HNC, 50059 HNC, et 55313
HNC respectivement pour P. suaveolens, U. angolensis et M. tenuifolia.

11-1-3 Préparation des extraits aqueux, méthanoliques, éthanoliques et des fractions

Les feuilles, brindilles et les écorces ont été séchées a température ambiante
séparément pendant cing jours au Cameroun au Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etude des
Plantes Médicinales (Unité des Agents Antimicrobiens). Ensuite, chaque échantillon a été
broyeé a 1’aide d’un mixeur commercial en fine poudre afin de faciliter I’extraction.

Les échantillons ont été extraits d’une part de fagcon séquentielle a I’eau et au méthanol
et d’autre part a I’éthanol, puis par partition liquide- liquide au chlorure de methylene/eau et
au méthanol/ hexane.
11-1-3-1 Préparation des extraits bruts agueux et au méthanol

Une extraction de chaque échantillon de plante a été effectuée séparément a I’cau et au
méthanol pour I’obtention des extraits bruts aqueux et méthanoliques au laboratoire de
Toxicologie du Département des Sciences de la Vie et Environnementales de I’Université de
Cagliari (Italie).

Procédure

L’échantillon de chaque matériel végétal (100g) a été mélangé dans 2000 ml de I’eau
distillée et du méthanol individuellement. L’ensemble a été ensuite introduit dans un appareil
sonicateur de marque Ultracleaner pendant 30 min a 35°C. La sonication consiste a solubiliser
les composés présents (Cares et al., 2009 ; Metherel et al., 2009). Apres 24 h, le mélange a
été filtré en utilisant le coton. Puis le filtrat a été centrifugé a 12000 rpm pendant 10 min dans

le but de separer les débris solides du liquide. Enfin, le surnagent collecté a eté soumis a une
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¢vaporation compléte en utilisant un générateur d’azote. Les extraits bruts obtenus secs ont
été conservés dans un congélateur a -20°C pour les expériences ultérieures.
11-1-3-2 Préparation des extraits bruts éthanoliques et partition liquide-liquide

Cette méthode d’extraction consiste a préparer les extraits bruts éthanoliques et a
partitioner ces derniers avec les systemes chlorure de methylene/eau et hexane/methanol pour
obtenir les differentes fractions successivement au Laboratoire de Phytobiochimie et Etude
des plantes médicinales, Unité des Agents Antimicrobiens de 1’Université de Yaoundé I au
Cameroun.

Procédure
La procédure d’extraction a été réalisée d’aprés la méthode décrite par Alali et al.,

(1999). En effet, 100 g du matériel végétal (poudre) ont été pesés et macérés dans 1’éthanol
(1000ml) 95% pendant 72 h a 25°C. Le mélange a été filtré a I’aide du papier filtre Wattman
N° 1 et le filtrat a été concentré a 1’évaporateur rotatif de type BUCHI 461 a 80°C. Cette étape
a été repétée trois fois. Le résidu de la plante a été ré-suspendu dans 1’éthanol récupéré. Les
concentrats obtenus ont été séchés a température ambiante afin d’éliminer I’excédant du
solvant. L’extrait éthanolique obtenu a été soumis a une partition CH,Cly/H,0 (1/1 viv). Cette
opération a aboutit a ’obtention de deux phases: la phase aqueuse et la phase au chlorure de
methyléne (CH.Cly. Ensuite la fraction CH,Cl, a été concentrée a sec a 40°C et partitionnee
entre le MeOH et I’Hexane (1/1 v/v). Une phase méthanolique et une phase hexane ont été
obtenues. La fraction méthanolique a été également évaporée a sec a 75°C pour concentrer les
acétogénines qui sont nos molécules d’intérét. Ainsi, au terme de cette partition, les extraits
bruts éthanoliques, les fractions méthanoliques, CH,CI; et les interfaces durant les partitions

CH,CI,/H,0 ont été utilisés pour les tests in vitro.
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Source : Alali et al., 1999
Figure 15 : Procédure d’extraction des fractions enrichies en Acétogenines

Les rendements des extraits et fractions exprimés en pourcentage (%) ont été calculés
d’aprés la formule ci-dessous :

Masse de ' extrait(g)
Rendement (%) = PR P X 100
Masse du matériel végétal (g)

La fraction methanolique riche en acétogénines et I’extrait meéthanolique ayant
repectivement présentés la meilleure activité sur la souche de Plasmodium falciparum et la

transcriptase inverse du VIH1 respectivement ont été sélectionnées pour le fractionnement.




I1-2 Fractionnement des extraits les plus actifs et caractérisation des fractions
11-2-1 Fractionnement par épuisement de I’extrait brut méthanolique des écorces de

Uvaria angolensis le plus actif sur la transcriptase inverse du VIH1.

L’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis a été le plus actif et a été
sélectionné pour un fractionnement bioguidé. En effet, les écorces de U. angolensis (2509)
ont été extraites avec du méthanol (750 ml) a I’aide du sonicateur pendant 24h. Apres
filtration a ’aide d’un coton, le filtrat a été concentré avec un évaporateur rotatif a
température ambiante (20°C) a 15000 rpm. A partir de I’extrait brut méthanolique obtenu,
différents traitements de facon sequentielle a gradient de polarité a I’eau désionisée, 1’hexane,
et au chlorure de méthyléne ont été réalisés (Figure 16). L’extrait méthanolique des écorces
de couleur a été soumis a un traitement avec 300 ml d’eau désionisée, afin de solubiliser tous
les composés hydrophiles et séparer les glycosides. Aprés homogénéisation a 1’aide d’un
agitateur magnétique, le mélange a été filtré en utilisant une pompe a vide. Ce processus a été
repété 3 fois afin de maximiser I’extraction. La fraction aqueuse de couleur orange et le résidu
2 solide maronne gluant ont été obtenus. Par la suite, le résidu 2 a été suspendu dans 1’hexane
(3 x 100 ml) sous agitation dans le but d’extraire les composés lipophiles. Apres, la mixture a
été centrifugée a 1500 rpm. Le résidu 3 solide de couleur maronne claire a été collecté et une
solution jaunatre. Puis trois cuillérées de sulfate anhydre de sodium y ont été ajoutées a cette
solution. Le mélange a été filtré puis concentré a température ambiante pour donner la
fraction hexanique (huile jaunatre). Enfin, le résidu 3 a été soumis a un traitement au chlorure
de méthylene, solvant non-polaire qui a la capacité d’extraire une large gamme des composés
organiques. Apreés centrifugation du mélange et filtration sous pompe a vide comme décrit
précédemment. Un résidu 4 solide de couleur beige a été obtenu. La fraction au chlorure de
méthyléne a été obtenue apres évaporation compléte a température ambiante pour avoir un
mélange huileux jaune noiratre gluant. Ensuite une analyse qualitative chimique des fractions
actives (fraction aqueuse, au chlorure et le résidu 4 solide) a été faite pour déterminer la

composition chimgue et identifier les groupes de composés présents.
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Figure 16 : Fractionnement par épuisement de I’extrait méthanolique des écorces de U.

angolensis le plus actif sur la transcriptase inverse.

11-2-2 Analyse par chromatographie liquide LC-QTOF Quadrupole TOF (LC/TOF/MS)
des fractions actives obtenues de U. angolensis sur la transcriptase inverse du VIH1

> Principe
La chromatographie LC-QTOF MS est une technique utilisée pour séparer un mélange

de composés afin d'identifier et de déterminer la masse de leurs composants individuels en
fonction du temps. Cette méthode est basée sur la haute pression et température a travers une
colonne (phase stationnaire) et d'une phase mobile constituée d’un systeme de solvants.
Ensuite, un détecteur a été utiliseé et les données sont représentées sous la forme d'un
chromatogramme avec le spectre de masse (Ferrer et Thurman, 2012).
» Procedure

L’analyse des fractions actives provenant de 1’exrait brut méthanolique des écorces de

U. angolensis potentiellement active sur la transcriptase inverse du VIH1 a été faite a 1’aide
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d’un appareil HPLC (Agilent série 1200) équipé d'une colonne de type Varian SUEVO
C18100A (150x 2,1 mm) N°5720-035 couplé a un détecteur 6520 QTOF. Cette fraction a été
préparée dans du méthanol a 2500 pg/ml, puis 4 ul de cette solution a été injectée dans
I'interface d'électrospray (ESI) fonctionnant en mode de détection ions positifs. La phase
mobile était constituée d’un systéme solvant composée du mélange de 1’acide formique
aqueux (A) et du méthanol (B) a 0,1% (v/v). Ce systeme passe a travers une pompe en
gradient (v/v) et a été généré a partir de 10% de B pendant 5 min, jusqu’a atteindre 100% de
B pour un temps total d’expérience de 25 min. Les données des spectres de masse ont été
acquises dans la gamme m/z 100-1500, avec une vitesse d'acquisition de 1,35 spectre s-1,
avec une moyenne de 10 000 transitoires. Les paramétres de la source d’énergie sont les
suivantes: température du gaz (250°C), la vitesse du flux 51 min™, la pression du nébuliseur
45 psi et I’énergie de collision de fragmentation 150V. Les données ont été traitées et
analysées a l'aide d’un appareil de type Agilent Mass Hunter Workstation Acquisition. Le
logiciel Scripps Center Métabolomique a été utilisé pour 1’identification des composés par
comparaison avec les spectres de masses de la base des données NIST 98.

11-2-3 Criblage phytochimique et fractionnement de I’extrait methanolique de brindilles
de P. suaveolens le plus actif sur Plasmodium falciparum par chromatographie sur
colonne

11-2-3-1 Criblage phytochimique de D’extrait méthanolique des brindilles de P.
suaveolens le plus actif par chromatographie colonne
Le screening qualitatif phytochimique des fractions méthanoliques actives sur la

souche K1 de Plasmodium falciparum a été réalisé dans le but de déterminer les autres
groupes des métabolites secondaires bioactifs. La détermination des constituants chimiques :
les alcaloides, les glucosides, les flavonoides, les saponines, les tannins, les terpénes, les
composés phénoliques, des stérols et des groupes lactones ont été effectués d’aprés les
protocoles standardisés décrites par Oloyede, 2005 ; Odebeyi et Sofowora, 1978; Harbone,
1976 ; Trease et Evans, 1996 ci-dessous :
11-2-3-1-1 Tests des alcaloides

Dans un tube a essai, 50 mg de la fraction méthanolique de P. suaveolens sont dilués
dans 10ml de H,SO,4 (2 %). Le mélange est homogénéisé et porté a ébullition pendant 2
minutes, puis filtré. A 1ml du filtrat, on ajoute 5 gouttes du réactif de Mayer. Le
développement d’une turbidité confirme la présence des alcaloides (Odebeyi et Sofowora,
1978).
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11-2-3-1-2 Test des flavonoides

La fraction méthanolique a été préparée et 5Sml d’ammoniaque diluée y sont ajoutés
puis, de 1’acide sulfurique concentré (1ml). Une coloration jaune qui disparait avec le temps
marque la présence des flavonoides (Sofowora, 1993).
11-2-3-1-3 Mise en évidence des saponines

Un mélange de quelques milligrammes de la fraction méthanolique et 5 ml d’eau
distillée contenue dans un tube a essai est porté au bain-marie bouillant pendant 5 min. Apres
refroidissement, la solution homogeénéisée est introduite dans un tube a essai et agitée
vigoureusement pendant 10 secondes au vortex. La présence d’une mousse persistante (1
minute) de plus d’un cm d’épaisseur apres agitation indique la présence des saponines
(Oloyede, 2005 ; Harbone, 1976).
11-2-3-1-4 Test des tannins

A une solution alcoolique (10ml) de la fraction, quelques gouttes de chlorure ferrique
(0,1%) y sont ajoutées. La présence des tanins se manifeste par un changement de coloration
de la solution : la coloration bleue foncée signifie la présence des tanins galliques alors que la
coloration verte noiratre traduit la présence des tanins catéchiques (Trease et Evans, 1996 ;
Oloyede, 2005).
11-2-3-1-5 Test des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été révélés en dissolvant 50 mg de la fraction de plante
dans 15ml de méthanol, puis la solution est chauffée au bain marie bouillant pendant 15min.
A ce mélange, 3 gouttes d’une solution de cyanure ferrique fraichement préparée y sont
ajoutées. La formation d’un précipité vert marque la présence des phénols (Harbone, 1976).
11-2-3-1-6 Caractérisation des terpénes

Le test de Sakowski a été utilisé pour détecter les terpénoides. Dans un tube a essai,
2ml de chloroforme sont ajoutés a 10 ml d’une solution de la fraction & 10%. Aprés agitation
du mélange, 3ml d’acide sulfurique y sont ajoutés avec précaution pour former une couche. Il
se forme une interface brun-rougeétre qui traduit la présence des terpénoides (Trease et
Evans, 1996).
11-2-3-1-7 Test des glucosides

Les glucosides ont été caractérisés en dissolvant une quantité de la fraction dans 5 ml
of HCI et par suite ce mélange est neutralis¢ avec 5 ml de solution d’hydroxyde de sodium
hydroxide de sodium 5%; quelques gouttes de la solution de liqueur de Fehling y ont été
ajoutées. La présence des glucosides est révélée par la présence d’un précipité rouge brique
(Odebeyi et Sofowara 1978).
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11-2-3-1-8 Test de mise en évidence des stérols

Quelques milligrammes de la fraction de plante sont dissous dans 2ml de chloroforme.
A cette solution, 4 gouttes d’anhydride acétique et d’acide sulfurique y ont été ajoutés
successivement. La présence des stérols se manifeste par I’apparition de la couleur rouge
violacée alors que la couleur bleue verdatre indique celle des stérols (Harbone, 1976).
11-2-3-1-9 Caractérisation des composés lactoniques

Les acétogénines sont caractérisés par leur groupement lactone. La mise en évidence
de ce dernier dans la fraction méthanolique traduirait donc une forte probabilité de la présence
des acétogénines. Les composés lactoniques ont été caractérisés avec le réactif de Kedde qui
se matérialise par une coloration rose. C’est un test de caractérisation qualitatif et qui a été
réalisée suivant le protocole décrit par Aromde et al., (2005), avec quelques modifications.
Réactifs
- Acide 3,5- dinitrobenzoique
- Le dihydroxyde de potassium
- Extraits méthanoliques de P. suaveolens
Préparation des solutions :
1- 2 g d’acide 3,5- dinitrobenzoique ont été dissout dans 100 ml d’éthanol 95%.
2- 5,7 g d’hydroxyde de potassium ont été dissout dans 100 ml d’éthanol
Le mélange équivolumétrique des solutions 1 et 2 constitue le réactif de Kedde.
3- Solutions d’extraits: 0,3g des différentes fractions méthanoliques ont été dissouts dans 100 ml
d’éthanol.
» Procédure

Un volume de 800ul de chaque solution d’extrait a été introduit dans une cuve
spectrophotométrique, puis 100l de la solution d’acide dinitrobenzoique et 100ul de la
solution d’hydroxyde de potassium ont été ajoutés respectivement. Ensuite, 1000ul d’éthanol
ont été ajoutés au mélange, suivi d’une homogénéisation. Le blanc n°1 était constitué d’eau
distillée (2000pl) et le blanc n°2 de 800ul d’un mélange d’éthanol 95% + 100ul d’hydroxyde
de potassium +100ul d’acide dinitrobenzoique + 1000ul d’éthanol. Aprés avoir 3 a 5 min,
I’absorbance du mélange a été lue a différentes longueurs d’ondes entre 300-700 nm. Les
données collectées ont permis de tracer le spectre d’absorption des extraits dans la gamme.

La fraction active sur Plasmodium falciparum des brindilles riches en acétogénines a

été soumise a un fractionnement par chromatographie sur colonne.




11-2-3-2 Fractionnement de la fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens le
plus actif par chromatographie sur colonne
»  Procédure

La fraction méthanolique des brindilles de Polyalthia suaveolens ayant presenté une
tres bonne (la meilleure) activité antiplasmodiale sur la souche K1 de P. falciparum a été
retenue pour le fractionnement sur la colonne chromatographique. En bref, 14,69 de la
fraction a été dissoute dans du méthanol (100ml). Aprés évaporation compléte a 70°C, la
fraction séchée a été fixée sur la silice de granulométrie 70-230 pum de marque Merck et
ensuite a été séparée sur une colonne de gel de silice 230-350 um (Merck). L’élution a été
realisée en utilisant des systemes solvants a des gradients de polarité (Tableau I1): Hex
100%, Hex-AE(98:2), Hex-AE (95 :5—93:7), Hex-AE (93:7), Hex-AE (93 :7—85 :15),
Hex- AE (85:15—78:22), Hex-AE(78 :22—70 :30), Hex-AE(70-30—60 :40), Hex-AE
(60 :40— 50 :50),Hex-AE(50 :50—20 :80), Hex-AE (50 :50—20 :80) /AE-MeOH (98 :2) et
AE-MeOH (95 :5)/MeOH 100% respectivement. Les chromatographies analytiques sur
couche mince ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 Fas4 (Merck, 20 x 20 cm ou
0,2 x 5 m) sur feuilles d’aluminium de 0,2 mm d’épaisseur, ou SIL G/UV s, (POLYGRAM,
40 x 80 mm) sur feuilles de plastique de 0,2 mm d’épaisseur. Ces plaques ont été développées
dans des cuves chromatographiques contenant les systemes de solvant CH,Cl,-MeOH, Hex-
AE et AE-MeOH a différentes polarités. Les plaques CCM ont été révélées, soit par
utilisation de la lumiére ultraviolette de la lampe UV de type spectroline , modéle VL-4-LC,
de longueurs d’onde 254 et 366 nm, soit aprés pulvérisation a 1’aide d’une solution d’acide
sulfurique diluée a 50 %, suivi d’un chauffage a 1’étuve a 150 °C, soit encore en les exposant
aux vapeurs d’iode. Enfin 438 fractions de 125 ml ont été collectées et regroupés en 12 sous

fractions : PS1-12 sur la base de leur profil de chromatographie sur couche mince (CCM).
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Tableau I1: Chromatogramme de la fraction méthanolique des brindilles de

P.suaveolens

Eluants Fractions | Série Remarques

Hex 100% 1-17 (PS1) Mélange de 4 produits

Hex-AE (98 :2) 18-19 (PS2) Trainée

Hex-AE (98 :2), 20-23 (PS3) Apparition des cristaux a la
fraction 20 et 23 fluorescent a
1’UV, mélange de 4 produits

Hex-AE (95 :5—93 :7) 24-59 (PS4) Trainée et apparition des
cristaux 24, 25, 30, 32 et 33

Hex-AE (93 :7) 60-73 (PS5) Cristaux 60-64,70 ; Trainée

Hex-A (93 :7—85 :15) 74-150 (PS6) Mélange de 2 produits

Hex-AE (85 :15—78 :22) 151-199 (PS7) Apparition des cristaux a 193,
mélange de 3 produits

Hex-AE (78 :22—60 :40) 200-249 (PS8) Présence des cristaux a 200
,mélange de 2 produits

Hex-AE (60 :40— 50 :50) 250-282 (PS9) Mélange de 3 produits

Hex-AE (50 :50—20 :80) 283-332 (PS10) Présence des cristaux a 298,
326

Hex-AE(50 :50—20 :80) /AE-  333-393 (PS11) Mélange de 3 produits

MeOH (98 :2)

AE-MeOH (95 :5)/MeOH 100% 394-438 (PS12) Trainée

Hex : hexane ; AE : acétate d’éthyle ; MeOH : méthanol ; PS : Polyalthia suaveolens
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Les différents extraits et les fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis
ont été¢ soumis aux tests d’activités inhibitrices de la transcriptase inverse du VIH 1 et sur
Plasmodium falciparum.

11-3 Evaluation des activités inhibitrices des extraits et des fractions de la transcriptase
inverse (TI) associée a la fonction ADN polymérase-ARN dépendant et ’ARNase H
VIHI

L’enzyme Transcriptase Inverse (VIH-1 TI) recombinant a été exprimée et purifiée a
partir du proto plasmide p(His) 6-tagged p66/p51 HIV-1IHXB2 TI et a été offerte au
Laboratoire de Virologie et de Biologie Moléculaire de Cagliari (Italie). La séquence de
nucléotides de I’hybride ARN/ADN est la suivante:
5-GAUCUGAGCCUGGGAGCU-FLUORESCEIN-3’
5-DABCYL-AGCTCCCAGGCTCAGATC-3' (HPLC, dry, QC: MassCheck) disponible par
Metabion). Au cours de D’expérience 1’eau distillée utilisée (UltraPure TM) (Life
Technologies, Invitrogen™, catalog number: 10977-015) afin d’éviter I’interaction avec les
acides nucléiques. La préparation du tampon de dilution enzymatique et la solution du
mélange réactionnel constitué des éléments necessaires pour le déroulement de la réaction des
tests d’activités sur la transcriptase inverse voire Annexe 2.

11-3-1 Préparation des solutions tests des extraits et des fractions

Le screening a été effectué avec 27 extraits bruts (H,O et MeOH) de P. suaveolens,
M.tenuifolia et U. angolensis. Les solutions stock des extraits ont été préparées dans de 1’eau
purifiée milliQ a 1000 pg/ml dans les tubes falcon. Puis, des dilutions aqueuses de ces extraits
ont ¢été fraichement préparées dans des tubes eppendorff au cours de ’expérience. En effet 5
pl de la solution a 1000 pg/ml ont été introduits dans un eppendorf et compléter avec de I’eau
a 45 ul pour avoir un volume final de 50ul soit une concentration finale de 100 pg/ml. A
partir de cette concentration de 100 pg/ml, des dilutions au 1/3 ont été réalisées. Ainsi pour
chaque échantillon, 6 concentrations ont été testées variant de 100 ; 33,33; 11,11; 3,70; 1,23 et
0,41 pg/ml ont été testées. Concernant les fractions issues de 1’extrait méthanolique des
écorces U. agolensis, les solutions méres ont été préparées a 10000 pg/ml dans du DMSO,
puis des dilutions ont été faites dans de 1’eau purifiée milliQ. La concentration initiale était de
100 ug/ml, et des dilutions au ¥4 ont été réalisées. Les concentrations testées variaient de 100;
25; 6,25;1,56;0,39 et 0,10 pg/ml pour chaque fraction. L’expérience a été conduite en
duplicate pour chague concentration et répétée trois fois.




11-3-2 Test d’inhibition des extraits de la T| associée a la fonction de ’ARNase H
» Principe

Le principe de la dégradation de I’ARNase H est expliquée dans la figure 16 suivante.
En présence de la

Substrat hybride lumiere, le brin
Aucune fluorescence B d’ARN est hydrolysé 0
par ’ARNase H 1
ARNase H
' DNA ol ' DNA

Figure 17 : Principe de la dégradation de I’ARNase.
Légende : Le substrat d’ARN (bleue) marqué par la fluorescéine fluorophore (F jaune) est li¢ avec le

brin complémentaire d’ADN (verte) marqué quant a lui avec la molecule Dabcylquencher (D, rouge). Au niveau
du substrat, le quencher est si proche du fluorophore qu’il peut absorber la fluorescence émise aprés excitation
(Panel A). Ensuite, le substrat d’ARN est hydrolysé par I’ARNase H, un petit oligo ribonucleotide marqué avec
la fluorescéine va se détacher du quencher, et ainsi libéré la fluorescence apres excitation de la lumiere (Panel
B). Par conséquent, plus la couleur est intense, plus I’activité est révélée et la fluorescene diminue en présence de
I’inhibiteur.

L’activité de la TI-VIH 1 associée a ’ARNase H a été réalisee comme decrite par
(Cuzzucaoli et al., 2015) dans un volume total de 100ul de la réaction.

En effet, dans une microplaque de 96 puits (OPTIPLATE-96 F /50B), I’eau dépourvue
d’ADNase/ARNase (UltraPure TM) (20 ul pour le blanc et 10ul pour le contréle négatif dans
les puits de la ligne A1-A2 et A3-A5 respectivement) a €té introduite. Ensuite 80 pl du
mélange réationnel dans tous les puits ont été ajoutés. Puis 10ul du contrdle positif et de
chaque extrait testé en duplicate ont été ajoutés a des concentrations croissantes variant de
0,41;1,23;3,70; 11,11 ; 33,33 et 100 pg/ml de la ligne A6-H11. Enfin 10ul de la solution
de inverse transcriptase préalablement préparée dans le tampon de dilution (Tris-Hcl)
(Annexe 2) y sont ajoutés. RDS 1643 était la molécule de référence a des concentrations
testées de 33,11 et 3,7 nM. Chaque concentration a été testée en duplicate et I’expérience a été
repétée 3 fois. La plaque a été recouverte et été incubée pendant 1 h a 37°C sous une
microplaque Multi Thermo-Shaker (TRM4) a 200 tours/min. Apres incubation, la réaction a
éteé stoppée par addition de I’EDTA et I’activité a été mesurée a I’aide d’un lecteur de plaque
multilabel Victor 3 (Perkin ElImer model 1420-051) équipés des filtres a une longueur d’onde
490/528 nm (excitation/émission). Les résultats ont été obtenus en soustrayant la valeur de la
fluoroscnce pour chaque échantillon sur une feuille dans le logiciel Microsoft Excel. Les




pourcentages d’activité enzymatique ont été calculés a partir des moyennes des fluorescences

en appliquant la formule suivante :

o, Moyenne fluoroscence essai - Moyenne fluorescence blanc
05 Activite = — — x 100
oyenne fluoroscence contdle négatif — Moyenne fluoroscenceblanc

Fluorescence : Mesure de la capacité d’un composé a émettre de la lumiére sous I’effet des
radiations.
11-3-3 Test d’inhibition in vitro des extraits sur la Tl associee a la fonction de ’ADN

polymerase ARN dependent

L’activité inhibitrice des extraits sur la transcriptase inverse associée a I’ADN
polymerase ARN dependante a été évaluée a 1’aide du Kit des essais de la transcriptase
inverse (Invitrogen EnzCheck Inverse Transcriptase Kit) dans un volume total de 25,5 pl dans
chaque puit de la microplaque (Meleddu et al. 2014). Dans les puits de la ligne A1-A2 et
A3-A5, 5ul du tampon de dilution enzymatique Tris-HCI (voire Annexe 2) pour le blanc et
2,5 ul pour le contréle négatif ont été introduit respectivement. Ensuite 20 pl du mélange
réationnel ont été ajoutés dans tous les puits. Puis 2,5 pl de chaque extrait/contrle positif
testé en duplicate ont été ajoutés a des concentrations croissantes variant de 0,41 ; 1,23 ; 3,70 ;
11,11 ; 33,33 et 100 pg/ml de la ligne A6-H11. Enfin 3ul de la solution de la transcriptase
inverse préalablement préparée dans le tampon de dilution (Tris-HCI) dont la composition
(Annexe 2) y a été ajoutée excepté les puits du blanc. Le contrble positif était constitué
Efavirenz connue comme un inhibiteur de référence non nucléotidique de la transcriptase
inverse a été testé a des concentrations de 30; 10 et 3 nM. Chaque concentration a été testée
en duplicate et le contrle négatif en triplicate. Aprés incubation pendant 30 min a 37°C sous
agitation, la réaction enzymatique a été stoppée par addition de ’EDTA. Enfin, les produits de
la réaction ont été évalués par ajout de la solution de Picogreen (préparation dans 1’annexe 2)
et ’ensemble est introduit dans un lecteur de plague multilabel Victor 3 (Perkin EImer model
1420-051) équipé des filtres a des longueurs d’ondes 502/523 nm (excitation/émission). Les
résultats ont été obtenus en soustrayant la valeur de la fluoroscence pour chaque échantillon
sur une feuille du logiciel Microsoft Excel.

Les pourcentages d’activité enzymatique ont été calculés a partir de la moyenne de la

fluorescence obtenue d’aprés la formule suivante:

o, Moyenne fluoroscence essai - Moyenne fluorescence blanc
os Activite = — — » 100
Moyenne fluoroscence contdle négatif — Moyenne fluoroscenceblanc

Fluorescence : Mesure de la capacité d’un composé a émettre de la lumiére sous ’effet des
radiations.




Le graphique d’inhibition a ensuite été généré en tragant le pourcentage d’activités par
rapport a la concentration des extraits. Une analyse de régression lineaire des courbes
d’inhibition a été effectuée en utilisant Microsoft Excel et une ligne de tendance convenant le
mieux a la courbe a été sélectionée. L équation correspondante a été utilisée pour calculer la
concentration requise pour inhiber de 50% I’activité enzymatique (valeur Clsp). Les résultats
sont exprimés en Clsp £ écart type.

11-3-4 Evaluation de P’activité cytotoxique des fractions actives de U. angolensis sur la
lignée cellulaire A549

Une évaluation de la susceptibilité des cellules A549 (Sigma Aldrich 86012804-1VL)
avec des fractions actives de I’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis a été
effectuée avec la méthode au réactif de PrestoBlue pour mettre en évidence la viabilité
cellulaire.

Principe

Ce test utilise le pouvoir réducteur des cellules vivantes actives pour transformer le
réactif résazurine (7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one 10-oxyde), un composé de couleur bleu
perméable aux cellules et pratiquement non-fluorescent, en résorufine, un produit rouge
fortement fluorescent. La conversion est proportionnelle au nombre de cellules
métaboliquement actives, et peut donc étre mesurée quantitativement.
Procédure

La lignée cellulaire A549 est un groupe des cellules épithéliales alvéolaires issues d’un
adénocarcinome humain, modele cellulaire majeur utilisé dans les études de biosécurité. La
culture a été faite dans les microplaques de 96 puits (Spectra Plate, PerkinElmer) a une
densité initiale de 10° cellules/ml dans le milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) supplémenté avec 10% de FBS (serum de veau fcetal) inactivé et 1%
Penicilline/Streptomycine (Lifetechnologies). Le mélange a été incubé a 37°C, sous une
atmosphere humide contenant 5% de CO, pendant 72 h.

Apres la culture, les solutions stock des fractions aqueuse, hexanique, au chlorure de
méthyléne et le résidu 4 solide potentiels de U. angolensis ont été dissoutes dans du DMSO
5% (Sigma Aldrich) pour une concentration de 100 pg/ml. Des dilutions en séries de facteur
1/3 ont été faites dans le milieu de culture. Puis les cellules ont été incubées dans une
microplaque avec des différentes concentrations de fractions et résidu variant de 100 pg/ml a
0,03 pg/ml pendant 72h a 37°C, sous une atmosphéere humide contenant 5% de CO,. Le

volume total de la réaction était de 100ul constitue de 50ul de milieu et de 50ul des




échantillons tests. Le blanc contenait uniqguement 100 pl de milieu. Le contrble négatif était
composé des volumes égaux (50ul) de cellules et de milieu et le contrdle positif était constitué
de la Camptothécine. Apres le colorant PrestoBlue™ y a été ajouté et la plaque a été incubée
pendant 1h a 37°C, sous une atmosphere humide contenant 5% de CO,, (Invitrogen).
L’expérience a été repétée 3 fois et chaque échantillon est testé en duplicate. La fluorescence
a été détectée a 1’aide d’un appareil de type Victor3 (Perkin Elmer). Les pourcentages de
viabilité cellulaire ont été déterminés sur la base du nombre de cellules vivantes traitées avec

le composé par rapport aux cellules témoins non traitées (définit comme 100% de viabilité).

. Absorbance moyenne du composé test — Absorbance du blanc
% viabilité = — — * 100
Absorbance du contréle négatif — Absorbance blanc

Le graphique de cytotoxicité a ensuite été généré en tracant le pourcentage de viabilité
cellulaire par rapport a la concentration des extraits. Une analyse de regression linéaire a été
effectuée en utilisant Microsoft Excel et une ligne tendance convenant le mieux a été
séléctionnée. L’équation correspondante a été utilisée pour calculer la concentration requise
pour réduire la croissance cellulaire de 50% (valeur CCsp).Les indices de sélectivité (IS) ont
¢été déterminés d’apres la formule suivante :

Concentration cytotoxigue 50 (CC50)

Indice de sélectivité = ————— ®% 100
Concentration inhibitrice 50 (CI50)

Le dégré de sélectivité a été adopté selon les criteres de classification suivants définis

par Ondo et al. (2012) :

- 1S<1: classé comme non sélectif (toxique)

- 1<1S<10 classé comme faiblement sélectif (faiblement toxique)
- 1S>10 classé comme sélectif (non toxique)

A la suite de I’évaluation de 1’activité des extraits et fractions de P. suaveolens, M.
tenuifolia et U. angolensis sur le VIH1, ces extraits ont également été étudiés sur le
paludisme. Au Cameroun, ces plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le
paludisme. Le Cameroun est une zone endémique favorable au développement du paludisme.
L’¢évaluation des extraits et fractions de ces plantes contribue a I’identification des substances

naturelles a activité antipaludique dans notre pays.




I1-4 Détermination de I’activité antiplasmodiale in vitro des extraits bruts, des fractions
et subfractions

L’évaluation de I’activité de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis sur
Plasmodium falciparum a été réalisée.

11-4-1 Test de susceptibilité des érythrocytes sains aux extraits

Avant les tests d’activité proprement dits, une étude préliminaire de toxicité a été
réalisée pour determiner les concentrations maximales d’extrait sans dommages significatifs
sur des globules rouges. Cette étude a été faite suivant le test colorimétrique au 3-[4,5-
diméthylthiazol-2-yl]- bromure de 2,5- diphényltétrazolium /méthosulfate de phénazine
(MTT/PMS) décrit par Cedillo-Rivera et al (1992), avec quelques modifications.

Cette méthode est basée sur la réduction de MTT (jaune) en formazan (bleue) par les
enzymes mitochondriales des cellules viables.

Pour ce faire, 50ul d’érythrocytes suspendus a 2% d’hématocrite dans le milieu de
culture RPMI 1640 supplémenté de HEPES & 25 mM a pH 7 ont été introduits dans tous les
puits d’une microplaque de culture de 96 puits. Un volume de 5 ul d’une solution d’extrait
concentrée a 1mg/ml ont été introduits dans le puits de la ligne A d’une microplaque de 96
puits, puis dilués avec 95ul de RPMI 10%. Puis des dilutions en série %2 ont été effectuées.
Apres la plaque a été incubée dans un volume final de culture de 100 pl sous une atmosphére
de 91% N, 3% O, et 5% CO, a 37°C pendant 48 heures. Chaque concentration d’extrait a €té
réalisée en triplicate avec les érythrocytes. Au terme de I’incubation, les cultures ont été
transférées dans les tubes en polypropylene et centrifugées a 1500 trs/min pendant 5 min. 150
ml de solution de MTT et 250 pg de PMS ont été ajoutés au culot récupéré, puis le mélange a
été incubé pendant 45 min a 37°C.Apreés incubation, I’ensemble a été de nouveau centrifugé
comme décrit précédemment. Le culot récupéré a été ré-suspendu dans 0,75ml HCI a 0,04M
dans I’isopropanol afin d’extraire et de dissoudre le colorant (formazan) des cellules. Apres 5
min, le contenu des tubes a été vigoureusement mélangé, centrifugé et 1’absorbance du
surnagent déterminée a 570 nm. La densité optique obtenue étant proportionnelle a la quantité
de formazan produite 1’est avec la quantité d’érythrocytes viables. A partir des résultats
obtenus les concentrations maximales d’extraits ayant peu de dommage sur les cellules ont été
considérées comme point de départ des dilutions subséquentes pour les tests antipaludiques
(Cedillo-Riveraet al., 1992).

11-4-2 Culture du Plasmodium falciparum
La souche K1 de Plasmodium falciparum résistante a la Chloroquine a été maintenue

en culture continue d’aprés la méthode décrite par Trager et Jensen (1976) avec quelques
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modifications. Les parasites sont maintenus in vitro dans des érythrocytes humains frais saints
O™ a un hématocrite de 4 % (v/v) dans du milieu RPMI 1640 (16,2g/L) complet constitué de
25 mM HEPES, 11,11 mM de glucose, 0,2% sodium bicarbonate (Sigma), 0.5% Albumax |
(Gibco), 45 ug/L Hypoxanthine (Sigma) et 50 ug/L Gentamicine (Gibco). L’ensemble de la
préparation a été incubée sous une atmosphére de 90% N2, 5% de CO,, et 5% d’0, a 37°C. La
culture est réensemencée quotidiennement avec un milieu frais. La réalisation d’un frottis
sanguin fixé au méthanol, coloré au Giemsa a été effectuée afin de déterminer la parasitémie
et de vérifier le bon état de la culture. Par la suite, afin de maintenir les parasites au méme
stade, la synchronisation a été réalisée.
11-4-3 Synchronisation de stade parasitaire

Dans le cadre de cette étude, les tests biologiques sont réalisés sur la souche K1 de P.
falciparum dans leur stade de développement en anneau tel que le protocole décrit par
(Lambros et Vanderberg, 1979). La synchronisation de la souche parasitaire repose sur la
lyse simultanée de tous les globules rouges parasités par des schizontes. En effet, afin de
garantir I’accés aux métabolites plasmatiques, le parasite perméabilise la membrane
érythrocytaire mais la rend aussi sensible aux chocs osmotiques. A un stade avancé du
parasite, 1’ajout de sorbitol dans le milieu lyse les érythrocytes parasités par les schizontes
mars alors que les autres globules résistent a ce choc. Il ne reste alors que des globules rouges
sains ou des globules parasités par des jeunes trophozoites (stade anneaux).
» Mode opératoire

La culture est centrifugée a 1500 tours/min pendant 5 min, le surnageant est remplacé
par neuf volumes de solution de D-sorbitol (5% dans de 1’eau distillée). Une fois
homogénéisée, la culture a été incubée a 37°C pendant 10 minutes puis centrifugée de
nouveau suivant la meme procéure a la méme vitesse, ce qui permet d’isoler le culot de
globules rouges parasités par des formes en anneau alors que le lysat cellulaire reste en
suspension.
I1-4-4 Tests d’inhibition de P. falciparum des extraits bruts, des fractions et sous
fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis

Au total 96 parasites synchronisés au stade en anneau a un hématocrite de 2% et a une
parasitémie de 1% ont été incubés avec les extraits bruts et les fractions a différentes
concentrations. Au terme de cette expérience, les Clso (représentent les concentrations qui

inhibent la croissance de 50% de parasites) ont eté determinées.




> Préparation des solutions d’extraits
Les solutions meéres ont été préparées a 25 mg/ml dans du DMSO 100%. Dans une
microplaque de 96 puits, 12,5 pl de chaque solution mére d’extrait, y ont été introduits avec
87,5 ul de milieu de culture RPMI 1640. Puis des dilutions en série a partir de cette solution

ont été effectuées avec un facteur de dilution de ¥ suivant le schéma ci-contre.

N° de la ligne A B C D E F G H

Volume solution / dilution | 87,5 uL | 50uL | 50pL | 50uL | 50pL | 50pL | 50pL | 50uL

F—

AVAVAVAVA VYAV

50uL  50pL  50pL  50pL  50pL  50pL  50uL 50uL

12,5 uL de
SM

SM : solution mere.

Au total 10 concentrations ont été obtenues variaient de 6,103 pg/ml a 3125 pg/ml.

> Evaluation de ’activité antiplasmodiale: Détermination de la Cls

Pour le test d’activité, la méthode fluorométrique au SYBR Green | telle que décrite
par Smilkstein et al. (2004) a été effectué. Ce colorant interagit avec le Plasmodium pour
produire un complexe fluorescent.

Un volume de 4 pL de chaque extrait des plantes a été transféré dans une autre
microplaque de 96 puits, puis 96ul de parasites synchronisés au stade en anneau
(parasitémiel% et hématocrite 2%) y ont été ajoutés pour faire la diluetion. Cette préparation
a permis d’obtenir des concentrations variant de 0,24 pg/ml a 125 pg/ml. La plaque a été
ensuite incubée pendant 48 h a 37°C sous une atmosphere de 5% O,, 5% CO,, et 90% No.
Chaque concentration a été testée en triplicate. L’Artémisinine (1uM) et 0,4% DMSO
constituaient les contréles positifs et négatifs respectivement.

A la fin de I’incubation, 100 pl de SYBR green | préparé dans le tampon [0,2 pl de 10
000 x SYBR green (Invitrogen) par ml de tampon de lyse {Tris (20 mM, pH 7,5), EDTA (5
mM), saponine (0,008% en v/v) et de Triton X-100 (0,08%, v /v}] ont été ajoutés a chaque
puits et le mélange a été homogénéisé délicatement. Aprés incubation a l'obscurité a 37°C

pendant 1 h, la fluorescence a été mesurée a 1’aide d’un lecteur mutiple plaque (Perkin Elmer)
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aux longueurs d’onde de 485 et 530 nm pour [1’excitation et 1’émission respectivement. La
courbe dose-réponse de la fluorenscence a été representée en fonction des concentrations. Les
activités inhibitrices des extraits et fractions ont été exprimées en Clso (concentrations qui
inhibent 50% la croissance des parasites et ont été déterminées a 1’aide du logiciel Estimation-
ClI version 1,2 (http://www.antimalarial-icestimator.net/MethodIntro.htm) ou la croissance
parasitaire a été estimee. Le contrdle négatif (0,4% DMSO) est 100 %, et 0% pour le contrdle
positive ART (Le Nagard et al., 2011 ; Kaddouri et al., 2006).

L’analyse des résultats a été faite a I’aide de 1’échelle de classification des extraits et

fractions établie par Mufioz et al, (2000) qui classe en fonction des valeurs de Clsg:
- Trés bonne activité pour les Clso inférieures a 5 pg/ml
- Activité modérée (bonne) pour les Clsy comprises entre 5 pg/ml et 10 pg/ml.
- Absence d’activité pour les Clsg supérieures a 10 pg/ml.

A I’issue des tests de I’activité antiplasmodiale, la fraction et les sous fractions qui ont
présenté une bonne activité, ont été soumis au test de cytotoxicité dans le but de vérifier leur
innocuité in vitro sur une lignée cellulaire.

11-4-5 Test de cytotoxicité de la fraction la plus active méthanolique des brindilles et ses
sous-fractions actives de P. suaveolens sur les cellules HFF
11-4-5-1 Activation des cellules HFF (Human Foreskin Fibroblast) en culture

Les cellules HFF ATCC-HS68 sont maintenues en culture continue au sein de 1’Unité
des Agents Antimicrobiens du Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etude des Plantes
Médicinales du Département de Biochimie de 1’Université de Yaoundé 1.

Sous une hotte microbiologique maintenue dans les conditions aseptiques, les cellules
HFF ont été mise en culture dans des flacons de 75 cm? en présence de 13,5 g/L du milieu
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contenant du bicarbonate de sodium (0,2%)
(Sigma) et gentamycine (50 pg/mL), supplémenté a 10% de sérum bovin feetal (FBS)
inactivé. Le mélange a été incubé sous les conditions optimales a 5% de CO, a 37°C. Le
milieu de culture était renouvelé tous les 3 jours. L’observation et la détermnation de la
charge parasitaire ont été faite par comptage microscopique sur cellule hématimétre de
Neubauer et le bleu trypan utilisé pour distinguer les cellules vivantes des cellules mortes
(Boyom et al., 2014).
11-4-5-2 Test de cytotoxcité sur les cellules HFF en culture

Le test de viabilité cellulaire a été réalisé avec la méthode colorimétrique au
MTS/PMS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H

tetrazolium/méthosulfate de phénazine. Elle est basée sur la réduction du MTS (teinte jaune)
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en formazan (teinte violette) par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules
métaboliquement actives (Figure 19). La quantité du précipité formé est proportionnelle au

nombre de cellules vivantes.

OCH,COOH _
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W
Fl /N“N’O/
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N
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Figure 18 : Principe du test au MTS

Les cellules HFF ont été réensemencées dans des microplaques de 96 puits (Costar,
USA) a la charge de 5x10° cellules/100 pL/puits et incubées pendant 24h & 37° C sous une
atmosphére humidifié 5% CO,. Aprés incubation, le milieu a été retiré et remplace par 80ul
de milieu contenant les differentes solution d’extraits (la fraction méthanolique d’intérét des
brindilles de P. suaveolens et leurs sous fractions (PS1-PS12) préparées dans du DMSO 0,4%.
Les concentrations variaient de 0,24 a 125 pg/ml. Les contrbles négatifs étaient constitués
uniquement des cellules sans inhibiteur. La plaque a été incubée a 37°C, pendant 48 h sous
une atmosphére humidifiée 5% CO,. Puis, 20 ul de MTS/PMS ont été ajoutés dans chaque
puits et les plaques ont été une fois de plus incubées pendant 3h. La mesure de la densité
optique dans chaque puits & 490 nm a été faite a I’aide d’un lecteur de microplaque (Biotek
EL800, USA). Les pourcentages d’inhibition de la croissance cellulaire ont été calculés a

partir des densités optiques par rapport au contrdle négatif d’apres la formule ci-dessous :

DO contréle positif — DOtest
Pourcentage d'inhibition (%) = — — % 100
DO contdle positif

DO= Densité optique
Les concentrations cytotoxiciques 50 (CCsp) ont été déterminées a 1’aide du logiciel
GraphPadPrism 5.0. Les tests ont été réalisés en triplicate. Les index de sélectivité ont été

déterminés suivant la formule:




Indice de sélectivits Concentration Cytotoxique 50 {CC 50) 100
2 = X
THEEE B8 SVt = s ncentration Inhibitrice 50 (CI 50)

Le dégreé de sélectivité a éte adopté selon les critéres de classification suivants définis

par Ondo et al. (2012) :

- 1S<1 : classé comme non sélectif (toxique)

- 1<1S<10 classé comme faiblement sélectif (toxicité intermédiaire)
- 1S>10 classé comme sélectif (non toxique)

La fraction mére méthanolique des brindilles, vue son activité et la quantité a été
retenue pour la suite des études in vivo.

I1-5 Etude de D’activité antiplasmodiale in vivo de la fraction méthanolique de P.
suaveolens chez la souris

Les tests biologiques de I’activité antiplasmodiale in vivo de la fraction méthanolique
des brindilles de P. suaveolens ont été effectués sur des souris femelles blanches Swiss
appartenant a la lignée reproduite a 1’animalerie du laboratoire de Toxicologie et de
Pharmacologie de la Faculté de Médecine et Sciences Biomédicales de 1’Université de
Yaoundé I. Le choix du sexe des animaux a été basé sur la faible susceptibilité des males a
I’infection plasmodiale, observée au cours des études préliminaires. Ces animaux étaient agés
de 6 a 7 semaines et ont été utilises aussi bien pour les tests antipaludiques In vivo que pour
I’étude de la toxicité aigiie de I’extrait.

L’infection plasmodiale a été réalisée en inoculant la souche Plasmodium berghei des
rongeurs codifiée (MRA 406, ATCC Manassas Virginia) sensible a la Chloroquine. Cette
souche a été gracieusement offerte par BEI Ressource receptionée dans un cryotube conservé
dans de la carboglace.

Tous les extraits a tester ont été pesés et dissouts dans le mélange70% Tween 80 et
30% éthanol. Cette solution a été diluée 10 fois en y ajoutant de I’eau distillée pour obtenir
une solution stock contenant 7% Tween 80 et 3% éthanol.

Un test de toxicité aigl a été effectué en prélude au test d’efficacité In vivo de la
fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens ayant presenté la meilleure activité avec

une Clso<5 pg/ml sur la souche K1 de Plasmodium falciparum.




11-5-1 Etude de la toxiciteé aigue de la fraction méthanolique riche en acétogénines des
brindilles de P. suaveolens

L’étude de la toxicité aigiie a été réalisée dans le but de déterminer la dose léthale 50
(DLso) suivant le protocole expérimental de la ligne directive 423 (OCDE, 2001).
Détermination de la dose léthale (DLsp)

Apres 3 a 4 h avant I’administration, 3 souris Swiss albinos (femelles) de poids moyen
de 20-25 g ont regu par voie orale la fraction d’intérét a I’aide d’une sonde gastrique une dose
unique de 5000 mg/kg de poids corporel. Le lot contrdle a recu uniquement le véhicule. Apres
administration, les animaux expérimentaux ont été privés d’aliments pendant 2 h au cours de
laquelle, ils ont été mis en observation pour détecter les signes immédiats de toxicité tels que
la fatigue, sensibilité au bruit, au toucher, la perte des poils, la mobilité, ’aspect des féces, les
frissons, la prostration d’abord pendant les 30 premiéres minutes, puis 1 h apres. Puis, les
animaux ont ét¢ maintenus dans les conditions d’élevage avec alimentation et boisson a
volonté. De maniére quotidienne et pendant 14 jours, les animaux ont été observeés, le poids
corporel, les éventuels signes de toxicité ainsi que les décés ont été enregistrés.

Les volumes d’extraits a administrer ont été déterminés par la formule suivante :

Dose (kig) « Poids de l'animal (kg)

Concentration de 'extrait (%}

Volume a administre (ml) =

A T’issue du test de toxicité aigiie qui a permis d’avoir une idée sur la dose léthale 50
de la fraction sélectionnee méthanolique des brindilles de P. suaveolens, 1’activité
antipaludique in vivo sur les souris infectées a été réalisée.

11-5-2 Etude de I’activité antipaludique in vivo de la fraction méthanolique de brindilles
de P. suaveolens
11-5-2-1 Amplification de la souche de P. berghei ANKA

Apreés la sortie de la souche de Plasmodium berghei (MRA-406) de la carboglace, la
parasitémie a été déterminée. Par la suite, elle a été maintenue en vie par injection par voie
intra péritonéale chez des souris saines de 0,2ml d’une préparation de sang de souris
contenant 10° globules rouges parasités par P. berghei. La parasitémie des animaux a été
ensuite déterminée 4 jours aprés infection, par observation au microscope a 1’objectif 100
avec I’huile d’immersion, des lames de frottis minces confectionnées a partir du sang caudal
et colorées au Giemsa 10%. Ce passage a eté répété par tranfert successif du sang de souris

infectée par P. berghei et ayant une parasitémie de I’ordre de 30-40%. Cette procédure de
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X/
°

transfert a été répetée 3 fois jusqu’a I’obtention d’une charge parasitaire environ 34 %
permettant de conduire 1’étude.
Préparation de I’inoculum

L’inoculum a été preparé a partir du sang d’un animal donneur ayant une parasitémie
d’environ 34%. Pour le réaliser, la souris infectée a été anesthésiée avec du chloroforme et
apres ouverture de la cage thoracique, le cceur a été mis a découvert. Le sang a éte collecté par
ponction cardiaque a 1’aide d’une seringue stérile contenant de 1’héparine (Fidock et al.,
2004). Le sang collecté a été dilué avec de I’cau physiologique permettant d’obtenir 0,2ml
de sang contenant 10° globules rouges parasités. Cette préparation a été inoculée par voie
intrapéritonéale chez des souris saines d’expérimentation a raison de 0,2 ml par animal.
11-5-2-2 Evaluation de P’activité in vivo en traitement suppressif pendant 4 jours de la
fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens

L’évaluation de I’efficacité in vivo de la fraction active méthanolique des brindilles de
P. suaveolens a été réalisée d’apres le protocole de 4 jours (Kamkumo et al., 2012 ; Fidock
et al., 2004 ; Frederich et al., 2004). En effet, c’est un test de screening qui consiste a traiter
les souris quelques heures aprés I’infection. Il permet d’évaluer les effets des extraits sur la
suppression des parasites immédiatement 4 jours apres infection.

Procédure:

Au jour Jo le poids des animaux expérimentaux a été enregistré. Un total de 35 souris
agées de 6 a 7 semaines et pesant environ 25 g a été utilisé pour 1’étude. Ces animaux ont été
répartis en 7 lots de 5 spécimens chacun. 6 lots ont été infestés par administration par voie
intrapéritonéale, de 0,2 ml d’inoculum contenant 10° érythrocytes parasités par P. berghei.3
heures apres infestation, les animaux ont été traités par gavage a 1’aide d’une sonde
esophagienne avec différentes substances d’expérimentation. Le lot témoin positif a regu de
la Chloroquine (Sigma) a 24 mg/kg ; la chlorogquine constituait la molécule de référence. Le
lot témoin négatif a été traité avec le véhicule. Les lots tests ont été traités a I’extrait aux doses
de 100, 200, 300 et 400 mg/kg de poids corporel. Un lot non infesté et non traité a constitué le
lot des normaux pour 1’étude. Du jour JO & J3 post infection, le traitement a été répété et, de
maniere quotidienne, la parasitémie de chaque animal était déterminée. 24 heures apres la fin
de traitement la parasitémie a été déterminée par comptage du nombre de globules parasités
dans 3 champs microscopiques de 100 globules rouges au total sur la lame. Une extrapolation
du comptage sur 1000 érythrocytes examinés a été faite comme indiqué dans la formule

suivante établie par Zucker et Campbell, (1993) :
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) ~ ([Nombre ER1 + Nombre ER2 + Nombre ER3])
Yo des erythrocytes parasites = = 10 =

» 1000

Nombre ER1= Nombre d’érythrocytes infectés dans un champ de 100 globules rouges
Nombre ER2= Nombre d’érythrocytes infectés dans un champ 2 de 100 globules rouges
Nombre ER3= Nombre d’érythrocytes infectés dans un champ 3 de 100 globules rouges.

La détermination du pourcentage d’inhibition de chaque dose d’extrait a a été obtenue en

appliquant la formule ci-dessous suivante: (Fidock et al., 2004).

Pourcentage d'inhibition (%) = % 100

A= Moyenne de la parasitémie du groupe témoin négatif; B= Moyenne de la parasitémie du
groupe test.
Analyse statistique

Les résultats de cette étude ont été exprimés en moyenne + Erreur Standard sur la
Moyenne (ESM). La significativité statistique a été faite en utilisant le test ANOVA et la DSs
(Dose permettant de supprimer 50% de parasites) a été déterminée grace au logiciel Graph
Pad Prism 5.0.







CHAPITRE I11- RESULTATS ET DISCUSSION

I11-1 Rendement d’extraction des plantes selectionnées
Le tableau Ill représente les rendements d’extraction des extraits buts

éthanolique, méthanolique, aqueux et des différentes fractions riches de M. tenuifolia,
U. angolensis et P. suaveolens. Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage (%)
a été calculé par rapport a la masse du matériel végétal de départ.

Tableau I11: Rendements d’extraction des extraits bruts et fractions de P.
suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis

P. suaveolens M. tenuifolia U. angolensis
pSf PSbr PSec MoTef MoTebr MoTec Uvaf Uvabr
H,O 0,000 0,001 1,92 0,11 0,05 0,03 0,06 0,06
2
Méthanol 1,63 0,41 1,85 0,09 0,02 0,05 0,05 0,03
Ethanol 4,28 1,80 6,3 3,98 1,79 4,03 3,27 3,83
Fractions 0,90 0,34 0,46 2,11 1,24 1,94 0,76 0,06
aqueuses
Interface 0,07 0,02 0,06 0,33 0,82 0,12 0,74 0,18
Fraction enrichie 0,82 0,45 1,45 0,83 1,23 1,21 1,39 1,31

en acétogenines

Uvaec

0,047

0,05

4,94

0,05

0,23
1,98

H,O: extraits bruts aqueux; Meéthanol ; extraits bruts méthanoliques; Ethanol; extraits bruts
éthanoliques ; Interface : Interface CH,CL,/H,O ; f: feuilles ; br : brindilles ; ec : écorces ;PS :Polyalthia.
suaveolens ;M. tenuifolia : Monodora tenuifolia ; U.angolensis : Uvaria angolensis.

Au regard des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, les rendements
d’extraction varient en fonction de I’organe et du solvant d’extraction. L’extrait brut
aqueux des feuilles de P. suaveolens a présenté le plus faible rendement avec 0,0002 %
tandis que 1’éthanol était le meilleur solvant d’extraction pour les écorces avec 6,3 %. Il
est aussi a noter que les fractions aqueuses, les interfaces CH,CL,/H,0 et les fractions
méthanoliques riches en acétogénines qui en découlent de ces extraits bruts éthanoliques
présentent des rendements faibles variant de 0,02% a 2,11%. Ce résultat signifierait que
le fractionnement aurait une influence sur la quantité en composes présents.

L’extrait éthanolique des écorces de P. suaveolens a présenté un rendement
élévé de 6,3% Ce résultat est sensiblement proche a celui obtenu par Boyom et al
(2011) qui était de 7,3%. De méme, les fractions méthanoliques riches en acétogénines

des feuilles, brindilles et écorces de P. suaveolens présentent un rendement de 1,63% ;

.



0,41% et 1,85% respectivement qui ne corroborent pas a ceux obtenus par Boyom et al.,
2011 qui ont montré un rendement de 3,73%, 0,73% et 1,05 %. Cette différence serait
attribuée aux facteurs tels que la nature du sol, le climat, le temps de récolte (Braga et
al., 2005).
I11-2 Activités inhibitrices de la transcriptase inverse VIH 1 des extraits et des
fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis

Les extraits bruts aqueux et méthanoliques de P. suaveolens, M. tenuifolia et U.
angolensis ont été soumis a un screening préliminaire d’activité contre I’action de la
transcriptase inverse du VIH1.
I11-2-1 Evaluation de D’activité des extraits bruts aqueux et méthanoliques de P.
suaveolens, U. angolensis et M. tenuifolia sur PADN polymérase ARN-dépendant
(RDDP) de la TI

Les extraits bruts aqueux et méthanoliques de P. suaveolens, U. angolensis et M.
tenuifolia on été evalués sur I’activité de I’ADN polymérase ARN-dépendant (RDDP)
de la TI. Les résultats sont représentés dans le tableau IV suivant.

.



Tableau IV : Inhibition de ’ADN polymérase ARN-dépendant (RDDP) de Tl
VIH1 par les extraits bruts de P. suaveolens, U. angolensis et M. tenuifolia

RDDP RT

Plantes Extraits bruts Clao+ET (ug/ml)®
PSf (H,0) >100
PSbr (H,0) >100
PSec (H20) >100

P. suaveolens PSf (MeOH) >100
PSbr (MeOH) >100
PSec (MeOH) >100
UVATf(H,0) 30,00£2,0
UvADbr(H,0) 28,10+5,5

_ UvAec(H,0) 3,50+0,6

U. angolensis UVAT(MeOH) 46,50+8,25
UvAbr(MeOH) 1,00+0,14
UvAec(MeOH) 0,62+0,15
MoTef(H,0) 28,00+7,0
MoTebr(H,0) >100

- MoTec(H,0) 23,20£1,7

M. tenuifolia MoTef(MeOH) >100
MoTebr(MeOH) >100
MoTec(MeOH) 53,00+18
Efavirenz 9,0+ 0,9 nM (2,84 pg/ml)

a= Concentration du composé capable d’inhiber 50% I’activité enzymatique de I’ADN polymérase ARN
dépendant ; MoT:M. tenuifolia ; UvVA : U. angolensis ; PS : P. suaveolens ; H20 : extraits bruts aqueux ;
MeOH : extraits bruts méthanoliques ;f : feuilles ;br : brindilles ; ec : écorces ; RDDP: ADN Polymérase
ARN dépendant

L’analyse du tableau IV montre que sur un total de 18 extraits testes, 9 extraits
aqueux et méthanoliques de M. tenuifolia et U. angolensis sont actifs et inhibent
I’activité enzymatique de I’ADN polymérase ARN- dépendant de la Tl VIH1 avec des
0,62 <Clsp< 53,00 pg/ml. Dans le méme sens on note aussi que tous les extraits de P.
suaveolens ne présentent pas d’activité avec des Clsp > 100pug/ml. Les extraits aqueux
des écorces et méthanoliques des brindilles et écorces de U. angolensis (UvAecH,0 ;
UVAbrMeOH ; UvAecMeOH) ont montré une bonne activité inhibitrice de I’ADN
polymérase avec des valeurs de Clsp variant de 0,62 a 3,5 pg/ml. Particulierement
I’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis s’est révélé étre le plus actif avec
une Clso= 0,62 pg/ml.

Globalement, I’activité inhibitrice sur I’ADN polymérase de la Tl des extraits
méthanoliques des brindilles (Clsp =1,00 pg/ml) et des écorces de U. angolensis (Clsg




=0,62 pg/ml) reste supeérieure a celle d’Efavirenz molécule de référence qui inhibe avec
une Clsg de 9,0 nM (2,84 pg/ml).

L’inhibition de I’activité enzymatique de I’ADN polymérase des extraits de U.
angolens suggeérerait que cette espéce serait plus riche en principes actifs comparée aux
extraits de M. tenuifolia.

De plus, I’inhibition des extraits sur 1’activité enzymatique de I’ARNase H par
les extraits a été également démontrée. Les résultats sont consignés dans le tableau V ci-
dessous.

Tableau V: Activité inhibitrice des extraits de P. suaveolens, U. angolensis et M.
tenuifolia sur I’activité de ’ARNase H de T1 VIH1

. ARNase H RT
Plantes Extraits bruts
Clso+ET (ug/ml)?

PSf (H,0) >100
PSbr (H,0) >100
PSec (H,0) >100
PSf (MeOH) >100

P. suaveolens PSbr (MeOH) >100
PSec (MeOH) >100
UVAf(H,0) >100
UvAbr(H,0) 74,0045,2
UvAec(H,0) 2,00+1,2

U. angolensis UvAf(MeOH) 53,00+£22
UvAbr(MeOH) 3,50+1,2
UvAec(MeOH) 1,00+0,2
MoTef(H,0) >100
MoTebr(H,0) >100

- MoTec(H20) >100

M. tenuifolia MoTef(MeOH) | >100
MoTebr(MeOH) 46,50+8,25
MoTec(MeOH) 24,90+0,9
Efavirenz ND
RDS1643 8+0,5uM

a =Concentration de I’extrait qui inhibe 50% I’activité enzymatique de ’ARNase H; MoT:M.
tenuifolia ; UVA : U. angolensis ; H,O : extraits bruts aqueux ; MeOH : extraits bruts méthanoliques ;f :
feuilles ;br : brindilles ; ec : écorces.

Des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, il en ressort que 7 extraits bruts
sur 18 au total possédent une inhibition sur I’activité enzymatique de I’ARNase H TI
avec des valeurs variant 1,00<Cls,<74,00 pg/ml. Parmi ces extraits actifs, on note que 5
étaient des extraits de U. angolensis et 2 extraits de M. tenuifolia.




Les extraits aqueux des écorces et methanoliques des brindilles et des ecorces de
U. angolensis montrent également une meilleure activité sur ’ARNase H avec des
1,0<Cl50<3,5 pg/ml. Ce résultat nous permet de constater que ces extraits de U.
angolensis présentent une double inhibition enzymatique de Tl du virus VIH1. L’extrait
méthanolique des écorces de U. angolensis est le plus actif sur I’ARNase H avec une
Clso=1,0 pg/ml.

Cette inhibition observee pour cet extrait de Uvaria serait un avantage pour le
développement des molécules inhibitrices de la Tl du VIHI. En effet, ’activité
compléte de la TI implique a la fois les fonctions catalytiques associées a 1’ADN
polymérase et I’ARNase H essentielles pour la synthése de I’ADN proviral (Meleddu et
al. 2015). De méme, cette double inhibition limitera certaines résistances developpées
par la fonction ARNase H. Il existe trés peu d’inhibiteurs sur cette fonction. Les
inhibiteurs de ’ARNase H agissent en chélatant 1’ion divalent Mg?* situé dans le site
actif (Esposito et al., 2014 ; Corona et al., 2013).

Bien que les extraits de Uvaria n’aient pas encore fait 1’objet des études contre
la transcriptase inverse du VIH, certaines plantes de la famille des Annonacée ont
démontré une inhibition sur la transcriptase inverse. En effet, Wang et al., (2015) ont
prouvé que les extraits de racines de Artabotrys pilosus et Dasymaschalon rostratum
(Annonaceae) avaient un effet sur la transcription du VIH 1 en empéchant la
progression des lymphocytes T CD4" & 10 pg/ml. Cette activité serait due aux
flavonoides impliqués dans I’inhibition de la transcriptase inverse. En effet, ces
métabolites ont été déja caractérisés en général dans le genre Uvaria (Rosandy et al.,
2013) et ont montré des activités inhibitrices de la réplication du VIH et anti-
inflammatoires, mécanisme impliqué dans la défense de 1’hote (Liu et al., 2007 ; 2002).
Par ailleurs des études antérieures, les extraits méthanoliques de certaines plantes
constitués en majorité des flavonoides et des composés phénoliques ont montré une
inhibition del’activité de la transcriptase inverse du VIH1 (Mbaveng et al., 2011).

Vue I’activité inhibitrice prometteuse sur la TI, I’extrait brut méthanolique des
écorces de U. angolensis a été sélectionné pour un fractionnement par épuisement a
gradient de polarité. Les fractions découlant de cet extrait ont été soumises aux tests

d’activités sur les 2 fonctions enzymatiques de la TI comme décrit précédemment.
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111-2-2 Activité inhibitrice des fractions issues du fractionnement de I’extrait
méthanolique des écorces de U. angolensis sur la Tl du VIH 1

L’extrait brut méthanolique des écorces de U. angolensis ayant presenté la
meilleure activité sur I’ADN polymérase et I’ ARNase H de la Tl avec une Clsy de 0,62
pg/ml et 1,00 pg/ml, respectivement, il a été soumis a un fractionnement. Ainsi, 4
fractions : les fractions aqueuses, hexaniques, au chlorure de méthyléne et le résidu 4
solide qui en resultent ont été testées pour leur potentiel anti- transcriptase inverse du
VIH1. Les concentrations qui inhibent de 50% I’activité enzymatique de 1’ADN
polymérase et ’ARNase H ont été déterminées et sont consignés dans le tableau ci-
dessous.

Tableau VI: Activité inhibitrice de la T1 des fractions issues de I’extrait
méthanoliques des écorces de U. angolensis

. . ARNase H VIH1 | RDDPVIH1

Traitements Fractions b
ClsoxET (ug/ml)? | Clso =ET (pg/ml)

Extraits UvAecFH,0 0,97 + 0,08 8,69 + 0,05
méthanolique de | UvAecFH. 8,38 £ 3,43 17,17 £ 0,10
I’écorce de U. UvAecFCH,CI, | 0,29 £0,06 0,80 £ 0,14
angolensis Reésidu 4 solidse | 0,10 £ 0,03 0,23 +£0,04
RDS1643 / 2,70 £ 0,20 >100
EFV / ND 0,003 + 0,0003

2 concentration capable d’inhiber 50% D’activité enzymatique de I’ARNase H; °concentration capable
d’inhiber 50% I’activité enzymatique de 1’activité de I’ADN Polymérase ARN dépendant (RDDP) de la
RT du VIH1; EFV: Efavirenz; UvA: U. angolensis; FH,O : fraction aqueuse ; FH.,: fraction
hexanique ; FCH,Cl,: fraction au chlorure de méthyléne ; ec : ecorces

Des résultats du tableau VI ci-dessus, toutes les fractions présentent des Clsg
variant de 0,10 a 8,69 pg/ml. La fraction au chlorure de méthylene posséde une bonne
inhibition de I’ADN polymérase et de I’ARNaseH avec des Clso de 0,29 et 0,80 pg/mi
respectivement. Quant au résudu 4 solide, il est le plus actif sur les deux enzymes, et
particuliérement tres intéressante sur I’ARNase H avec une Clsy de 0,10 pg/ml valeur
inférieure comparee a la molécule de référence RDS1643 qui présente une Clsg de 2,70
pg/ml. Par contre la fraction aqueuse n’est fortement active que sur I’ARNase H avec
une Clsg de 0,97 pg/ml.

La fraction a I’hexane a montré une inhibition modérée avec des Clsg variant de

8,38 a 17,17 pg/ml sur les deux fonctons enzymatiques. De maniere genérale, on

.



remarque que le fractionnement a un impact positif car favorise une augmentation de
I’activité comparé a I’extrait brut mére.

Dans but de déterminer la composition en métabolites actifs des fractions
aqueuses, au chlorure de méthylene et le résudu 4 solide actives sur la Tl du VIH1,
ceux-ci ont été analysées par chromatograpique couplée aux spectres de masse (LC
QTOF-SM).

111-2-3 Analyse chromatographique LC-QTOF des fractions aqueuses, au chlorure
de méthylene et le résudu 4 solide actives sur la Tl du VIH1

Les resultats de I’analyse chimique qualitative des fractions aqueuses, au
chlorure de méthyléne et le résidu 4 solide par chromatographie liquide LCQTO/MS
sont presentees dans le tableau V11 ci-dessous.

Tableau VII : Analyse chromatographique des fractions actives de UvAec MeOH
par HPLC/ESI-MS

Fractions Glycosides Chalcones Phenyl Chromanones
UvAecFH,0O + + -
UVAECFCH2C|2 - + +
Résidu 4 solide | - + -

+ Abscence ; - présent ; ec : écorces ; MEOH : extrait brut méthanolique ; UVA : U. angolensis :
FH,O : fraction aqueuse ; FCH,CI, : fraction au chlorure de méthyléne ; ec : ecorces

Il ressort de ce tableau que les fractions actives de 1’extrait méthanolique de U.
angolensis (Tableau VI1) continnent tous des chalcones. Les glycosides sont présents
uniquement dans la fraction aqueuse et les phenyl chromanones dans la fraction au
chlorure de méthyléne. Ce résultat corrobore celui obtenu par Muhammad et
Waterman, 1985 qui ont montré la présence des chalcones dans les extraits d’U.
angolensis.

L’activité observée sur les deux fonctions enzymatiques de la transcriptase
inverse serait liée a la presence des chalcones dans toutes les fractions actives. En effet
les chalcones appartiennent a la sous-classe des flavanoides et seraient de puissants
inhibiteurs de I’activité de I’ADN polymérase Tl du VIH (Vlietinck et al., 1997). llIs
sont constitués sur le plan strucutural de deux noyaux aromatiques reliés par une
fonction carbonyl a-f insaturé, fonction réactive responsable des activités

pharmacologiques variées : anti-inflammatoire, cytotoxique, anti-oxydant et anti-VIH

.




(Avupati et Yejella, 2014 ; Dhar, 1981 ). Des études antérieures ont montré que ces
composes possédaient une affinité pour la transcriptase inverse. Harada et al., (1999)
ont prouvé que les chalcones inhibaient la caséine kinase II, protéine cellulaire
impliquée dans la transcription du VIH. De méme, Xanthohumol, un prenylchalcone
isolé de la plante Humulus lupulus a démontré 1’inhibition de la transcriptase inverse du
VIH 1 avec une CEsg de 0,50 pg/ml (Wang et al., 2004).

De méme, certains composés du groupe des chalcones tells que 1-(2-
Benzyloxy-6-hydroxy-phenyl)-3-(5-bromo-2 ethoxyphenyl)-propenone et1-(2-
Benzyloxy-6-hydroxy-phenyl)-3-(5-chloro-2-ethoxyphenyl)-propeno ont démontré une
forte inhibition de la propagation des virions VIH 1 (Cole et al., 2016).

Ces composés et leurs dérivés sont aussi connus pour leur pouvoir antioxydant
grace a leur groupe phénolique (Aly et al., 2014 ; Detsi et al., 2009). Car les protéines
du VIH (Gpl20; Tat et transcriptase inverse) favorisent la production des especes
réactives oxygénées lesquelles sont impliquées dans la pathogénicité de la maladie a
travers un épuisement du pool des lymphocytes CD4. Cependant le mécanisme par
lequel les chalcones inhibent les radicaux libres n’est pas encore connu (lvanov et al.,
2016).

Le résidu 4 solide le plus actif sur la Tl du VIH1 a été sélectionné pour
I’identification des composés a I’aide du logiciel Script Center Metabolomic par
comparaison avec des spectres de masse de la base des données NIST98. Le profil

chromatographiqu suivant a été obtenu.

.
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Figure 19 : Profil chromatographique du résidu solide de U. angolensis

Il en découle de ce chromatogramme en fonction du temps de rétention, qu’il y’a
10 pics, dont 3 composes ont éte identifiés du résidu solide de U. angolensis. Les pics a
12,2 min avec une m/z 301, et 13,6 min pic de I’ion moléculaire de m/z 331 et a 14,2
min de m/z 359 correspondent a I’angolétine, le palmitoyl glycérol et stearoyl glycérol

respectivement.
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Figure 20 : Structure des composés identifiés du résidu 4 solide par analyse
chromatographique LC-TOF/MS

Le palmitoyl glycérol et le stearoyl glycérol sont les composés qui ont été

identifiés en Bulgarie chez les especes de Fumaria apres analyse en utilisant la




chromatographie en phase gazeuse couplée a la SM GC-MS (Vrancheva et al., 2014).
A notre connaissance, ces molécules n’ont pas encore été isolées des especes d’'Uvaria.
L’angolétine est un chalcone encore connue comme 2°,4’- dihydroxy-6’methoxy3’,5’-
diméthyl-dihyrochalcones. Ce compose a été isolé pour la premiére fois dans les années
80 des racines de U. angolensis (Hufford et Oguntimein, 1982): Dans le méme sens,
I’angoletine a deémontré dans les travaux antérieurs un effet antimicrobien sur
Mycobacterium smegmatis responsable de I’une des infections opportunistes fréquentes
chez des patients VIH+ avec une CMI de 3,12 pg/ml (Hufford et Oguntimein, 1982).
Cependant, I’activité anti VIH-1 T1 ARNase H et RDDP de ’angolétine, n’a pas encore
été investiguée. La présence des glycérolipides justifierait aussi 1’activité prouvée dans
le résidu 4 solide. En effet, les glycérolipides constituent une classe des composés qui
auraient un pouvoir inhibiteur de I’ADN polymérase fonction associée a la transcriptase
inverse du VIH1 (Reshef et al., 1997). De méme Vo et al.(2011) ont montré que les
glycérolipides étaient efficaces sur le virus de Herpes humain (HSV) qui est aussi 1’une
des infections virales présent chez des patients imunodéprimés.

Les fractions actives ont été évaluées pour leur cytotoxicité sur les cellules
épithéliales A549.
111-2-4 Cytotoxicité des fractions ontenues de I’extrait potentiel des écorces de U.

angolensis sur les cellules A549
La cytotoxicité de toutes les fractions a été évaluée sur la lignée cellulaire A549

et les resultats sont presente dans le tableau VIII.

Tableau VI11 : Inhibition de la croissance cellulaire de la lignée A549 par les
fractions de I’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis
Fractions de I’extrait aCC5o +ET I1S= CC50/C|50 |S:CC50/C|50
méthanoliques des (ng/ml) A549 | ARNase H Tl RDDP
écorces de U.
UvAecFH,0 > 100 > 103,09 >11,51
UvAecFH. > 100 >11,93 > 8,95
Reésidu 4 solide 8,40 £ 0,5 84 36,52
UvAFecCH,CL,; 18,80 + 8,8 64,83 81,74
Camptothécine 0,5 ND ND

a=Concentration capable de réduir 50% la croissance cellulaire ; FH,O: fraction aqueuse; FH,,: fraction
hexanique; FCH,CI, : fraction au chlorure ; UvAec : ecorces U. angolensis :

.



Au regard des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, il ressort que les
fractions aqueuse, hexanique, au chlorure de méthyléne et le résidu 4 solide ont montré
une innocuité avec des valeurs de IS > 10 d’apreés les criteres de Ondo et al. (2012)

En somme, I’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis a montré une
trés bonne activité sur I’ADN polymérase et ’ARNase H a I’issue du screening
préliminaire. Le résidu solide 4 et la fraction au chlorure de méthyléne se sont révélés
les plus actifs et ont été montré une innocuité sur les cellules A549. Les chalcones ont
été mises en évidences dans toutes les fractions actives.

A la suite de I’activité inhibitrice de la transcriptase inverse du VIH 1 des
extraits et des fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis, ceux-ci ont été
également etudiés sur Plasmodium.

I11-3 Activité antiplasmodiale in vitro contre la souche chloriquinorésistante de
Plasmodium falciparum K1
I11-3-1 Susceptibilité des érythrocytes aux extraits et fractions

Les différentes extraits bruts et fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia, U.
angolensis ont été testés pour leur effet toxique sur les érythrocytes en prélude des tests
d’activités antiplasmodiales in vitro. Les résultats ont montré une non-cytotoxicité vis-
a-vis des érythrocytes a une concentration de 1 mg/ml.

111-3-2 Activité antiplasmodiale in vitro des extraits et des fractions

Les extraits bruts aqueux, éthanoliques, méthanoliques et les fractions aqueuses
et les fractions méthanoliques (riches en acétogénines) de chaque plante ont été testés in
vitro contre la souche K1 de P. falciparum et les résultats sont consignés dans le tableau
IX ci-dessous.

-



Tableau IX: Activité antiplasmodiale in vitro (Clsp) des extraits bruts de P.
suaveolens, U. angolensis, et M. tenuifolia.

Plantes Extraits bruts Clsox SD (pg/ml)
PSf (H,0) >10
PSbr (H,0) >10
PSec (H,0) >10
PSf (MeOH) >10

P. suaveolens PSbr (MeOH) >10
PSec (MeOH) >10
PSf(EtOH) 4,53+ 0,82
PSbr(EtOH) 5,75 £1,83
PSec(EtOH) >10
UVATf(H,0) >10
UvAbr(H,0) >10
UvAec(H;0) >10
UvATf(MeOH) >10

U. angolensis UvAbr(MeOH) >10
UvAec(MeOH) >10
UVAF(EtOH) 9,98+ 2,87
UvAbr(EtOH) 10,00+ 0,87
UvAec(EtOH) >10
MoTef(H,0) >10
MoTebr(H,0) >10
MoTec(H20) >10
MoTef(MeOH) 6,71+ 1,52

M. tenuifolia MoTebr(MeOH) >10
MoTec(MeOH) >10
MoTef(EtOH) 5,48+0,19
MoTebr(EtOH) 8,93+0,19
MoTec(EtOH) >10
Art 1,93 +0,04

Clso: concentration inhibitrice & 50% de croissance des parasites; Art: Artémisinine ; SD : Erreur
standard ; f: feuilles; br: brindilles; ec: écorces; H,O : extrait brut aqueux; EtOH : extrait brut
éthanolique ; MeOH : extrait brut méthanolique. MoTe: Monodora tenuifolia; UvA: Uvaria
angolensis ;PS :Polyalthia suaveolens

Au vue des résultats du screening du test antiplasmodial obtenus dans le tableau
IX ci-dessus, il ressort que sur les 27 extraits bruts testés, 7 ont montré une activité
inhibitrice contre la souche K1 de P. falciparum parmi lesquels 6 extraits éthanoliques
qui sont PSf(EtOH), PSbr(EtOH), MoTef(EtOH), MoTebr (EtOH), UVAf(EtOH) et




UVADbr(EtOH) avec des concentrations inhibitrices variant de 4,53 a 10 pg/ml. L’extrait

brut méthanolique des feuilles de M. tenuifolia a présenté une activité antiplasmodiale

modeérée avec une Clso de 6,71pg/ml. L’extrait brut des feuilles éthanoliques de P.

suaveolens s’est révélé étre le plus actif avec une Clso de 4,53 pg/ml.

Les differents extraits de plantes ont été fractionnés et toutes les fractions

découlant de la partition liquide-liquide des extraits bruts éthanoliques ont été testés. Le

tableau ci-dessous montre 1’activité antiplasmodiale in vitro des fractions.

Tableau X : Activité antiplasmodiale in vitro (Clsp) des fractions de P.suaveolens,
U. angolensis, et M. tenuifolia

Plantes Fractions Clsox SD (ug/ml)
FPSfH,O >10
FPSbrH,0 >10
FPSecH,0 >10
PST(I) >10

P. suaveolens PSbr(1) >10
PSec(l) 3,84+0,86
FPSf(MeOH) >10
FPSbr(MeOH) 3,24+ 0,004
FPSec(MeOH) 4,90 £4,73
FUVAF (H,0) 9,78 + 1,87
FUvADbr(H,0) >10
FUvAec(H,0) >10
UVAT(I) >10

U. angolensis UvADbr(l) >10
UvAec(l) >10
FUVAf( MeOH) | 5,78 +0,76
FUvAbr( MeOH) | 7,78 + 0,13
FUvAec( MeOH) | >10
FMoTef(H,0) 7,75+ 0,33
FMoTebr(H,0) >10
FMoTec(H,0) >10
MoTef(l) 4,53+0,44

M. tenuifolia MoTebr(l) >10
MoTec(l) >10
FMoTef(MeOH) | 3,84+ 0,37
FMoTebr(MeOH) | 5,02 + 0,80
FMoTec(MeOH) | >10
Art 1,93 £0,04

Clsq:concentration inhibitrice a 50% de croissance des
standard ; f : feuilles ; br : brindilles ; ec : écorces ; F H,0O :

parasites; Art: Artémisinine ; SD : Erreur
fraction aqueuse ; | : interface CH,Cly/ H,O ;

FMeOH : fraction méthanolique riche en acétogénines ; MoTe : Monodora tenuifolia ; PS : Polyalthia
suaveolens ; UA : Uvaria angolensis:




Au regard des résultats consignés dans le tableau X des 27 fractions au total 10
soit 37,04% ont présenté des activités antiplasmodiales variables de 3,24 a 9,78 pg/ml.
Parmi lesquelles, 2 fractions aqueuses des feuilles de M. tenuifolia (FMoTef(H,0) et U.
angolensis (FUVAT (H,0) ayant présenté une activite modéree avec les valeurs de Clsg
de 7,75 et 9,78 pg/mL respectivement. On note aussi 2 interfaces CH,Cl,/H,O des
écorces de P. suaveolens (PSsb(l)) et des feuilles de M. tenuifolia (MoTef(l)) qui ont
démontré une tres bonne activité avec des Clsg respectives de 3,84 et 4,53 ug/ml. Par
ailleurs, on constate que, 6 fractions méthanoliques riches en acétogénines ont été les
plus actives comparativement aux fractions aqueuses et interface dont 3 ont présenté
une trés bonne activité (Clso< 5pg/ml):  F[PSbr(MeOH), FPSec(MeOH), et
FMoTebr(MeOH)] avec des valeurs variant de 3,24 a 4,90 pg/ml. De maniere générale
on note une augmentation de I’activité antiplasmodiale avec le fractionnement. En effet,
I’activité antiplasmodiale des fractions méthanoliques riches en acétogénines des
brindilles de P. suaveolens et des feuilles de M. tenuifolia et U. angolensis avec des
valeurs de Clsp de 3,24 ug/ml; 3,84 pg/ml et 5,78 pg/ml augmentement de deux fois
comparee a leurs extraits bruts de départ. Ce qui suggére que le fractionnement aurait
concentré le principe actif dans les fractions riches en acetogenines qui seraient les
métabolites responsables de D’activité antiplasmodiale. Cependant les fractions des
feuilles de P. suaveolens ont montré une perte d’activité (Clsg >10ug/ml). L’activité
présente dans les extraits bruts des feuilles serait due a une possible interaction
synergistque entre les composés. D’autre part, on note une absence d’activité des
extraits bruts éthanoliques des écorces (Clso >10ug/ml) pour cette espéce, mais apres
fractionnement elle s’est revelée active (Clso= 4,90 ug/ml) suggérant un effet antagoniste
des composés du mélange.

De maniére générale, les fractions méthanoliques riches en acétogénines sont
potentelliement actives avec FPSbr(MeOH) qui a montré une trés bonne activité
antiplasmodiale sur la souche K1 de P. falciparum (Clso = 3,24 ug/ml). L’activité
démontrée par les fractions riches en acétogénines des brindilles et des écorces de P.
suaveolens corrobore les travaux de Boyom et al. (2011) qui ont obtenu des Cls de 3,23
et 5,52 ug/ml respectivement. De méme, I’activité des huiles essentielles des écorces de
P. suaveolens et U. angolensis a été démontrée par Boyom (2004) sur la souche W2 de
P. falciparum. D’ou ces résultats encouragent 1’exploration de P. suaveolens dans la

recherche de métabolites dotés d’activité antiplasmodiale.
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Les travaux sur I’efficacité antipaludique de M. tenuifolia sont trés peu connus.
Des ¢études antérieures ont démontré I’activité antiplasmodiale sur la souche W2 de P.
falciparum des fractions riches en acétogénines des brindilles de Monodora myristica
avec une Clsp=5,52 pg/ml (Boyom et al., 2011), valeur qui n’est pas trés ¢éloignée du
résultat obtenu pour la fraction riche en acétogénines des brindilles de M. tenuifolia qui
a une Clsp de 5,02 pg/ml. On peut également dire que les résultats obtenus justifient
I’utilisation traditionnelle de M. tenuifolia dans le traitement de la fiévre et les maux de
téte qui sont des symptomes du paludisme (Tsabang et al., 2012; Bele et al., 2011).

Bien que ’extrait organique de U. angolensis n’ai pas fait I’objet des études
d’activités antiplasmodiales a notre connaissance, les travaux menés par Boyom (2004)
ont montré que I’huile essentielle extraite de 1’écorce de tronc de U. angolensis était
actif sur la souche W2 de Plasmodium falciparum (Clsp= 19,76ug/ml). Dans le méme
sens, les investigations récentes sur les extraits de feuilles méthanoliques de Uvaria
lucida (Benth) et Uvaria scheffleri (Diels) deux autres especes du genre Uvaria, ont
démontré une inhibition sur la méme souche de P. falciparum avec des valeurs de Cls
de 10,3 et 6,8 pg/ml respectivement (Muthaura et al., 2015).

En somme, on constate que les fractions riches en acétogénines (méthanoligques)
de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis ont présenté une activité
antiplasmodiale potentiellement eélevée comparée a leurs extraits bruts éthanoliques. La
fraction des brindilles riche en acétogénines de P. suaveolens s’est révelée la plus active
a l’issue du screening d’activité antiplasmodiale. La figure 21 ci-dessous illustre la

courbe sigmoidale dose-reponse de I’inhibition de cette fraction.
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Figure 21 : Courbe sigmoidale dose-réponse de I’activité de FPSbrMeOH

(brindilles de P. suaveolens) sur K1 de P. falciparum en culture
Légende : PSbr : P. suaveolens brindilles ; FMeOH : fraction méthanolique
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La fraction méthanolique des brindilles la plus active de P. suaveolens sur la
souche K1 de P. falciparum a été soumise a un total de 8 tests phytochimiques dans le
but de mettre en évidence la présence des groupes métabolites bioactifs.

111-3-3 Résultats du criblage phytochimique et fractionnement de la fraction
meéthanolique de brindilles de P. suaveolens par chromatographie sur colonne

Les résultats du criblage phytochimique de la fraction méthanolique des

brindilles de P. suaveolens la plus active sont consignés dans le tableau XI suivant.

Tableau XI : Analyse phytochimique qualitative de la fraction méthanolique la
plus active des brindilles de P. suaveolens:

Métabolites secondaires Réactifs (I;F"_ISbrMe
Alcaloides Mayer +
Glucosides Liqueur de Fehling -
Phénols Cyanure ferrique +
. Ammoniaque +acide sulfurique

Flavonoides .

concentré
Tannins Chlorure Ferrique -
Terpenoides Chloroforme -
Saponines Eau distillée portée a ébullition -
Sterols Anhydride acétique+acide sulfurique -
Composés lactoniques (acétogénines) Reactif de Kedde +

+: présent ;- : absent ; FPSbrMeOH : fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens:

Au vue du résultat obtenu dans le tableau ci-dessus, le screening phytochimique
revele 1’absence des flavonoides, des tannins, des terpenoides, des saponines et des
stérols et la présence de 3 principales classes de métabolites secondaires: les alcaloides,
les composés phénoliques et les acétogénines mises en évidence par les fonctions
lactones dans cette fraction. Ce résultat est similaire a celui de Ngantchou et al., (2010)
qui ont isolé I’alcaloide, polyvéoline de I’écorce de tronc de P. suaveolens.

Ce résultat suggérerait que I’effet inhibiteur observé serait attribué aux
acétogénines, aux alcaloides et aux composés phénoliques mis en évidence dans cette
fraction. Ces groupes de composés seraient, prises soit individuellement ou en
association responsables de 1’activité antiplasmodiale (Gina et al., 2014).

En effet, les acétogénines sont des métabolites secondaires qui se retrouvent en
grande partie dans la famille des Annonaceae (Bermejo et al., 2005) et qui possédent
des activités antipaludiques in vitro. Ces molécules agiraient selon Rakotomanga et

al., (2004) en inhibant 1’adénylate translocase de P. falciparum. Par ailleurs, les
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acetogénines sont des puissants inhibiteurs du complexe | (NADH: ubiquinone
oxydoréductase) du systéme mitochondrial de transport d’électrons des cellules
cancereuses (Lewis et al., 1993). Leur pouvoir inhibiteur a également été démontré sur
la NADH oxydase des membranes plasmiques chez les mémes formes cellulaires
(Morre et al., 1995). Ces enzymes sont présents dans P. falciparum et dont leur
inhibition empecherait I’oxydation du parasite et la production de I’ATP cytosolique
conduisant ainsi a 1’apoptose. Il a été aussi prouvé que ces acétogénines étaient
cytotoxiques et possédaient des activités insecticides, bactéricides, fongicides et
antiplasmdials (Rakotomanga et al., 2004 ; Guadafio et al., 2000).

Les alcaloides constituent 1’une des classes naturelles les plus importantes et
sont utilisés dans la thérapie antipaludique dont I’exemple remarquable est la quinine
(Kaur et al., 2009). De méme, I’alcaloide, polyvéoline de P. suaveolens est douée
d’activité antiparasitaire (antitrypanosome avec une Clso de 32 uM) dont la présence
pourrait justifier I’activité antiplasmodiale observée (Ngantchou et al., 2010).

Par ailleurs, les composés phénoliques contribueraient également a 1’inhibition
de cette fraction, car il a été démontré que les composés phénoliques inhibent des
enzymes importantes (p-cétoacyl-ACP réductase, b-hydroxyacyl-ACP-déshydratase et
énoyl acyl-ACP réductase) pour la biosynthése des acides gras chez P. falciparum qui
compromettent sa croissance (Tasdemir et al., 2006).

A la suite de ce screening, la fraction méthanolique des brindilles de P.
suaveolens la plus active sur la souche K1 de Plasmodium falciparum a été soumise a
un fractionnement par chromatographie sur colonne et les sous fractions testées pour
leur activité antiplasmodiale.

111-3-4 Susceptibilité in vitro de Plasmodium falciparum aux sous fractions issues
des brindilles de P. suaveolens

Aprés la chromatographie sur colonne, 438 fractions ont été collectées et
regroupées en 12 sous-fractions suivant leur profil CCM. Les tests antiplasmodials ont
été effectués sur les sous fractions obtenues et les résultats sont représentés dans le
tableau XIlI.
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Tableau XI1 : Activité antiplasmodiale in vitro des sous-fractions des brindilles de
P. suaveolens

Sous fractions | ClsgzEC (ug/ml)
PS1 >10

PS2 >10

PS3 >10

PS4 >10

PS5 >10

PS6 >10

PS7 8,55+ 2,05
PS8 4,42 + 0,87
PS9 >10

PS10 >10

PS11 >10

PS12 >10

Au vue des résultats indiqués ci-dessus, des 12 sous fractions testées, PS8 s’est
révélée la plus active selon 1’échelle d’activité décrite par Mufioz et al., (2000) avec une
Clso de 4,42 pg/ml contrairement a PS8 avec une activité antiplasmodiale modérée, Clsg
de 8,55ug/ml. Tous les autres sous fractions sont inactifs avec une Clsp>10 pg/ml. Des
études antérieures ont prouvé que les groupes lactones terminaux, fonction des
acetogénines pourraient étre mises en évidence avec des systemes solvants similaires a
ceux utilisés pour 1’¢élution des sous fractions PS7 et PS8 (Khetarpal et al., 1991). De
méme, il a été démontré que le systeme Hex-AE (80 :20—:20 :80) utilisé pour ces sous-
fractions serait une combinaison convenable pour 1’extraction des alcaloides (Bett,
2015). Ceci suggere que les groupements lactones caractéristiques des acétogénines et
les alcaloides justifieraient 1’activité des ces sous fractions dérivant de FPSbr(MeOH).
On remarque aussi, PS8 (Clso= 4,42 ug/ml) a présenté une activité légérement faible
comparée a la fraction mere FPSbrMeOH (Clsp= 3,24 pg/ml). Ce qui nous amene a dire
que la baisse de ’efficacité a travers le fractionnement pourrait étre d0 a une rupture de
I’interaction synergique entre les composes. Ainsi, il est possible de suggérer une
synergie positive entre les acétogénines et les alcaloides dans cette sous fraction. Les
études de Rasoanaivo et al, (2011) ont démontré que les extraits bruts sont souvent plus
actifs que les produits purs isolés.

La fraction potentielle méthanolique des brindilles de P. suaveolens et les sous
fractions PS7-PS8 ayant présentées I’activité ont été évaluées pour les tets de

cytotoxicite sur les cellules HFF.
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111-3-5 Cytotoxicité des fractions FPSbr(MeOH), et PS7-PS8 sur les cellules HFF
Le tableau XIII ci-dessous nous montre les résultats du test de cytotoxicité des
fractions et des sous fractions de P. suaveolens.

Tableau X111 : Cytotoxicité de la fraction active FPSbr(MeOH) et des sous
fractions

33ous-fractions | °CCsq (pg/ml)

FPSbr(MeOH) | >30

pPS7 >30
PS8 >30
ART >30

® sous fractions obtenues par chromatographie sous colonne de la fraction méthanolique des brindilles de P.

suaveolens (FPSbrAMeOH) aux systémes solvants de polarité croissante ; "Cytotoxicité cellulaire des sous fractions
évaluée sur les cellules HFF en triplicate.

Au regard du tableau ci-dessus, il ressort que la fraction méthanolique
FPSbr(MeOH) et les 2 sous fractions actives ont présenté une innocuité sur les cellules
HFF avec des CCsp> 30 pg/ml. Ce qui expliquerait que les composés chimiques
présents dans ces fractions ne seraient pas toxiques sur les déshydrogénases
mitochondriales importantes pour la respiration des cellules HFF. On constate aussi que
ces fractions sont plus sélectives pour P. falciparum. Ces résultats corroborent ceux
obtenus par Yamthe et al., (2015) qui ont démontré que les fractions riches en
acétogénines de Annona muricata (Annonaceae) et les sous fractions présentaient une
innocuiteé sur les cellules HFF.

I11-3-6 Extraits et fractions inhibiteurs de la TI possedant une activité
antiplasmodiale sur la souche K1 de P. falciparum

L’activité inhibitrice de la TI et de la souche K1 de P. falciparum des extraits et
des fractions de P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis a été démontrée
précédemment. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique des écorces de U.
angolensis ayant présenté la meilleure activité sur la transcriptase inverse du VIH, ne
montre pas d’activité sur la souche K1 de Plasmodium falciparum. Ceci pourrait
s’expliquer que cet extrait possédérait un principe actif a mode d’action différente que
les polymérases. Cependant, on remarque que 1’extrait brut méthanolique des feuilles
(UvAfMeOH) et la fraction méthanolique des feuilles de U. angolensis (FUVAfTMeOH)
ont présenté une activité inhibitrice respectivement sur I’ADN polymérase ARN

dépendent de la Tl du VIH 1 (Clso = 46,50 pg/ml) et sur la souhe K1 de Plasmodium
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falciparum (Clsp = 5,78 pg/ml). Ce qui suggere que U. angolensis posséderait des
composés a cible d’action en commun sur les polymérases Tl du virus VIH et du
parasite Plasmodium falciparum. Les polymérases représentent les cibles d’action de
choix des nouveaux médicaments antipaludiques et anti-VIH (Berdis, 2008). En effet
I’inhibition de la Tl du VIH1 et du Plasmodium par les extraits méthanoliques de U.
angolensis seraient attribués aux flavonoides. Les flavonoides ont déja été caractérisés
chez les plantes du genre Uvaria (Rosandy et al., 2013). Ces métabolites constituent un
large groupe des composés phénoliques. Il a été démontré que le groupe —OH
phénolique serait responsable de D’activité antiplasmodiale en ciblant certaines
biomolécules fonctionnelles telles que les enzymes et I’ADN essentielles pour la survie
du paludisme (Lim et Lee, 2007). Les flavanoides inhiberaient les polymérases du
Plasmodium qui interviennent dans la ploymérisation de 1’hémoglobine en hémozoine
(Manu et al., 2013). Ces composés ont également démontré une activité sur I’ADN
polymérase du VIH (Liu et al., 2002).

Au terme du test d’activité antiplasmodiale in vitro des sous- fractions, la
fraction riche en acétogénines des brindilles de P. suaveolens ayant présenté la

meilleure activité a été retenue pour les tests antipaludiques in vivo.

.



111-3 Essais in vivo de la fraction potentielle riche en acétogénines des brindilles de
P. suaveolens
111-3-1 Etude de la toxicité aigie

La toxicité de la fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens a été
évaluée sur des souris saines par administration orale de la dose unique de 5000 mg/kg.
A TDissue de cette expérimentation les signes de toxicité ont été observés (la fatigue,
sensibilité au bruit, et au toucher, aspect des poils, la mobilité, la diarrhée, les frissons,
la prostration) immédiatement 30 secondes, 1 h, 2,3 heures et 24 h aprés administration
et quotidiennement pendant 7 jours et 14 jours. Les résultats sont exprimés dans le
tableau X1V suivant.

Tableau XIV : Manifestations comportementales observées chez les souris, 24h, 7
jours et pendant 14 jours apres administration de la fraction active des brindilles
de P. suaveolens

Groupes Nombre | Nombre Comportements
de de déces | Aspect | Mobilité | Sensibilité | Sensiblité
souris des poils au toucher | auson
5000mg/kg | 3 0 Dressé | Normale | Normale | Normale
Contréle |3 0 Dressé | Normale | Normale | Normale

Au vue du tableau ci-dessus, nous pouvons dire que 1’administration de la
fraction FPSbr MeOH chez les souris ne provoquent aucune manifestation comparée au
groupe controle.

La variation des poids de chaque lot d’animaux a été notée pour chaque groupe.

.
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Figure 22: Variation des poids moyens des animaux observée pendant 14 jours
De cette figure 23, on constate que la variation du poids des lots expérimentaux

n’est pas significative comparativement au lot témoin. Cette analyse suggere que la
fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens n’est pas toxique car elle
n’entraine pas de déces et n’affecte pas significativement les parameétres cliniques des
souris aprés administration par voie orale. D’ou la DLsy> 5g/kg de poids d’aprés la ligne
directive 423 de I'OCDE, 2001.
111-3-2 Activité antimalariale suppressive de la fraction méthanolique active des
brindilles de P. suaveolens

La figure 23 suivante représente ’effet de FPSbrMeOH sur la parasitémie en

fonction de la durée du traitement.




Evolution de la parasitémie en fonction du temps de traitement
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Légende : CN: contrble négatif; FPSbrMeOH= fraction méthanolique des brindilles de P.

suaveolens.

Figure 23 : Effets de FPSbr(MeOH) a différentes doses sur la parasitémie des
souris infectées a P. berghei.
De cette figure 24, on remarque effectivement qu’il y’a une variation de la

parasitémie en fonction du temps de traitement. En effet, de J1-J2, la parasitémie est
relativement constatnte < 5%, de J2-J3 elle augmente et enfin devient constante de J3-
J4. Au seuil de probabilité p < 0, 4584, il n’existe pas de différence significative de
parasitémies entre les doses de J1-J2 et de J3-J4 tandis qu’il y’a une différence
significative de J2-J3 a p <0, 0439.

Les pourcentages d’inhibition ont été déterminés a partir des parasitémies

moyennes pour chaque dose aprés le 4™ jour du traitement.
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Légende : PSbr= fraction méthanolique des brindilles de P. suaveolens

Figure 24 : Pourcentages d’inhibition de FPSbrMeOH sur I’infection a P. berghei

Il ressort de cette figure que le pourcentage d’inhibition est proportionnel a la
dose testée. On constate une inhibition élevée (79,39%) a la plus forte dose 400 mg/kg
qui montre une différence significative comparée a la dose 100 mg/kg au seuil de
probabilité p< 0,05. La dose suppressive qui inhibe de 50% I’infection a été déterminée
a I’aide de GraphPad Prism 5.0 (DSso= 71,39£1,34 mg/Kg). Ce résultat confirme celui
obtenu in vitro et supporte ’usage de cette plante dans le traitement traditionnel du
paludisme. De méme I’inhibition in vivo observé pour cette fraction FPSbrMeOH serait
due a I’effet synergique des métabolites présents (alcaoides, acétogénines et composes
phénoliques). Bien que trés peu de travaux soient connus sur 1’activité antiplasmodiale
in vivo des plantes de la famille des annonacees, Pimenta et al., 2014 ont rapporté une
réduction de facon significative de la parasitémie (p <0,001) de 75 % apres 4 jours
d’administration de 15 mg/kg/jr de la fraction riches en alcaloides des feuilles de
Annona crassiflora. Par ailleurs, une étude récente a montré 1’effet supressif in vivo sur
I’infection a P. berghei des extraits de Annona muricata (Somsak et al., 2016).

En conclusion, la fraction méthanolique riche en acétogénines des brindilles de
P. suaveolens a été la plus active sur la souche K1 de P. falciparum. La sous fraction
PS8 a exercé une bonne inhibition sur le parasite avec une Clso de 4,42 pg/ml. La

fraction potentientielle riche en acétogénines des brindilles de P. suaveolens a montré

.



une innocuité sur les cellules HFF. Celle-ci était non toxique sur les souris saines a
DLs,>5000mg/kg de poids corporel et une activité antimalariale supressive in vivo avec
une DSs de 71, 39 mg/kg sur les souris infectées par P. berghei.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de ce travail dont I’objectif général était d’évaluer 1’activité des extraits et
des fractions de Polyalthia suaveolens, Monodora tenuifolia et Uvaria angolensis contre les
enzymes importantes du cycle de replication du VIH et P. falciparum il ressort des
conclusions suivantes :

» [’extrait méthanolique des écorces de U. angolensis s’est révélé le plus actif a la fois
sur les 2 fonctions catalytiques ADN polymérase et ARNase H de la Tl respectivement. Le
résidu solide 4, et la fraction aqueuse ont montré une inhibition intéressante sur la
ribonucléase H de la transcriptase inverse du VIH1 avec une Clsp < 1 pg/ml. L’analyse
chimique chromatographique a revélé la présence des chalcones dans ces fractions.
L’angoletine, un dihydrochalcone, palmitoyl glycérol et 1-stearoyl-glycerol ont été identifiés
dans le résidu 4 solide de U. angolensis. Ce résidu et la fraction aqueuse ont montré une une
innocuité sur la lignée cellulaire A549.

= |a fraction méthanolique riche en acétogénines des brindilles de P. suaveolens a été la
plus active avec une Clso < 5 pg/ml sur la souche K1 de P. falciparum. Les alcaloides, les
composés phénoliques et les groupements lactones (acetogenines) ont été mises en évidence
dans cette fraction méthanolique de P. suaveolens. Cette fraction a été non toxique in vitro sur
les cellules HFF avec CCsp> 30ug/ml.

= La fraction méthanolique riche en acétogénines des brindilles de P. suaveolens a
montré une innocuité in vivo sur les souris saines et a démontré une DS5,=71,39 mg/Kg sur
I’infection a P. berghei

Dans I’ensemble, P. suaveolens, M. tenuifolia et U. angolensis sont des plantes
intéressantes de part les résultats obtenus. U. angolensis et P. suaveolens utilisées
traditionnelement pour I’infection palustre seraient une source potentielle des nouvelles
molécules ayant des propriétés inhibitrices de la transcriptase inverse du VIH et
antiplasmodiales.

Ces résultats obtenus incitent a la poursuite des investigations. Nous nous attelerons dans
un futur a:

» D’isoler les principes actifs des fractions prometteuses de Uvaria angolensis et
determiner leur activité et mécanisme d’action sur I’ARNase H et la TI.

» Effectuer des études in vivo (curative et prophylactique) de la fraction méthanolique de

P.suaveolens

.



» Faire une analyse chimique complémentaire de la fraction méthanolique des brindilles
de P. suaveolens la plus active et étudier les mécanismes d’action des composés sur les

polymérases de Plasmodium.
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ANNEXES

Annexe 1: Composition du milieu de culture RPMI 1640
Le milieu de culture est constitué tel qu’il suit:
Dans une bouteille stérile en verre, les constituants suivants sont additionnés :

Ce mélange est bien homogeénéisé, filtré a 0,45um, ensuite a 0,22 um et conservé a 4°C.

1000 ml de RPMI 1640 contenant HEPES 25 mM
5 ml de tampon HEPES 1M

0,5 ml de gentamycine (50mg/ml)

10 ml de L- glutamine (100x)

100 ml de sérum inactivé préparé précédemment




Annexe 2: Préparation des reactifs et de la solution du melange réactionnel nécessaires
pour les tests enzymatiques Transcriptase inverse VIH1
Réactifs :

- Solution 1 M KCI (Sigma-Aldrich, catalogue numéro: 60142-100ML-F)

- Solution 1 M MgCl; (Sigma-Aldrich, catalogue numéro: 63069-100ML)

- Solution 1M Dithiothreitol (DTT) (Life Technologies, Invitrogen™, catalogue
numéro P2375)

- Solution 1M Tris-HCI (pH 7.8) préparée a partir d’une solution de base Trizma
®(Sigma-Aldrich, catalogue huméro 93352)

- Solution 1M Tris-HCI (pH 8.1) préparée a partir d’une solution de base Trizma
®(Sigma-Aldrich, catalogue numéro 93352)

Mélange réactionnel H,O
1000 mM Tris HCI
pH7.8 50 +205 pl
1000 mM MgCl,
6 +24,6 pl
1000 mM KCI
80 +328 pl
100 mM DTT
1 +41 pul
50 uM ARN/ADN
0,25 +20,5 pl
H,0 +2660,9 ul
3280 pl
Volume total

» Préparation du tampon de dilution d’enzyme transcriptase inverse(dEb)

20mM Tris Hel pH 7,8
2mM DTT, 20% Glycérol
> Préparation de la solution enzymatique

Prendre un volume enzymatique de 1,52 pl et ajouter un volume de 998,47 ul tampon pour un
volume final de 1000 pl
» Solution de PICOGREEN

TE20X 807,5 ul
PICOGREEN 28,5 ul

H20 15343 pl
Total 16150 pl




Annexe 3: Pourcentages d’inhibition des extraits bruts actifs de M. tenuifolia et U.

angolensis, fractions aqueuses, au chlorure de méthylene, hexanique et le résidu 4 solide

sur Pactivité de ARNase H et ADN polymérase

ARNase H
Extraits Conc pg/ml | % Activitél | % Activité2 | Moyenne ET
0,41 99,6 99,6 99,6 0,023
1,23 98,3 98,3 98,3 0,024
3,70 96,4 96,4 96,4 0
11,11 85,4 85,4 85,4 0
33,33 67,6 76,1 71,9 6,001
UvAbrH0 100,00 28,8 37,61 33,2 6,223
Conc pg/ml | % Activitél | % Activité2 | Moyenne Ecart type
0,41 94,7 94,7 94,7 0
1,23 58,1 72,6 65,35 10,25
3,70 11,5 24,7 18,1 9,334
11,11 15 1,95 1,725 0,31819805
33,33 0,8 0,6 0,7 0,14142136
UvAecH,0 100,00 0,9 0,7 0,8 0,14142136
Conc pg/ml | % Activitél |% Activité2 | Moyenne Ecart type
0,41 86,76 86,76 86,76 0
1,23 88,08 88,08 88,08 0
3,70 83,83 83,83 83,83 0
11,11 74,46 91,47 82,965 12,0278863
33,33 51,65 67,34 59,495 11,0945054
UvAfMeOH 100,00 26,78 34,34 30,56 5,34572727
Conc pg/ml | % Activitél |% Activité2 | Moyenne Ecart type
0,41 100 100 100 0
1,23 70,81 86,16 78,485 10,8540891
3,70 35,72 54,67 45,195 13,3996735
11,11 19,8 5,15 12,475 10,3591143
33,33 2,26 2,26 2,26 0
UvAbrMeOH 100,00 3,15 3,15 3,15 0
Conc pg/ml | % Activitél |%Activité2 Moyenne ET
0,41 84,88 68,78 76,83 11,3844192
1,23 45,19 30,57 37,88 10,3379011
3,70 6,38 4,97 5,675 0,99702056
11,11 1,95 1,18 1,565 0,54447222
33,33 1,63 1,63 1,63 0
UvAecMeOH 100,00 3,98 3,98 3,98 0
0,02 83,79 81,15 82,47 1,87
RDS 1643(uM) 10,07 61,92 65,12 63,52 2,26
0,20 34,73 35,98 35,35 0,88




ADN Polymerase

Conc(ug/ml) | % Activité 1 |% Activité 2 | Moyenne | Ecart type
0,41 92,8 92,8 92,8 0,0
1,23 92 92 92 0
UvAecMeOH 13 79 91,5 91,5 91,5 0
11,11 70,88 83,3 83,3 8,284
33,33 63,57 66,5 66,5 1,98
100,00 34,3 34,3 38,3 3,55
Conc(ug/ml) | % Activité 1 | % Activité 2 | Moyenne | Ecart type
0,41 83,75 83,75 83,75 0
UvAecH20 14 23 77,49 76,515 76,515 0,65
3,70 45,54 48,455 48,455 1,943
11,11 47,08 47,08 47,08 0
33,33 47,05 47,05 47,05
100,00 45 45 45 0
Conc(ug/ml) | % Activité 1 | % Activité 2 | Moyenne | Ecart type
0,41 89 89 89 0
1,23 88,9 88,9 88,9 0
UVAIMeOH 13 79 88,8 88,8 88,8 0
11,11 88,72 88,72 88,72 0
33,33 51,89 57,34 54,615 2,725
100,00 37,77 31,63 34,7 3,07
Conc(ug/ml) | % Activité 1 | % Activité 2 | Moyenne | Ecart type
0,41 64,44 78,52 71,48 7,04
1,23 44,18 39,56 41,87 2,31
UvAbrMeOH |3 79 38,41 30,38 34,395 4,015
11,11 24,7 15,41 20,055 4,645
33,33 7,18 7,18 7,18 0
100,00 6,35 6,35 6,35 0
Conc(ug/ml) | % Activité 1 | % Activité 2 | Moyenne | Ecart type
0,41 57,57 54,88 56,225 1,345
1,23 37,85 28,51 33,18 4,67
3,70 20,3 12,47 16,385 3,915
UvAbrH,O 11,11 12,3 12,3 12,3 0
33,33 12 12 12 0
100,00 11,6 11,6 11,6 0
Conc (nM) % Activité 1 |% Activité 2 | Moyenne |ET
: 3,7 86,26 90,74 88,5 2,24
Efavirenz
11,11 45,4 50,6 48 2,6
33 21 26,73 23,865 2,865




Fhexane

Conc pg/ml % Activitel % Activité2 Moyenne ET
0,1 98,6726 98,6726 98,6726 0
0,39 93,9023 93,9023 93,9023 0
1,56 88,8352 88,8352 88,8352 0
6,25 51,1547 49,57625 50,36548 1,116133
25 27,7611 22,67314 25,21712 3,597731
100 5,62139 3,754095 4,687743 1,320377

ARNaseH Résidu 4 solide
Conc pg/ml % Activitél % Activité2 Moyenne ET
0,006 88,65439 88,65439 88,65439 0
0,024 77,96421 77,96421 77,96421 0
0,1 83,9004 70,35048 77,12544 9,58124
0,39 20,0165 20,0165 20,0165 0
1,56 5,30777 5,30777 5,30777 0
6,25 1,40704 1,40704 1,40704 0
25 1,54944 1,54944 1,54944 0
100 1,5445 1,5445 1,5445 0

FCH,CI,
Conc pg/ml % Activitél % Activité2 Moyenne ET
0,1 76,6301 69,02335 72,82673 5,378785
0,39 42,552 31,61526 37,08363 7,733443
1,56 9,39667 7,315135 8,355903 1,471868
6,25 6,40007 6,40007 6,40007 0
25 2,1682 2,1682 2,1682 0
100 1,631 1,631 1,631 0
FH,O

Conc pg/ml % Activitél % Activité2 Moyenne ET
0,1 91,6629 91,6629 91,6629 0
0,39 75,787 77,30837 76,54769 1,075771
1,56 28,1798 16,57635 22,37808 8,204878
6,25 7,45732 4,743951 6,100636 1,918642
25 3,538 3,538 3,538 0
100 0,476 0,476 0,476 0
Conc (nM) % Activitél % Activité2 Moyenne ET

RDS 1643 |3 55,31709 68,94515 62,13112 9,636494
10 27,16608 24,60534 25,88571 1,810717
30 21,32601 20,80778 21,0669 0,366444




Fhexane
Conc pg/ml % Activitel % Activité2 | Moyenne ET
0,1 98,6726 98,67263 98,67262 2,12132
0,39 93,9023 93,90225 93,90228 3,53553
1,56 88,8352 88,8352 88,8352 0
6,25 64,9839 72,81309 68,8985 5,53607334
25 41,35491 54,94861 48,15176 9,612197451
100 36,9656 44,8017 40,88365 5,540959448
Résidu 4 solide
Conc pg/ml % Activitél % Activité2 | Moyenne ET
0,1 52,3296 59,92463 56,12712 5,370497216
0,39 40,6927 40,4071 40,5499 0,201949697
1,56 40,3654 36,544 38,4547 2,702137854
6,25 35,30777 35,30777 35,30777 0
RDDP 25 32,0105 32,0105 32,0105 0
100 29,9004 29,9004 29,9004 0
FCH,CI,
Conc pg/ml % Activitél % Activité2 | Moyenne ET
0,1 76,6301 62,7203 69,6752 9,835713905
0,39 62,552 62,552 62,552 0
1,56 35,06281 35,06281 35,06281 0
6,25 34,0007 34,0007 34,0007 0
25 32,1682 32,1682 32,1682 0
100 31,1631 31,1631 31,1631 0
FH.0
Conc pg/ml % Activitél %Activité2 | Moyenne ET
0,1 91,6629 91,6629 91,6629 0
0,39 75,787 75,787 75,787 0
1,56 68,1798 68,1798 68,1798 0
6,25 58,78188 58,78188 58,78188 0
25 43,01485 43,01485 43,01485 0
100 42,02132 42,02132 42,02132 0
Conc nM % Activitel %Activitél | Moyenne ET
Efavirenz | 3 75,41923 74 74,70962 1,003547
10 44,46551 50,6 47,53276 4,337739
30 25,06719 26,73 25,8986 1,175784




Annexe 4 : Graphe du pourcentage de viabilité cellulaire des cellules A549 en fonction
des concentrations des fractions aqueuses, hexaniques, au chlrorure de méthylene et le
résidu 4 solide de I’extrait méthanolique de U. angolensis




Annexe 5: Chromatogramme des fractions aqueuses et au chlorure de méthyléne de
I’extrait méhanolique des écorces de Uvaria angolensis

x10 2 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V Uvaria H20.d
1 1

0.95
0.9+
0.85
0.8
0.75+
0.7+
0.65-
0.6
0.55+
0.5+

0.45-
0.4
0.35
0.3+
0.25+
0.2

0.15
0.1
0.05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 13 14 15 16 17 18 19
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

x10 2 |+ESI TIC Scan Frag=200.0V Ch2CL2Uvaria070715.d

1 1
0.95

0.9+
0.85
0.8
0.75+
0.7+
0.65-
0.6
0.55+
0.5+
0.45-
0.4
0.35
0.3+
0.25+
0.2

0.15
0.1
0.05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 2 13 14 15 16 17 18 19
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)




Annexe 6: Structures de quelques antipaludiques
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Reverse transcriptase (RT)-associated DNA polymerase (RDDP) and Received 20 March 2017
ribonucleaser H (RNase H) functions are both essential for HIV-1 Accepted 13 May 2017
genome replication, and the identification of new inhibitors to block KEYWORDS

both of them is a goal actively pursued by the scientific community. 0 cneoienae yns.
In this field, natural extracts have shown a great potential as source of reverse transcriptase; plant
new antivirals. In the present work, we investigated the effect of Uvaria extracts; dual inhibitor
angalensis extracts on the HIV-1 reverse transcriptase-associated DNA

polymerase and ribonuclease H activities, The UL angolensis stem bark

methanol extract inhibit both HIV-1 RMase H function and RDDP

activity with IC,, values of 1.0 + 0.2 and 0.62 + 0.15 pg/mL, respectively

and, after been fractionated with different solvents, its solid residue

showed an I, of 0.10 2 0.03 and of 0.23 + 0.04 ug/mL against RMase

H and RDDP, respectively, hence laying the bases for further studies

for identification of single active components,
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1. Intreduction

Human Immunodeficiency virus type (HIV) is the cause of one of the most destructive pan-
demics and remains one of the major public health problems in developing countries,
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Table 1. Activity of the crude extracts from U, angolensis against HIV-1 RT-associated activities,

HIV-1 RT HIV-1 RDDP

RMase H
Treatment IC,, (pg/mL} I, (pg/mL)t
Leavas (aqueous) =100 (87 %) 0+ 20
Twigs (aqueous) 7452 28155
Stem bark (aqueous) 20=12 35+06
Leaves (MeOH) 53+£12 46.5 + 8.25
Twrigs (MeOH) 35212 1.00 £0.04
Stem bark (MeOH) 1.0£02 062 £0.15
Efavirenz M.D. 0.003 £ 0.0003
RO51643 2702 =100 (100%)"

“LCompound concentration able to inhibit 50% of RMase H enzymatic activity.
ECompound concentration able to inhibit 50% of the RDDP enzymatic activity.
“Percentage of enzymatic residual activity in presence of 100 pM inhikxtos,

Sub-Saharan Africa is the most affected region, with the presence of 24.7 million of infected
people (about 702 out 35 million of people that lived with HIV in the world) (Global Report
UMNAIDS 2013; WHO 2013). The selection of viral strains resistant to the approved drugs makes
the identification of new inhibitors a primary objective for the scientific community, possibly
targeting viral encoded essential proteins.

HIV-1 Reverse Trancriptase (RT) is a key multifunctional enzyme which combines an RNA-
dependent DMA polymerase activity (RDDP) and a ribonuclease H (RNase H) function, both
essential for the viral genome replication (Esposito et al, 2012) and are both widely explored
drug targets (Corona et al. 2013). Up to date all the approved RT-targeting drugs inhibit only
the polymerase activity. However, the simultaneous inhibition of both RT activities possibly
by new mechanisms would provide a significant advantage against drug-resistant variants
(Distinto et al. 2013).

In this respect, natural extracts proved to be a valuable source of active molecules, such
as prenylchacone flavonoids, terpenoids, coumarins and alkaloids (Wang et al. 2004; Bicchi
et al. 2009; Esposito et al. 2013, 2016; Xu et al. 2015).

The genus Uvaria (Annonaceae), widely distributed over the tropical zones of Africa, Asia
and Australia (Chalermglin 2001), contains several secondary metabolites endowed with
antimalaric (Mtie-Kang et al. 2014; Salae et al. 2017) and antimycobacterial (Macabeo et al.
2014) and moderate anticancer properties (Nguyen et al. 2015, 2015). In Cameroon, Uvaria
species are used by the healers, respectively, to treat malaria and related symptoms (fever,
chills, headaches, and body pain} and dysentery (Focho et al. 2010; Mfopa et al. 2018).
However, the activity of this plant on HIV-1 RT has not yet been reported.

In this study, we report the results of a preliminary screening on the inhibitory effect of
different Uvaria angolensis extracts against HIV-1 RT-associated RDDP and RMase H functions
in arder to evaluate the potential of this plant as source of antiviral compounds.

2. Results and discussion

Different extracts of U, angolensis were prepared from powdered parts of plant harvested
in Mount Kalla in Yaoundé City (Cameroon) and tested against HIV-1 RT-associated RDDP
and RMase H functions (Table 1). In particular, the crude extracts that were studied in this
work were prepared according to a typical procedure that can be exemplified as follows,
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The leaves, twigs, stem bark and trunk were Iindividually cut into small pieces and dried at
room temperature for one week. Ten grams of ground plant materials was treated with 20 mL
of methanol or water, sonicated for 30 min and stored at room temperature for 24 b, Then,
the crude mixture was filtered on a cotton pad and the filtrate centrifuged at 12,000 rpm for
10 min. The supernatant mixture was finally filtered by using 0.45 pm nylon filters to obtain
a clear solution that, after concentration under vacuum gave the extract ready to be sub-
jected to the subsequent series of extractions discussed below.

Results showed that both the methanol and water leaves extracts were poorly active,
with IC,, values ranging from 30 to100 pg/mL on both RNase H and RDDP activities.
Differently, between the two twigs' extracts, the methancl-derived was remarkably more
potent than the water-derived, showing against RNase H and RDDP activities of IC_ values
of 3.5+ 1.2 and 1.00 £ 0.4 pg/mL. Overall, methanol and water stem bark extracts of U,
angolensis were the most potent in inhibiting RNase H and the DNA polymerase functions
with IC_ values ranging from 0.62 £ 0.15 to 3.5 + 0.6 pa/ml, respectively.

These data encouraged us to proceed in the bio-guided fractionation of sterms bark meth-
anol extract as described in Scheme 1. The parent methanol extract was firstly treated with
water to solubilise all the hydrophilic components and particularly to separate the glycosides.
Subsequently, the highly lipophilic compounds were separated by treating the previously
isolated residue with hexane. The solid residue obtained therein was then washed with
dichloromethane, a non-polar selvent that, conversely to hexane, possess a dipolar moment
and thus is able to dissolve a wider range of compounds, like the chromanones and the
chalcones that we evidenced in this fraction.

The separation provided water, hexane and dichloromethane fractions along with a
solids residue. All the extracts were tested against both RT-functions, showing an increase
in potency of inhibition {Table 2). Among them the hexane fraction was the less potent,
with IC,, value of 8.38 £ 3.43 pg/mL against RNase H and 17.17 £ 0.70 pg/mL against
RDDF activity. The water fraction was 9-fold more potent against RNase H (IC,,
0.97 + 0.08 ug/mL) than against RDDP {IC,, 8.69 + 0.05 ug/mL), while the dichlorometh-
ane fraction and the solid residue showed a similar activity, with the solids residue being
the most active showing IC. values of 0.10 £ 0.03 and 0.23 + 0.04 pg/mL on HIV-1 RT
RMase H and RDDP, respectively. The dichloromethane fraction exhibited also a good
activity with IC_ of 0.29 + 0.06 and 0.80 £ 0.14 pg/mL on the respective enzymes, while
the water fraction displayed an activity only against RNase H function with an IC_ of
0.97 + 0.08 pg/mlL.

In order to determine the chemical composition, all the fractions, together with the Solid
residue, were subjected to a HPLO/APCI-MS analysis.

In the water fraction, it was evidenced the presence of a lot of glycosides, few chalcone
derivatives and a main peak related to the angoletin compound. Interestingly, angoletin
was one of the main components of the Solid residue, together with two monoacyl glycerols
such as 1-palmitoyl and stearyl glycerol (Figure 51). Besides, in the Dichloromenthane fraction
angoletin was not detected, while the predominant components showed to be chalcones
and phenyl chromanones,

The most active fractions of the stems bark methanol extract of U angelensis were assayed
in order to exclude the presence of cytotoxic effects in normal cells (Table 3). The rasults
showed no cytotoxic effect for water and hexane fractions (CC_, 100 pg/mL). Differently,
dichloromethane fraction and the solids residue showed CC_ values of 8.4 and 18.8 pg/mL,
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METHANOLIC EXTRACT

Under vacuum concenbration (20 *C)

Residue 1

Deionized water

|Hexane

Dichloromethane

Dichloromethane
fraction

Scheme 1. Blo-guided fractionation of the active stem bark methanol extract of Livaria angolensis,

Table 2. Activity of U. angofensis stem bark methanal extract fractions against HIV-1 RT-associated ac-
tivities.

HIV-1RT HIV-1 RDDP

RMase H
Fractions IC,, ipg/mLp IC, (pgimL)®
Water 0.97 £0.08 863 =0.05
Hexane B38=343 1717 £0.10
Dichloromethane 0.29=0.06 080=0.14
Solid residue 010+ 0.03 023004
RD51643 27+£02 =100 [100%%)°
EFV ND 0.003 £ 0.0003

‘Compound concentration able to inhiblt 50% of RMase H enzymatic activity,
“Compound concentration able to inhibit 50% of the RDDP enzymatic activity,
‘Percentage of enzymatic activity in presence of 100 pM inhikitor,

Table 3 Cell growth inhibition of A549 cell line by U, angoelensis stem bark methanol extract fractions,

AS4T
Extract MOC,, (HgmL)
Water =100
Hexane =100
Solid residue BA+05
Dichloromethane 188+848
Camptothecin 0.5+ 0,02

*Extract concentration required to reduce cell growth by 50%.

respectively, Overall, the water fraction endowed with anti-RMNase H activity below 1 pg/mL
and no cytotoxic effect, represents the most promising starting point for a further isolation
of the single components responsible for RT inhibition.
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3. Experimental
3.1 Plant material

The plant selected for this study (U, angolensis) was harvested on June 2014 at Mount Kalla
in Yaoundé City (Camerocon). The identification of the species was done at the Mational
Herbarium of Cameroon where the specimens were deposited (voucher number 50059
HMC). The leaves, twigs and stem bark were separated and distinctly treated at room tem-
perature in the Laboratory for Phytobiochemistry and Medicinal Plants Studies, at the
University of Yaoundé |, Cameroon.

3.2. Phytochemical study

3.2.1. Bio-guided fractionation of the active stem bark methanol extract of U.
angolensis (Scheme 1)

The crude stem bark methanol extract prepared as in Results and discussion section, was
concentrated under vacuum at room temperature (20°C).The obtained brown glue residue
(Residue 1) was washed, under stirring, with freshly deionised water (3 x 100 mL) and the
mixture was then filtered under vacuum with a paper filter on a Buchner funnel to obtain
an orange filtrate (Water fraction) and a sticky brown solid (Residue 2). Residue 2 was sus-
pended, under stirring, in hexane (3 x 100 mL). The resulting mixture was centrifuged to
give a light brown solid {Residue 3) and a yellow solution which was dried under Na,50,,
filtered and then concentrated in vacuum at room temperature to give a yellow oil (Hexane
fraction). Residue 3 was then treated with dichloromethane to obtain a suspension that was
filtered on a Buchner funnel to give a beige solid (Solid residue) and a filtrate that, after con-
centration in vacuum at room temperature, gave a sticky dark yellow oil (Dichloromethane
fraction). The Solid residue was solubilised in acetone,

3.2.2. Chemical characterisation of the extracts
A qualitative analysis of all the residues and fractions was carried out by means of LC
OTOF-M5.

An Agilent HPLC 1200 series instrument equipped with a 6520 QTOF detector was used.
The chromatographic separation of the solid fraction was performed on a Varian column SUEVO
C181004 (150 % 2.1 mm) No 5720-035.The mobile phase consisted of (A) agueous formic acid
0.1% and (B) methanol. The solvent gradient (v/v) was generated starting from 10% B and
reaching 100% B in 10 min and maintaining at 100% B for 10 min for a total run of 20 min. The
solid was prepared with methanol at 2500 pg/mL, and then 4 pL of this solution was injected
into the electrospray interface (ESI) operating in the positive-ion detection mode. Mass spectral
data were acquired in the range m/z 100-1500, with an acquisition rate of 1.35 spectra 57,
averaging 10 000 transients. The source parameters were as follows: drying gas temperature
250°C, drying gas flow rate 5 L min™', nebuliser pressure 45 psi and fragmentor voltage 150 V.
Data acquisitions and processing were done using Agilent Mass Hunter Workstation Acquisition.

3.3. Biochemical studies

Heterodimeric RT group M subtype B, was expressed essentially as previously described
iCorona et al. 2016). The extracts were diluted in DMSO at 10 mg/mL final concentration and
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sonicated (10" at 50 Hz). Starting from the 10 mg/mL selution the serial dilutions of extracts
were made in Milli-Q purified water, and added to the reaction mixture,

3.3.1. Inhibition of HIV RT-associated RNase H function

The wild type (wtlHIV RT-associated RMase H activity was measured as described (Cuzzucoli
Crucitti et al. 2015), using the RNase H inhibitor RD51643 as a control (Corona et al. 2014).
Briefly: in 100 pL reaction volume containing 50 mM Tris HCI pH 7.8, 6 mM MgCl,, 1 mM
dithiothreitel (DTT), 80mM KCI, hybrid RNA/DNA (8-GTTTTCTTTTCCCCCCTGAC-3'-
Fluorescein, 5-CAAAAGAAAAGGGGGGACUG-3"-Dabeyl) and 20 ng of wt RT according to a
linear range of dose-response curve. The reaction mixture was incubated for 1 hat 37°C, the
reaction was stopped by addition of EDTA and products were measured with a Victor 3
iPerkin) at 490/528 nm,

3.3.2. Inhibition of HIV RT-associated RNA-dependent DNA polymerase

The HIV-1 RT-associated RNA-Dependent DNA Polymerase (RDDP) activity was measured as
described (Meleddu et al. 2015) using the selective RDDP inhibitor Efavirenz as a control in
25 pL volume containing 60 mM Tris-HCI pH &.1, 8 mM MgCl, 60 mM KCI, 13 mM DTT,
paly(A)-oligo{dT),100 pM dTTR, and 6 ng of wt RT according to a linear range of dose-re-
sponse curve, After enzyme addition the reaction mixture was incubated for 30 min at 37°C
and enzymatic reaction was stopped by addition of EDTA. Reaction products were detected
by picogreen addition and measured with a Victor 3 (Perkin) at 502/523 nm.

3.3.3. Cytotoxicity assay

Cell lines were seeded in 96-well plates (Spectra Plate, PerkinElmer) at an initial density of
10° cells/mL in DMEM, containing 10% FBS, 1% Pen/Strept, in the absence or presence of
serial dilutions of extracts prepared in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% Pen/
Strept (ranging from 100 to 0,03 pg/mL). Camptothecin was used as positive control, Plates
were incubated for 72 h at 37°Cin a humidified 5% CO, atmosphere, Cell viability was deter-
mined adding PrestoBlue™ Cell Viability Reagent (Invitrogen). After 1 h incubation at 37°C,
relative fluorescence was read with a Victor3 (Perkin Elmer). The percentages of cell viability
were based on the amount of living cells in compound-treated cells relative to untreated
control cells (defined as 100% viability). Cytotoxicity graph was then generated by plotting
percentage of cell viakility versus concentration of extracts/compounds.

4. Conclusions

The present investigation into U. angalensis as a potential source of new antivirals showed
that the stem bark methanol extract solid residue is able to inhibit both RDDF and RNase H
HIV-1 RT-associated activities at low concentrations, hence laying the bases for further studies
for identification of single active components.
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ABSTRACT

The present study aimed at investigating the @ vitro and in vive susceptibility of malaria parasiies to
crude cxtracts and fractions from Polvalthio swaveolens, Uvaria angolensis, and Monodora tesiifolia, The
ethanolic extracts were partitioned using water, dichloromethane, hexane, and methanol. The most promising
fraction was subjected to column chromatography. The antiplasmodial effect of extracts, fractions and sub-
fractions against P, faleiparwm Chloroquine resistant (PR strain was determined using SYBR green
florescence assay. The promising fraction was assessed for cvtotoxicity against Human Foreskin Fibroblast
(HFF) cells and further for safety in Swiss albino mice and suppressive effect against P berghei. The methanol
sub-fraction of P, suaveolens [PStwiAce)] showed the highest potency with 1C, of 3.24 pg/mL. Sub-fraction
PS8 from PStwiAce) was the most active with 1T, of 4.42 pg/ml. Oral administration of PStw{Ace) at 5000
mg/kg bow in mice showed no signs of toxicity, Also, it exerted the highest suppressive effiect against P
berghei at 400 mg'kg bow throughout the 4 days experiment. Overall, the results achieved supported the use of
the three planis in the raditional treatment of malaria in Cameroon. More interestingly, the PStw(Ace) fraction
might be of interest in future development of an antimalarial phytedrug,
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INTRODUCTION

Malaria mainly caused by
Plasmodium  falciparum  and  Plasmodium
vivay represents a serious public health
challenge since about 3.3 billion people are at
risk worldwide. Sub-Saharan Africa is the
most affected region with 90% of the 584
000 deaths recorded 1n 2013, Cameroon with
T1% of the total population living in high-
transmission areas and 4500 deaths recorded
annually is one of the most affected countries
in  Africa (WHOQO, 2014). The currently
prescribed the
Artemisinin-based Combination Therapies
{ACTs) are threatened by emerging
resistance of P. faflciparum strains (Dondorp

et al., 2009). Given these limitations, there is

treatments  particularly

a motivated search for new drugs agamst
Plasmoditm parasites.

Fortunately, there is evidence that
plants traditionally used against malaria are
valuable sources of potent antiplasmodial
lead compounds (Tsabang et al., 2012; Bele
et al., 20011; Ginshurg and Deharo, 2011). It
seems logical then to encourage studies on
new  plants  to  discover  innovative
antimalarial leads. Selecting plants based on
their indigenous use against fever andfor
malaria has been found as better approach to
identify  plants  species  with  potent
antimalarial lead compounds.

An  ethnobotanical investigation in
four malaria endemic areas of Cameroon
revealed people’s reliance on Monodora
tennifolio, Uvaria angolensis, and Polvathia
suaveolens to treat malaria  and  related
symptoms (Tsabang et al., 2012). Thus, they
were selected and studied for in vitro and in
vive antiplasmodial activities.

Mareover, these plants belong to the
Annonaceac family that 15 well known for
biosynthesis  of  bioactive  compounds
{Leboeul et al, 1982), particularly the
acetogenins that have a broad spectrum of

biological activities including antiplasmodial
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effect (Rupprecht et al, 1990). Thus, this
study was designed to investigate the in vitre
and in vive antiplasmodial activities of therr
extracts,

MATERIALS AND METHODS
Plant collection

Leaves, twigs and stem bark of cach
plant were collected at Mount Kalla (by
Nkolbisson-Yaoundé, Mloundi Division) in
September 2014 and identified at
National Herbarium of Cameroon where

the

voucher specimens were deposited under the
identification numbers HNC 55313, HNC
500594 and HNC 1227 for M. tenuifolia, U
angolensis and P suaveolens respectively.

Plants extraction and fractionation

Each plant part was cut into small
pieces, dried at room temperature till constant
weight and powdered. Five hundred g of each
powder were macerated with 2000 mL of
cthanol for 72 hours at room temperature.
The ethanol extracts were evaporated to
dryness  under using a rotary
evaporator (Rotavapor Buchi, Swizterland)
and weighed. Each extract was further
fractionated by liquid-liquid partition as
previously described (Alali et al, 1999)
Briefly, ethanolic residues were partitioned
between dichloromethane and water (1:1) to
vield water and dichloromethane fractions as
precipitates.  Then,
were  further

vacuum

well  as  interface

dichloromethane  fractions
partitioned between hexane and methanol
(1:1) to yield hexane and methanol fractions
(methanol fractions referred to as acetogenin-
rich fractions). All extracts and fractions
were subjected to antiplasmodial activity
screening  in witro  against  Plasmodium
falciparum chloroquine resistant strain K1
(PIKI),

From this screening, the methanol
fraction from the twigs of P. swaveolens

[PStwi Ace)] was found to be the most active
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against P. falciparum. It was therefore
selected  and  submitted to  gualitative
phytochemical  screeming  as  previously

described (Aromdee et al., 2005; Oloyvede,
2005; Trease and Evans, 1996; Odebeyi and

Sofowora, 1978; Harbone, 1976).
Furthermore, it was fractionated using silica
gel  (T0-230 mesh. Merck)  column
chromatography, eluting  with  solvent

systems of increasing polarities, Hexang-
Ethyl Acetate [100:0 — 0:100] and Ethyl
Acetate - Methanol [95:3- 0:100]. Four
hundred and thirty eight (438) sub-fractions
of 100 ml each were collected and
subsequently pooled on the basis of their thin
layer chromatography (TLC) profiles into
twelve (12) major sub-fractions PS1-PS12
[PS1-Hex 100%., PS2-Hex-EtDAc (98 :2),
PS3-Hex-EtOAc (97 :3—95: 5), PS4-Hex-
EiQAc (95 :3—93 7). PS5-Hex-E1DAc (93
:7). PS6-Hex-EtOAc (93 :7—85 :15), P57-
Hex-EtQAc (85 :15—78 :22), PS8-Hex-
EtQOAc (78 :22—60 :40), PS9-Hex-EtOAc
(60 40— 50 :50), PS10-Hex-EtQAc (50
:50—20 80, PS11-Hex-EiDAe (20 :80—10
:90) / EtOAc-MeOH (98 :2), PS12-EtDAc-
MeOH (95 : 5)MeOH 100%]. All these sub-
fractions  were  assessed  im vitre  for
antiplasmodial activity and cytotoxicity as

described below.

In vitro antiplasmodial activity of crude
extracts, fractions and sub-fractions

Stock solutions of crude extracts,
fractions and sub-fractions were prepared at 1
mg/mL in DMSO 100%, while solution of
artemisinin was prepared in distilled water
and tested at 1pM highest concentration. The
stock solutions were serially diluted in 96-
wells plates using RPMI 1640 to achieve the
range of tested concentrations  from
0.24pg/mL to 125 pg/ml.

PKD (P falciparum
resistant K[ strain) was
maintained in fresh “0” positive human

chloroquine-
continuously
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erythrocytes 4%
heamatocrit in complete medium, consisting
of 16.2 g/L RPMI 1640 (Sigma) containing
25 mM HEPES, 11.11 mM glicose, (0.2%
sodium bicarbonate (Sigma), 0.5% Albumax
I (Gibco), 45 pg/L hypoxanthine (Sigma) and
50 pg/L gentamicin (Gibeo) and incubated at
37 °C in an atmosphere of 5% O, 5% CO,,
9% Wi The used medium was replaced
daily  with fresh complete medium 1o
propagate the culture. Giemsa-stained blood
smears were examined microscopically under
o1l immersion to monitor cell eyele transition
and parasitaemia (Trager and Jensen, 1976).
Prior the antiplasmodial assay, the culture
was synchronized into ring stage parasites by
5% sorbitol (w/v) treatment as previously
described (Lambros and Vanderberg, 1979).
For drug activity screening, the SYBR
green | based fluorescence assay was used as
previously described (Smilkstein et
2004), This dwe interacts with malaria
parasite to produce a fluorescent complex.

suspended  at {viv)

al.,

MNinety six microliters of syvnchronized ring
stage parasites at 2% haematocrit and 1%
parasitaemia were added into triplicate wells
of 96-wells plates containing 4 pl of each
inhibitor Megative  control
consisted of 0.4% DMS0O and positive
control of 1 pM Artemisinin (ART) highest
concentration.  The treated cultures were
incubated for 48 hrs at 37 °C in an
atmosphere of 5% 0, 5% CO;, 90% N
Upon incubation, 100 pL of SYBR green |
buffer [0.2 uL of 10,000 = SYBR Green |
(Invitrogen) per mL of lysis buffer {Tris (20
mM; pH 7.3}, EDTA (5 mM), saponin
(0.008%; wi/vol), and Triton X-100 (0.08%;
volivol)} ] were added to each well and mixed
gently and further incubated in the dark at 37
°C for 1 h. Fluorescence was subsequently
measured using a fluorescence multi-well
plate reader (Perkin Elmer) with excitation
and emission at 485 and 530 nm respectively.
Fluorescence counts for ART were deducted

concentration.
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from counts in each well and a dose
response curve was constructed by plotting
apainst  the
concentration and activity expressed as 50%
inhibitory concentration (1Csy) using the IC

fluorescence  counts drug

Estimator-version 1.2 software
{http/www.antimalarial-
icestimator. net/MethodIntro htm) where

estimated parasite growth in the negative
control (0.4% DMSO) is 100 %, and 0% in
the positive control (ART) (Le Nagard et al.,
2011; Kaddouri et al., 2006),

Cytotoxicity of PStw(Ace) sub-fractions
The eytotoxic eflects of the mother
[PStwiAce)] and derived
fractions (PS1-12) on mammalian cells was
determined using human foreskin fibroblasts
{HFF) cells cultured in complete medium
containing 13.5 g/l DMEM, 10% fetal
bovine serum, 0.2% bicarbonate
(wiv) (Sigma) and 50 pg/mL gentamycin
{Boyom ct 2014). Cells
(]xlﬂ*cel]s-"m]fwe]l) were seeded into 96-
well  flat-bottom  tissue culture plates in
complete medium. After 24 h of seeding. 80
pL of each test solution were added and cells
incubated for 48 h in a  humidified
atmosphere at 37 *C and 5% C0,. For each
exiract, the concenirations tested were ranged
from 0.24-125 pg/mL. 0.4% DMSO viv was
tested as negative control. Twenty microliters
of a kit solution of MTS/PMS (Promega)
were added to each well, gently mixed and
incubated for another 3 h at 37 *C. Afier
gentle supernatant removal and addition of
100 pL. DMSO (quench agent) to the cell
pellets, formazan formation was measured by
recording optical density (0D} in each well
using a microtiter plate reader (Biotek
ELEDO, USA) at 490 nm. Mcan ODs were
plotted versus drugs concentrations and the
500 cytotoxic concentration (CCsy) values
determined using the GraphPad
Prism5.0 software. Selectivity indices of

fraction sub=

sodium

al.,

WwWere
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extracts were subsequently calculated on the
basis of their antiplasmodial activities (1Cs)
and HFF cell eytotoxicity {CCs).

Safety and efficacy of twigs methanol
fraction of P. suwaveolens |PStw(Ace)] in
mice
Experimental mice

Six weeks old female Swiss albino
mice (20-25 g) provided by the animal house
of the Faculty of Medicine and Biomedical
Sciences of the University of Yaoundé [ were
housed under standard
houwrs photoperiod and access to water and
food ad fibitwm and used for the experiments,
Animal welfare and ethical requirements
were  respected  during  the experiments
according to the Amenican Psychological

conditions with 12

Association (APA) guidelines for Ethical
Conduct in the Care and Use of Nonhuman
Animals in Research.

Evalwation of the acute toxicity of fraction
PSmwiAce)

The acute toxicity of the methanol
fraction from twigs of P
[PStwiAce)] was assessed in female Swiss
albino mice prior to the in vive antimalarial
study. The study was performed according to

sitaveolens

the Organization for Economic Cooperation
and Development guideline 423 (OECD,
2001). Mice were starved for about 4 h but
allowed free access to water and weighed
prior 1o test
Healthy mice were studied in 2 groups of 3
animals each. The test group received orally
I mL of a single limit dose of 5000 mgkg
b.w of the fraction dissolved in 7% Tween
80/ 3% ethanol! H;O. The negative control
group received | mL of 7% Tween 80/3%
Ethanol/ H.O solution. After the substances
were administered, food was further withheld
for 1 h, then animals were carefully ohserved
for 4 h, and thereafier daily for 7 days during
which several parameters such as mortality,
moribund  status, body weights, tremors,

substances  administration.
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other
were

convulsions, lethargy, sleep, and
changes in the normal behavior
recorded daily (OECD, 2001).
Evaluation of in vive suppressive activity
against Plasmodium berghei

The fraction PStwiAce) that showed
no signs of acute toxicity in mice was studied
against P. berghei strain B (MRA-406, MR4,
ATCC W Manassas Virginia) rodent malaria
parasite model that was obtained from BEI
Resources (www.beiresources.org). The test
was carried out based on the four-day
suppressive test deseribed by Fidock et al
(2004). Swiss albino mice weighing 20-25 g
were pul randomly into test and control
groups, each group containing five mice and
were supplied with adequate amount of
mouse cubes and clean drinking water. The
parasitized erythrocytes for each test were
collected from an infected donor mouse with
rising parasitaemia of 20-30%. The mice
were  sacrificed after  anesthesia  with
Chloroform and blood was collected in tube
containing Heparin ((L.5% trisodium citrate)
by cardiac puncture. The blood was then
diluted with physiological saline (0.9%) in
proportion of 1:4. Each mouse was then
invculated with 0.2 mL of blood containing
about 10° P. herghei infected erythrocytes on
day 0O through intra-peritoneal route. After
four hours of parasite inoculation, four test
groups of mice were administered with 100,
200, 300 and 400 mgkg of fraction
PStwi{Ace). The negative control group mice
were treated with 0.2 mL of the vehicle (7%
Tween 80/ 3% Ethanol! H,0) and the
positive control groups were treated with 24
my/kg Quinine Sulfate.

Daily, a drop of blood was taken from
tail snip of each mouse on frosted slide and
smears were prepared, fixed with methanol
and stained with 10% Giemsa solution at pH
7.2 for 15 min. Then, three fields were
randomly selected on each stained slide and
examined under microscope with an oil
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immersion objective (%100 magnification).
The parasitaemia  was  determined by
counting  the number of
erythrocytes (RBC) on randomly selected
fields of the slide. Percentage of parasitacmia
and suppression were calculated using the
following formulas:

(1)

parasitized

100x  (Mumber of
parasitized RBCs / Total number of
RBCs counted)

% Suppression = [00x [{Parasitaemia in
Ne — Parasitaemia Tg) / Parasitaeimia
Ne] where Ne is negative control, and
T 1s treated group.

YoParasitacmia =

@

Data analysis

Mean values of triplicate experiments
were caleulated using MS excel for windows
10.0. The 1Cs, values were obtained using the
IC Estimator-version 1.2
(http:/www. antimalarial-
icestimator.net/MethodlIntro.htm). CCy, were
calculated

software

using  GraphPad Prism 5.0
software. Results are means + SD (standard
deviation).

RESULTS
Plant extraction,
antiplasmodial sereening

A total of 36 extracts and fractions
were prepared from organs collected from P.
suaveolens, M. tenuifolia and U angolensis
with vields ranging from 0.02% for the
interface precipitate of the twigs of P
sucrveolens (PStw(l)) to 4.94% (wiw) for the
crude ethanolic stem bark extract of 1
attgolensis (UvAsh{EtOHY) (Table 1),

The results of the screening of
extracts and fractions against P. falciparum
{Table 1) indicated that from the 9 crude
cthanolic  extracts  that were  tested, 6
[PSKEtOH), PStw(EtOH), MoTel(EtOH),
MoTetw(EIOH), UvAlE1OH), and
UvAtw({EtOH)]  exhibited
activity with 1Cs; values ranging from 4.53 to

partition and

antiplasmaodial
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10 pg/mL. The most active was the crude
ethanolic extract from the leaves of P
suaveolens [PSIEtOH). 1C;= 4.53 pg/mL].
The subsequent fractions afforded through
liguid-liquid partition of all extracts also
exhibited wvarying effects on the parasites.
Among the water fractions, only the leaves of
M. tenuifolia  (MoTel(H;O))  and O
angolensis (UvAl(H20)) showed moderate
antiplasmodial activity at [Cs; values of 7.75
and 9.78 pg/mL
inmterface precipitates from the stem bark of
P. suagveolens (PSsbil)) and from the leaves
of M. tennifoliac (MoTel(l)) exerted good
activities al the respective ICs, values of 3.84
and 4.53 pg/mL.

The acetogenin-rich {methanolic)
fructions  globally showed better potency
compared to other tvpes of fractions, and
were the most active with 6 out 9 fractions
[PStwi Ace), PSsbi{Ace). MoTel{ Ace),
MoTetw(Ace), UvAll Ace), and
UvAtw({Ace)] showing 1Cs; values ranging
from 3.24 to 7.78 pg/mbl. Owerall, the
acetogenin-rich fraction of the twig extract of
P, suwaveolens [PStwi(Ace)] showed the best
antiplasmodial activity {(1Cs = 3.24 pg/mlL)
and was therefore selected for further studies.

respectively.  Also, 2

A qualitative phytochemical
sereening of the promising P, suaveolens
[PStwiAce)] fraction indicated the presence
of three main classes of secondary
metabolites, including alkaloids, phenols, and
lactones.

This  fraction was further
fractionated to afford 12 major sub-fractions
that were screened for antiplasmodial activity
and cell eytotoxicity.

Antiplasmodial activity of sub-fractions
from the twigs acetogenin-rich fraction of
P. suaveolens [PStw (Ace)|

The results presented in Table 2
that from the 12 sub-fractions
from the twigs acetogenin-rich

indicated

afforded
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fraction of P. suaveolens, only PST and PS&
showed antiplasmodial activity. They were
respectively  eluted  with  Hex-EtOAc
(B3:15—T8:22) and Hex-EtOAc
(7H:22—60:40). PS8 exerted the more potent
inhibition of the growth of malaria parasites
(1Csy = 4.42 pg/mL), compared to PST that
rather exhibited a moderate antiplasmodial
inhibition with ICg, of 835pg/mL. Apart
from these two sub-fractions, all the others
were  inactive against
culture.

Owerall, from the bio-gumded studies
of the mother P swaveolens  twigs
acetogenin-rich  fraction [PStw{Ace)], it
appeared that fractionation led to activity
decline. Of note, PStwi{Ace) (I1C,= 3.24
pg/mL) was more active and selective than
the subsequent sub-fractions afforded from
chromatography.  This  potency
decrease through fractionation might result
from rupture of synergistic interactions
between the components, and also suggests
that if left unfractionated, this fraction might
be further developed as potential antimalarial
ameliorated plant extract. It is within this
framework that the PStwiAce) fraction was

P, falciparum in

column

evaluated  for salety in mice, and for
antimalarial efficacy using the rodent model

Plasmodium berghei parasites.

In vive activities of the twigs acetogenin-
rich fraction of P. swaveolens |PStw(Ace)].
Acute toxicity profile of PStwi{Ace)
fraction

The study of the promising twigs
methanolic fraction of P. swaveolens showed
safety at the dose of 5000 mghkg bow.
through oral administration in mice. Briefly,
no death was recorded among experimental
animals. Morcover, no major behavioral
changes (moribund status, body weight loss,
tremors, convulsions, salivation, diarrhea,
persistent lethargy or sleep) were recorded

during the 7 days obhservation beyond plant
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fraction administration. Overall, test animals
globally behaved like controls (untreated
mice). Therefore, the 50% lethal dose (LDs)
5000 mg/Kg b.w, and the plant
fraction categorized as nontoxic according to
the OECD guidelines (OECD, 2001).

was >

Suppressive antiplasmodial
PStw(Ace) fraction in mice
From the four days activity
assessment, the suppressive effect of the
twigs acetogenin-rich fraction of P
suaveolens against P. berghei in mice was
determined as presented in Figure 1. On day
one of the experiment, the percent
parasitaemia was globally similar in all six

activity of

100+

80

——
—
——

——

% Parasitaemia

o‘\o

groups of mice, indicating that infection was
establishing in all inoculated animals.

Subsequently, the quality control assay (dose
0) indicated rising parasitaemia from day 1 to
day 4 of the experiment (Figure 1). Besides,
PStw(Ace) fraction exerted a dose-dependent
suppression of the parasitaemia, and the more
pronounced effect was observed at the
highest dose of 400 mg/kg b.w. At this
highest dose (400 mg/kg b.w), PStw(Ace)
exhibited a strongest
throughout the study period compared to the
These further
emphasized the promising feature of fraction
PStw{Ace) that otherwise showed to be safe
in mice at doses below 5000 mg/kg b.w.

suppressive effect

positive  control. results

0 mg/kg

PStw(Ace) 100mg/kg
PStw(Ace) 200mg/kg
PStw(Ace) 300mg/kg
PStw(Ace) 400mg/kg
Quinine (24mg/Kg)

> >

Days after infection

Figure 1: Effect of PStw(Ace) at different doses on parasitemia level in P. berghei infected mice.

Mice were treated with four doses of the fraction for four consecutive days. Mean % parasi

ias in each experi

group was determined daily by microscopic observation of tail blood thin smears stained with 5% Giemsa. and determination

of % erythrocytes infected with P. berghel,
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Table 1: Extraction yield and antiplasmodial activity of extracts and fractions from P. suavenlens,

M. tenuifolia and Ul angolensis (Annonaceae).

Plant & voucher Extract/fraction Plant Extract code *Extraction Yield ** 1
specimen part (% w/iw) {pg/mL£S)
number against PfK{
Polvalthia Crude Ethanolic Leaf PRI EtOH) 4.28 4.53£0.82
suavealens HNC Twig PStwi{EtOH) 1.80 5.75 £1.83
1227/SRF/ICAM Stem PSshiEtOH) 6.30 =10
bark
Water Leaf PSI(H-0) 0,90 =10
Twig PStwi(H.0) 0.34 =10
Stem PSsh(H,0) 0.46 =10
bark
Interface Leaf PSI) 0.07 =10
precipitates Twig PStwil) 0.02 =10
Stem PSsb(l) 0.06 3.84+0.80
bark
Methanolic Leaf PSI{Ace) 1.63 =10
Acetogenin-rich Twig PStwi Ace) 045 324+ 0.1
fractions Stem PSshiAce) 1.45 4.90+0.73
hark
Monadora Crude ethanolic Leaft MoTeliEtOH) ER L] 5.48+0.19
renuifalia Twig MoTetw{ ExOH) 1.79 5.93£0.19
HNC55313/SRF/ Stem MoTesh(EtOH) 4.03 =10
CAM bark
Water Leaf MoTel{H.0) 2.11 775+ 0,33
Twig MoTetw(H,0) 1.24 =10
Stem MoTesh({H-0) 1.94 =10
bark
Interface Leaf MaoTel(l) 0.33 4.53+40.44
precipitates Twig MoTetwi(I) 0.82 =10
Stem MoTesh(I) 012 =10
bark
Methanolic Leaf MoTel (Ace) 082 384+ 037
Acetogenin-rich Twig MoTetw (Ace) 1.23 5.02+0.80
fractions Stem MoTesh {Ace) 1.21 =31
bark
Uvaria angolensis Crude ethanolic Leaf LUvAl(EtQH) 3.27 008+ 2 8T
HNCS0059/SRF/ Twig UvAtw(EtOH) 383 10,00+ 087
CAM Stem UvAsh(EtOH) 4.94 =10
bark
Water Leaf LivAl(H.0) 0.76 978 £ 1.87
Twig UvAtwi(H,0) 0.06 =10
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Stem UwAsbiH.O) 0.05 =10
bark
Interface Leaf UvAlT 0.74 =10
precipilates Twig UvAtwi(l) 018 =110
Stem UwAsh({I) 0.23 =10
bark
Methanolic Leaf UvAl{Ace) 1.39 5.78+£0.75
Acetogenin-rich Twig UwvAtw({ Ace) 1.31 TI8£0.13
fractions Stem UvAsh(Ace) 1.98 =10
bark

*Plant parts were extracted by maceration in ethanol and further partition using different solvents and the yield calculated in
percentage relative to the weight of the starting materials, **50% inhibitory concentration; the susceptibility of P, firlefparim
K1 strain to plant extracts was assessed in culture using triplicate experiments; 8.0, = standard deviation.

Table 2: Antiplasmodial and cylotoxic activities of sub-fractions of the P swaveolens twigs
acetogenin-rich fraction [PStw(Ace)].

Fraction/"sub- "IC_.;[.{pgme:l: SD)) against “CCsy against HFF s1 (CCa/1C )
fractions PfK! (ng/mL)

PStwi{Ace) 3.24+0.10 =30 =026
P51 =10 - -
Ps2 =10 - -
P53 =10 - -
P54 =10 - -
PS5 =10 . -
P56 =10 - -
P57 B.55+2035 =30 =3.51
P58 442 £ 087 =30 =679
P59 =10 - -
PS10 =10 - -
PS11 =10 - -
PS12 =10 - -
ART 0.005£0.0008 =30 =6H000

"The 12 sub-fractions were afforded by column chromatography eluting with solvent systems of increasing polarity; "50%
mhibitory concentration; the susceptibility of £, folfciparem K1 strain to sub-fractions was assessed in eulture using triplicate
experiments; 5.0, = standard deviation, "Cell cytotoxicity of sub-fractions was assessed on normal human foreskin fibroblast
cells (HFF) using triplicate experiments; “Selectivity indices were caleulated using the 1Cs and CCsy of each sub-fraction;
ART {Artemisinin} was tested as positive control,
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DISCUSSION
The present study aimed at
investigating the in virre and in  vivo

susceptibility of malaria parasites to crude
extracts  and fractions  from  Polvalthio
suaveolens, Uvaria angolensis, and Monodora
tennifolia,  The crude  ethanolic  extracts
exerfed varying degrees of inhibition against
P. falciparum K1 in viiro. Following a bio-
guided approach, the extracts were partitioned
using the acctogenin  extraction  protocol
designed by Alali et al. (1999). The results
achieved in this investigation indicated that
methanol fractions (acetogenin-rich fractions)
have the overall best activity against P.
Salciparwm K1, This potency of acetogenin-
rich fractions has previously been reported
{Boyvom et al, 2011} in a similar study
targeting  the  Chloroquine-resistant P,
Salciparuor W2 strain, Globally, the observed
inhibitory effect of methanolic fractions could
be altributed o the presence of acetogenins.
Indeed, these compounds have been shown to
inhibit (NADH:
oxidoreductase) in  mitochondrial

complex [ ubiguinone
electron
transport systems (Lewis et al, 1993); in
addition, they are potent inhibitors of NADH
oxidase of plasma membranes (Morré et al.,
1995); these enzymes are all found in F.
Sfalciparun and the effects of inhibitors impair
parasite  oxidative and cytosolic  ATP
production, leading to apoptosis. Acetogening
have been also reported as potent cytotoxics
with  insecticidal, ascaricidal, fungicidal,
antiparasitic, bactericidal and antiplasmodial
activities (Rakotomanga et al., 2004; Guadafio
et al., 2000). Beside the few previous works
reported above, Boyom (2004) also showed
that essential oils from the stem bark of F.
suaveolens and Ul angolensis have in vitro
inhibitory potential against P. fafeiparum W2,
Also, extracts  from related P
longifolia were recently found to display
moderate to good antiplasmodial  activity
against chloroquine sensitive P, falciparm
307 strain (Sunita et al., 2016).

closely
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about
antiplasmaodial activity of extracts from M
renuifolia, methanol
(acetogenin-rich) fractions from a closely
related species, M. myristica have previously
showed moderate antiplasmodial activities
with 1Cs, values ranging 5.52-9.03 pg/mL
{Boyom et al., 2011). Also, recent studies on
other Uvaria spp., viz.

Little is known the

However, the

Uvaria fucida and
Uvaria scheffleri showed inhibition of P.
Salciparum W2 with ICs, values of 10.3 and
6.8 pg/mL respectively (Muthaura et al.,
2015).

To find out which components might
be eliciting the antiplasmodial activity in the
promising PStw{Ace) fraction, a gqualitative
phytochemical  screening  indicated  the
presence of three main classes of secondary
metabolites, namely alkaloids, phenols, and
lactones. They might be individually and/or
collectively responsible for the exhibited
antiplasmodial activity. Indeed, these groups
of compounds were previously reported to
have significant inhibitory effects on P
Jalciparum  (Kaur et al, 2009 limenez-
Romero et al., 2008; Tasdenur et al., 2006).
Functional terminal lactones or butenolide
often characterize the acetogenins (Li et al.,
2008). To further purify sub-fractions of the
promising fraction with improved activity,
PStwi{ Ace)
column chromatography. Two sub-fractions
(P87 and PS58) exhibited antiplasmodial
activity. They might contain lactones that are
readily extracted using solvents systems in the
same range as those used to afford sub-
fractions PS7 and PSE (Khetarpal et al.,
1991). Also, alkaloids were previously shown
to be suitably extracted using Hex-EtOAc
(B0:20 wiv) solvent system (Khalik et al.,
2016). It is  therefore  assumable  that
components of the active fraction PStw{Ace)
might be alkaloid-like and or bear lactone
functional groups. However, the subsequent
sub-fractions PS7 and PS8 showed to be less

was  submitted

to bio-guided



AN MFOPA eral. / Int, J. Bial. Chem, Sci, 11i1): 118130, 2007

active than PStw{Ace). This latter
therefore progressed and showed to be also
active fm vive against the rodent model P
herghei. Furthermore, it also showed to be
selective and safe in mice through oral
administration, emphasizing its potential for

antimalarial drug development.

Was

Conclusion

The results  achieved from  the
investigation of P suavealens, M. tenuifolia,
and L. angolensis have indicated that some of
the plant extracts possess
activity. Of particular note, the methanol
fraction PStwi{Ace) (acetogenin-rich) obtained
from of the P
suavealens twigs ethanol crude extract has
shown the overall best antiplasmodial activity.
Further study of this fraction has also
indicated its safety in mice, and suppressive
potential of F. berghel parasitaemia over a
four days study. This acetogenin-rich fraction
should be studied in details to determine its

antiplasmodial

liquid-liquid  partition

qualitative and quantitative compositions in an
attempt to formulate a standardized phytodrug
against malaria.
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