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THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS

LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2022/2023

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 31 MAI 2023

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA: ATCHADE Alex de Théodore, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO ANGUE Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal, Maitre de

Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la Scolarité DAARS : AJEAGAH

Gideon AGHAINDUM, Professeur

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (43) |

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En Poste
o | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En Poste
3. | KANSCI Germain Professeur En Poste
4. | MBACHAM FON Wilfred Professeur En Poste
5. | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
6. | NGUEFACK Julienne Professeure En Poste
7. | NJAYOU Fréderic Nico Professeur En Poste
g. | OBEN Julius ENYONG Professeur En Poste
9. | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En Poste
10/ ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences En Poste
11| AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En Poste




BELINGA née NDOYE FOE F. M. C.

Maitre de Conférences

Chef DAF / FS

12.
13| DIUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences En Poste
14 DIUIKWO NKONGA Ruth Viviane Maitre de Conférences En Poste
15/ EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | VD/FS/Univ Ebwa
16, EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences En Poste
17| KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences En Poste
18] LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences En Poste
19/ MBONG ANGIE M. Mary Anne Maitre de Conférences En Poste
20/ MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences Doyen FS/ UDs
21| NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En Poste
29| NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En Poste
23| TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences En Poste
24 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En Poste
o5 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En Poste
o6, | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En Poste
27 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En Poste
og. | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En Poste
og. | FONKOUA Martin Chargé de Cours En Poste
30 | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En Poste
31, | KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En Poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En Poste
33 | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En Poste
34. | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En Poste
35 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En Poste
36. | WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En Poste
37 | BAKWO BASSOGOG Christian Bernard Assistant En Poste
3g. | ELLA Fils Armand Assistant En Poste
39 | EYENGA Eliane Flore Assistante En Poste
MADIESSE KEMGNE Eugenie Aimée Assistante En Poste

40.
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41. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistante En Poste
42, MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistante En Poste
43. WOGUIA Alice Louise Assistante En Poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (52)

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS

2 BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département

3. DIMO Théophile Professeur En Poste

4. DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

5. DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste

s | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeure Doyiséﬁﬂ\g;fuw

7 FOMENA Abraham Professeur En Poste

8. KEKEUNOU Sévilor Professeur En Poste

0. NJAMEN Dieudonné Professeur En Poste

10. | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

11. | NOLA Moise Professeur En Poste

12. | TAN Paul VERNYUY Professeur En Poste
Inspecteur de service /

13. | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr /MINSANTE

14. | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En Poste

15. | ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences Vice EEB\:::/ ute

16. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En Poste

17. | DIIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En Poste

18. SSTUSI\IIS (L;J E KAMKUMO Raceline épse Maitre de Conférences En Poste

19. f\fg SQPBT%L;EENG Hermine €pse Maitre de Conférences En Poste

20. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences En Poste

21 | MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences En Poste
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29 | MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences En Poste
23 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En Poste
24 | MOUNGANG Luciane Marlyse Maitre de Conférences En Poste
o5 | NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences En Poste
26. | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
27 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En Poste
og. | NGUEMBOCK Maitre de Conférences En Poste
o9 | TAMSA ARFAO Antoine Maitre de Conférences En Poste
30. | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En Poste
31. | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En Poste
3o | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours En Poste
33 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En Poste
34 | FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours En Poste
35, E%Eéll\\I/IEAlvine Christelle epse Chargée de Cours En Poste
36. | GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En Poste
37. | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En Poste
33 | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En Poste
39. | LEME BANOCK Lucie Chargée de Cours En Poste
40. | MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En Poste
m METCHI Donfack Mireille Flaure épse Chargée de Cours En Poste
GHOUMO
42. | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En Poste
43, | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En Poste
a4. | NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours Chg;n?;\éagté
45 | NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En Poste
46. | TADU Zephyrin Chargé de Cours En Poste
47. | YEDE Chargé de Cours En Poste
48, | YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En Poste
AMBADA NDZENGUE GEORGIA ELNA Assistante En Poste

49.
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50| KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En Poste
51. NDENGUE Jean De Matha Assistant En Poste
52 ZEMO GAMO Franklin Assistant En Poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (34)

1. | AMBANG Zachée Professeur Chef de Département
o | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En Poste
3. | MBOLO Marie Professeur En Poste
4. | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En Poste
5. | YOUMBI Emmanuel Professeur En Poste
6. | ZAPFACK Louis Professeur En Poste
ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En Poste
g. | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En Poste
9. | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Maitre de Conférences En Poste
10/ MALA Armand William Maitre de Conférences En Poste
11| MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences DAAC /UDla
12| NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences En Poste
13| NGALLE Hermine BILLE Maitre de Conférences En Poste
14| NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En Poste
15 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences CT / MINRESI
16/ TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En Poste
17| TSOATA Esaie Maitre de Conférences En Poste
18| ONANA JEAN MICHEL Maitre de Conférences En Poste
19. | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En Poste
20 | GONMADGE Christelle Chargée de Cours En Poste
21. | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargée de Cours En Poste
22 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargée de Cours En Poste
23 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargée de Cours En Poste




24, ('\:llsa S(!I\g ZAMBO Epse PIAL Annie Chargée de Cours détachemeEnrt]/UNESCO
MALI
og | Godswill NTSOMBOH NTSEFONG Chargé de Cours En Poste
2. E;AQZELONG BANAHO Louis-Paul- Chargé de Cours En Poste
27 | KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En Poste
og. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En Poste
og | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En Poste
30. | TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En Poste
31. | TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En Poste
32 | MANGA NDJAGA Jude Assistant En Poste
33 | DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En Poste
34. | METSEBING Blondo-Pascal Assistant En Poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (29)

Ministre Chargé de

1.| GHOGOMU Paul MINGO Professeur Mission PR

2 | NANSEU NJIKI Charles Peguy Professeur En Poste

3.| NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
4.| NENWA Justin Professeur En Poste

5.| NGAMENI Emmanuel Professeur Uni\I/D.l(\JI)g;Zr;EnS dere
6.| NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
7| NJOYA Dayirou Professeur En Poste

g | UPHIE CHINJE Florence Professeur Univile;;itrn dere
o | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences En Poste

10 EMADAK Alphonse Maitre de Conférences En Poste

11 KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En Poste

12 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En Poste
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13 KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de Conférences En Poste
14 MBEY Jean Aime Maitre de Conférences En Poste
15 NDINSAMI Julius Maitre de Conférences Chef de Département
NEBAH Née NDOSIRI Bridget - . s
16 NDOYE Maitre de Conférences Sénatrice/SENAT
17 NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En Poste
1¢ NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences En Poste
14 PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU | Maitre de Conférences En Poste
oq TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences En Poste
o1 BELIBI BELIBI Placide Désiré Maitre de Conférences Chef gerwce/ ENS
ertoua
o9 CHEUMANI YONA Arnaud M. Maitre de Conférences En Poste
o3 KOUOTOU DAOUDA Maitre de Conférences En Poste
24 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En Poste
o5 | NCHIMI NONO Katia Chargée de Cours En Poste
26. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En Poste
27 | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En Poste
og. | SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste
og | BOYOM TATCHEMO Franck W. Assistant En Poste
5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (37)
1.| Alex DE THEODORE ATCHADE Professeur Vice-Doyen / DPSAA
2 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
3.| NGOUELA Silvére Augustin Professeur Chef de LEJ)EpSartement
PEGNYEMB Dieudonné Professeur Directeur/ MINESUP/
4.| Emmanuel Chef de Département
5.| WANDJI Jean Professeur En Poste
6.| MBAZOA née DJAMA Céline Professeure En Poste
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7| AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En Poste

g.| EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En Poste

g.| FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En Poste

1¢ KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences En Poste

11 KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En Poste

14 KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En Poste

14 KOUAM Jacques Maitre de Conférences En Poste

14 MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En Poste

14 MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En Poste

164 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences Chi; FSRC;;:UIe
. glg;NO BIKOBO Dominique Maitre de Conférences ,\C;:Efégage (SAARP)/
14 NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences DAAC/Ute Bertoua
1d NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En Poste

o TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En Poste

21 TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences En Poste

o4 TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
o4 YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En Poste

24 ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences En Poste

og MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En Poste
og NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En Poste
271 NGOMO Orléans Chargée de Cours En Poste

og NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En Poste

o9 OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En Poste
30 (L);EJE NANTCHOUANG Judith Chargée de Cours En Poste
31| SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En Poste

39 TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En Poste

33 TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En Poste

34 TSAMO TONTSA Armelle Chargée de Cours En Poste
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35 TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En Poste

3¢ MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En Poste

371 NDOGO ETEME Olivier Assistant En Poste

6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (22)

1. | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef de Division MINESUP
FOUDA NDJODO Marcel Professeur Inspecteur Général/

2. | Laurent MINESUP

3. | NDOUNDAM Reéné Maitre de Conférences En Poste

4. | TSOPZE Norbert Maitre de Conférences En Poste

. ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours Chef de Cellule MINFOPRA

6 AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département

. DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste

g DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En Poste

9 EBELE Serge Alain Chargé de Cours En Poste

10 HAMZA Adamou Chargé de Cours En Poste

11 JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En Poste

19 KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En Poste

13 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En Poste

14 MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En Poste

15 MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En Poste
NZEKON NZEKQO'O ARMEL .

16 JACQUES Chargé de Cours En Poste
OLLE OLLE Daniel Claude Charaé de Cours Sous-Directeur ENSET

17 Georges Delort g Ebolowa

18 TAPAMO Hyppolite Chargeé de Cours En Poste

19 BAYEM Jacques Narcisse Assistant En Poste

20 EKODECK Stéphane Gaél Assistant En Poste
Raymond
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21| MAKEMBE. S. Oswald Assistant En Poste
NKONDOCK. MI. _
22 BAHANACK.N. Assistant En Poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (33)

1. | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
o | KIANPI Maurice Maitre de Conférences En Poste
3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences En Poste
4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En Poste
5 MBELE BIDIMA Martin Maitre de Conférences En Poste
- | Ledoux

Chef Service des
6. | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences Programmes &

Diplémes/FS/UYI
7 | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences En Poste
8. ;CHAPNDA NJABO Sophonie Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda
9. | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences En Poste

) ] Chef Cellule
10l AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours MINEPAT
11 BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En Poste
12| CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En Poste
13 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En Poste
14/ DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En Poste
15/ KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En Poste
16/ LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours En Poste
17 MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En Poste
18 MBATAKOU Salomon Joseph Chargé de Cours En Poste
A . Chef Dpt /ENS

19 MENGUE MENGUE David Joél Chargé de Cours Université d’Ebolowa
o0l MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En Poste




21| NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En Poste
29 NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En Poste
23 OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En Poste
24 POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage
o5 TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En Poste
og TETSADIJIO TCHILEPECK M. Eric. Chargé de Cours En Poste
27 BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En Poste
og FOKAM Jean Marcel Assistant En Poste
og GUIDZAVAI KOUCHERE Albert Assistant En Poste
300 MANN MANYOMBE Martin Luther Assistant En Poste
31| MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En Poste
39 NYOUMBI DLEUNA Christelle Assistante En Poste
33 TENKEU JEUFACK Yannick Léa Assistant En Poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24)

1.| ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département

2 NYEGUE Maximilienne Ascension Professeure VICE-DOYEN / DSSE

3. ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences En Poste

a. BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences En Poste

5.| BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En Poste
KOUITCHEU MABEKU Epse . ,

6.| KOUAM Laure Brigitte Maitre de Conférences En Poste

7 RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En Poste

g | NJIKI BIKOI Jacky Maitre de Conférences En Poste

9.| SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En Poste

1g ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En Poste

11 LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En Poste
MEYIN A EBONG Solange Chargée de Cours En Poste

12
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13 MONI NDEDI Esther Del Florence Chargée de Cours En Poste
14 NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En Poste
y 'FI)'AMATCHO KWEYANG Blandine Chargée de Cours En Poste
14 TCHIKOUA Roger Chargé de Cours Chef de Service de la
Scolarité
171 TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En Poste
1g NKOUE TONG Abraham Assistant En Poste
19 SAKE NGANE Carole Stephanie Assistant En Poste
o EZO’0 MENGO Fabrice Télesfor Assistant En Poste
21| EHETH Jean Samuel Assistant En Poste
o9 MAYI Marie Paule Audrey Assistante En Poste
24 NGOUENAM Romial Joél Assistant En Poste
24 NJAPNDOUNKE Bilkissou Assistant En Poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (43)
1. | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En Poste
DJUIDJE KENMOE Epse
2. | ALOYEM Professeure En Poste
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur, Ute
: Ngaoundéré
4. | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En Poste
5. | HONA Jacques Professeur En Poste
6. | NANA ENGO Serge Guy Professeur En Poste
7. | NANA NBENDJO Blaise Professeur En Poste
g. | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
9. | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Chef cellule /MINRESI
10. | NOUAYOU Robert Professeur En Poste
Chef de
11. | SAIDOU Professeur centre/IRGM/MINRESI
TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS/Univ/Bda

12.
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13, TCHAWOUA Clément Professeur En Poste
14. WOAFO Paul Professeur En Poste
15. | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En Poste
16. | BIYAMOTTO Fréderic Mallre de DG/HYDRO Mekin
. Conférences
17 BODO Bertrand CMaljcre de En Poste
. onférences
ENYEGUE A NYAM épse Maitre de En Poste
18. | BELINGA Conférences
1o, | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de En Poste
. Conférences
. Maitre de
0. | FEWO Serge Ibraid Conférences En Poste
51 | MBINACK Clément Maitre de En Poste
. Conférences
MBONO SAMBA Yves Christian Maitre de
22 , En Poste
u. Conférences
23 MELT’I Joelle Larissa MaIFre de En Poste
. Conférences
24, | MVOGO ALAIN Maftre de En Poste
. Conférences
Maitre de
o5 | NDOP Joseph Conférences En Poste
26, | SIEWE SIEWE Martin Maltre de En Poste
. Conférences
. Maitre de
27. SIMO Elie Conférences En Poste
.. .. Maitre de
og. | VONDOU Derbetini Appolinaire Conférences En Poste
) . . Maitre de .
o9, | WAKATA née BEYA Annie Sylvie ) Directeur/ENS/UYI
Conférences
30, | WOULACHE Rosalie Laure Mallre de En Poste
. Conférences
31 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En Poste
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AYISSI EYEBE Guy Francois

32. | valérie Chargé de Cours En Poste
33. | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En Poste
2 DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie Chargée de Cours En Poste
- | Angennes
35 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En Poste
36. | FOUEJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
KAMENI NEMATCHOUA .
37. | Modeste Chargé de Cours En Poste
38. | LAMARA Maurice Chargé de Cours En Poste
Directeur Unité de
39 | OTTOU ABE Martin Thierry Chargé de Cours production des
réactifs/IMPM
20. | TEYOU NGOUPO Ariel Chargé de Cours En Poste
41. | WANDJI NYAMSI William Chargé de Cours En Poste
42 | NGA ONGODO Dieudonne Assistant En Poste
43, | SOUFFO TAGUEU Merimé Assistant En Poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1. | BITOM Dieudonné-Lucien Professeur Doyen / FASA /UDs
2| NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En Poste
3. | NDJIGUI Paul-Desiré Professeur Chef de Département
4. | NGOS Il Simon Professeur En Poste
5. | NKOUMBOU Charles Professeur En Poste
6. | NZENTI Jean-Paul Professeur En Poste
7. | ONANA Vincent Laurent Professeur Chef de Depl)zatl)rtement/Ute.
g. | YENE ATANGANA Joseph Q. Professeur Chef Div. /IMINTP
9 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
10. | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences En Poste

11.

EKOMANE Emile

Maitre de Conférences

Chef Div./Uté Ebolowa
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12. | Elisé SABABA Maitre de Conférences En Poste

13, | FUH Calistus Gentry Maitre de Conférences Sec. d’Etat/MINMIDT
14. | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En Poste

15, | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences Chef de Div. /Uté Bertoua
16. | MBIDA YEM Maitre de Conférences En Poste
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RESUME

L’¢étude phytochimique des feuilles de T. atherura N. Hallé et T. oligoneura K. Schum a conduit
a D’isolement et a la caractérisation de vingt-et-un (21) composés dont sept (7) sont
nouvellement décrits. Les structures de tous ces composés ont été établies grace a ’analyse
approfondie des spectres RMN 1D (*H, $3C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC et NOESY) couplées
a la spectrométrie de masse haute résolution (HR-ESI-MS) et basse résolution (EI-MS), et par
la comparaison avec les données de la littérature.

L’extrait au MeOH des feuilles de T. atherura a conduit a 1’isolement de 11 composés dont
quatre (04) sont nouvellement décrits, il s’agit de : deux triterpénes glycosylés de type ursane
[les atherurosides A et B (146- 147)] ; un alcaloide indolique de type akuammidine,
I’atheruramine (148) et un hydrobenzoine, le tricalydioloside (149). Les sept autres composés
déja décrits dans la littérature ont été regroupés en différentes classes dont quatre triterpénes
[I’acide bétulinique (151), I’acide ursolique (154), le rubrinol (155) ; le 19a- hydroxy-a-
amyrine (156)] ; deux alcaloides [un alcaloide diterpénique, le tricalysiamide D (153) ; un
alcaloide indoligque, I’acide strictosidinique (150)] et un diterpene, le tricalysiolide B (152).

L’extrait au MeOH des feuilles de T. oligoneura a conduit a I’isolement de dix (10) composés
dont trois (03) dérivés nouveaux a savoir : un triterpéne glycosilé de type oléanane,
I’oligoneurine (159) ; un alcool n-paraffinique, le nonacosane-1,10— diol (157) ainsi qu’une
céramide de type phytosphingosine, I’oligoneuramide (158). Les sept (07) autres composés déja
décrits dans la littérature ont été regroupés en différentes classes dont deux sucres [le S-D-
fructofuranosyle- a-D- glucopyranosyl (151) et le D-mannitol (162)] ; une lignane, 1’asarinine
(164) ; un acide gras, I’acide oléique (165)] ; deux stéroides [le g-sitostérol (163) et le p-
sitosterol-3-5-D- glucopyranoside (160)] et un triterpéne, I’aridanine (166).

Concernant les activités antiparasitaires des extraits bruts et quelques-uns des composés purs
isolés, ils ont été évalués d’une part pour leurs activités antiplasmodiales in vitro sur les souches
CQS (chloroquino sensible) et CQR de Plasmodium falciparum 3D7 et Dd2 en utilisant la
méthode basée sur la fluorescence Sybr-green-1 et d’autre part, pour leurs activités
antileishmaniales sur les promastigotes de Leishmania donovani 1S (MHOMY/SD/62/1S) en
utilisant la méthode basée sur le dosage colorimétrique de la Resazurine. En ce qui concerne
’activité antiplasmodiale, 1’extrait brut des feuilles de Tricalysia atherura a montré une bonne
activité antiplasmodiale sur les souches Plasmodium falciparum 3D7 et Dd2 avec des valeurs de
Clso respectivement de 7,923 + 0,530 et 4,196 £+ 0,278 pg/mL. Pour ce qui est de I’activité
antileishmaniale, 1’oligoneurine (159) et 1’oligoneuramide (158) ont présenté des activités
leishmanicides modérées avec des valeurs de Clso de 21,10 et 23,87 ug/mL respectivement. Par
ailleurs, I'extrait brut a montré une bonne activite sur la méme souche avec une valeur de Clso de
13,62 pg/mL et un indice de sélectivité relativement faible (IS= 5,05) ce qui traduirait une
plausible toxicité de la plante pour la consommation humaine.

Mots clés : Tricalysia atherura, Tricalysia oligoneura, Rubiaceae, activités antiplasmodiale,
antileismaniale et cytotoxique.
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ABSTRACT

The phytochemical study of the leaves of T. atherura N. Hallé and T. oligoneura K. Schum led
to the isolation and characterization of twenty-one (21) compounds, seven (7) of which are newly
described. The structures of all these compounds were established through extensive analysis of
1D (*H, 3C) and 2D (COSY, HSQC, HMBC and NOESY) NMR spectra coupled with high-
resolution (HR-ESI-MS) and low-resolution (IE-MS) mass spectrometry, and by comparison
with literature data.

The MeOH extract of T. atherura leaves led to the isolation of 11 compounds, four (04) are newly
described, they are: two ursane-type glycosilated triterpenes [atherurosides A and B (146- 147)];
an akuammidine-type indolic alkaloid, atheruramine (148) and a hydrobenzoin, tricalydioloside
(149). The seven other compounds already described in the literature have been grouped into
different classes, including four triterpenes [betulinic acid (151), ursolic acid (154), rubrinol
(155); 19a- hydroxy-a- amyrin (156)]; two alkaloids [a diterpenic alkaloid, tricalysiamide D
(153); an indolic alkaloid, strictosidinic acid (150)] and a diterpene, tricalysiolide B (152).

The MeOH extract of T. oligoneura leaves led to the isolation of ten (10) compounds, including
three (03) new derivatives: an oleanan-type glycosylated triterpene, oligoneurin (159); an n-
paraffinic alcohol, nonacosan-1,10-diol (157); and a phytosphingosine-type ceramid,
oligoneuramide (158). The other seven (07) compounds already described in the literature were
grouped into different classes including two sugars [5-D- fructofuranosyl- a-D- glucopyranosyl
(151) and D-mannitol (162)]; a lignan, asarinin (164); a fatty acid, oleic acid (165)]; two steroids
[s-sitosterol (163) and p-sitosterol-3-4-D- glucopyranoside (160)] and a triterpene, aridanin
(166).

Concerning the antiparasitic activities of the crude extracts and some of the pure compounds
isolated, they were evaluated on the one hand for their in vitro antiplasmodial activities on CQS
and CQR of Plasmodium falciparum strains 3D7 and Dd2 using the Sybr-green- | fluorescence-
based method and on the other hand, for their antileishmanial activities on Leishmania donovani
1S promastigotes (MHOMY/SD/62/1S) using the Resazurin colorimetric assay-based method.
With regard to antiplasmodial activity, the crude extract of Tricalysia atherura leaves showed
good antiplasmodial activity against Plasmodium falciparum strains 3D7 and Dd2, with 1Csg
values of 7.923 + 0.530 and 4.196 + 0.278 pg/mL respectively. With regard to antileishmanial
activity, oligoneurin (159) and oligoneuramide (158) exhibited moderate leishmanicidal
activities with ICsg values of 21.10 and 23.87 pg/mL respectively. In addition, the crude extract
showed good activity on the same strain with an 1Cso value of 13.62 pg/mL and a relatively low
selectivity (SI = 5.05), which would indicate a plausible toxicity of the plant for human
consumption.

Keywords: Tricalysia atherura, Tricalysia oligoneura, Rubiaceae, antiplasmodial,
antileishmanial and cytotoxic activity.
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< INTRODUCTION >




Le paludisme et la leishmaniose font parti des maladies parasitaires les plus récurrentes
dans le monde notamment en Afrique, en Amérique du Sud et en Asie. Concernant le
paludisme, c’est une affection fébrile aigué causée par le parasite Plasmodium qui se transmet
par la piqlire d’un moustique 1’anoph¢le femelle infectée. Les espéces pathogenes responsables
du paludisme Humain sont P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi et P. falciparum ; deux
de ces cing espéces de plasmodium sont particulierement dangereuses. Il s’agit de : P.
falciparum, 1’espéce la plus virulente et la plus répandue en Afrique et au Cameroun en
particulier (Lusakibanza, 2012), et I’espéce P. vivax, prédominante en Asie, en Amérigue latine
ainsi qu’en Afrique du Nord (Krotoski et al., 1982). Selon le dernier rapport de ’OMS, les
estimations font état de 14 millions de nouveaux cas en 2020 par rapport a 2019 (241 millions
contre 227 millions). D’aprés ces mémes estimations, 69 000 personnes en plus, seraient mortes
du paludisme en 2020 par rapport a 2019 (OMS, 2022). Le continent africain reste le plus touché
avec 95 % des nouveaux cas, et 96 % des déces dont 80 % représente les enfants de moins de
5 ans ainsi que les femmes enceintes (OMS, 2022). L’OMS recommande dans le cadre d’une
lutte antipaludique globale, 'utilisation généralisée du vaccin antipaludique RTS, S/ASO1
(RTS, S) chez les enfants (de moins de 5 ans) dans les zones a transmission modérée et forte
du paludisme a P. falciparum ; dont celui-ci réduit considérablement la morbidité et la mortalité
stagnant chez le jeune enfant (30%) (OMS, 2022).

Pour ce qui est de la leishmaniose, c’est une infection parasitaire due a un protozoaire transmis
par la piqQre de phlébotomes femelles infectés. Il existe trois formes de leishmaniose (viscérale,
cutanée et cutanéo- muqueuse) dont la plus grave est la leishmaniose viscérale (aussi appelée
kala-azar) qui atteint les organes internes. La leishmaniose reste 1’une des maladies les plus
négligées dans le monde ; elle touche les populations les plus pauvres, principalement dans les
pays en voie de développement. On estime a plus d'un milliard le nombre de personnes exposées
au risque d'infection et 700 mille & 2 millions de nouveaux cas par an, causant jusqu'a 20 mille
a 50 mille décés chaque année (OMS, 2020 ; Palma et al., 2021). Cette maladie s'étend
actuellement dans les pays d'Afrique subsaharienne dont le Cameroun (Dond;ji et al., 2001 ;
Gyapong et Boatin, 2016), ou 147 cas ont été rapportés dans les régions de I'Extréme-Nord et
du Nord entre 2007 - 2010 (Njih, 2010), et 17 déces enregistrés entre 2016 - 2017. L'OMS a

récemment rapporté 4 cas de LC et 33 cas de LV au Cameroun.




Malgré les avancées de la science et les progrés de la médecine qui ont permis la mise
sur pied de plusieurs médicaments antipaludéens [quinine, atovaquone et les analogues de la
chloroquine (Fidock et al., 2010 ; Wells et al., 2009) et antileihsmaniaux [Amphotericine B,
Miltefosine, Pentamidine (Gradoni et al., 2008 ; Marty, 2009) ; ces maladies continuent de
représenter un probleme majeur de santé publique en Afrique Subsaharienne et particulierement
au Cameroun (OMS, 2021). Cette situation serait d( a la résistance du parasite due a I’utilisation
réguliére et parfois excessive de ces médicaments conventionnelles, le ciblage non specifique
de certains medicaments, leur codt élevé (Akinyemi et al., 2005 ; Carnet et al., 2006) ou
I’apparition de nouvelles souches de microorganismes du fait des mutations successives
dérivant en partie des changements climatiques (Hoareau et Da silva, 1999, Akhoundi et al.,
2016). Par ailleurs, la résistance croissante aux médicaments conventionnels existant pourrait
annuler les efforts visant & éradiquer ces maladies mortelles (Wells et al., 2009). A I’heure
actuelle ou la pharmacoreésistance die aux parasites du paludisme et de la leishmaniose est
largement répandue et qu’aucune nouvelle classe chimique d’antipaludéens et antileishmaniaux
n’a été introduit dans la pratique depuis 1996 (Gamo et al., 2010), il devient primordial de
mettre au point une nouvelle approche, pouvant permettre d’améliorer la prise en charge des
patients souffrant de ces fléaux. Pour cela, il existe un intérét renouvelé pour la médecine
traditionnelle et ses plantes aux propriétés antileishmaniales et antiplasmodiales. En effet, on
estime qu’environ 80 % de la population mondiale utilise la médecine traditionnelle pour le
traitement de diverses maladies a I’instar du paludisme et de la Leishmaniose (Dike et al.,
2012). De plus, un grand nombre de médicaments conventionnels (40% des médicaments)
utilisés a travers 1’Afrique dérive directement ou indirectement des plantes (Dieye et Sarr,
2021). Des études portant sur des espéces de la famille des Rubiaceae ont mis en évidence des
activités antiplasmodiales et antileishmaniales intéressantes (Muhammad et al., 2003 ;
Wonkam et al., 2020 ; Tajuddeen et al., 2021). Ces informations laisseraient- elles présager
que d’autres espéces a I’instar des plantes étudiées, de la famille des Rubiaceae pourraient

contenir des composeés ayant lesdites propriétés ?

C’est dans ce cadre qu’un vaste programme de recherche a été initié au sein du
laboratoire de Pharmacochimie des Substances Naturelles (LPSN) de I’Université de Yaoundé
I (Cameroun) ayant pour but de rechercher des molécules originales et bioactives issues des

plantes médicinales camerounaises de la famille des Rubiaceae.




Pour ce faire, Nous nous sommes intéressés a cette famille en étudiant deux plantes
appartenant au genre Tricalysia : Tricalysia atherura N. Hallé et Tricalysia oligoneura K.

Schum.
» Objectif général

Ce travail avait pour objectif principal de rechercher les constituants chimiques de deux plantes
du genre Tricalysia (Tricalysia atherura N. Hallé et Tricalysia oligoneura K. Schum) et evaluer

leur potentiel sur deux types de parasitoses (paludisme et leishmaniose).
» Objectifs spécifiques
Plus précisément, il s’agira de :

e Extraire les métabolites secondaires de T. atherura et T. oligoneura ;

e Fractionner a I’aide des solvants de polarité croissante ;

e |soler et caractériser les constituants chimiques a partir des fractions d’intérets de T.
atherura et T. oligoneura ;

e Evaluer leurs activités antiplasmodiales et antileishmaniales a 1’egard de quelques

souches de Plasmodium falciparum et de Leishmania donavi.
Notre travail sera divisé en trois principaux chapitres :

Le premier chapitre concerne la synthése bibliographique relative a la famille et au genre
des espéces étudiées. Il comprendra I’étude botanique, les généralités sur les terpénoides et les
alcaloides, les travaux phytochimiques et pharmacologiques antérieures sur le genre Tricalysia

et les généralités sur le paludisme et la leishmaniose.

Le deuxieme chapitre portera sur 1’étude phytochimique réalisée au laboratoire sur les
deux espéces. Celui- ci présentera les résultats d’isolement, d’identification et d’analyses
structurales des composés ainsi que les activités biologiques effectuées sur les extraits et les

composés isolés.

Le troisieme chapitre quant a lui présentera les techniques d’isolement, de purification
et d’analyse structurale, ainsi que les différentes méthodes utilisées pour les tests biologiques.
Des reférences bibliographiques consultées pour la rédaction de cette these seront présentées a

la fin de ce document, et en annexe les publications issues des travaux de cette thése.




<CHAPITRE I: REVUE DE LA LITTERATURE>




1. Généralités sur la famille des Rubiaceae

1.1. Introduction

Les Rubiaceae constituent I’une des plus grandes familles d’ Angiospermes dans le regne
végetal. Rattachée a I’ordre des Gentianales, cette famille regroupe 637 genres et 13000 especes
(Souza et Lorenzi, 2008) reparties dans les régions tropicales et subtropicales (Mabberley,
1997) ; on les trouve exceptionnellement dans les zones de climat tempéré. Cette importante
famille comporte peu de grands arbres mais surtout des arbustes, dressés ou lianescents, et
d’autre part quelques plantes herbacées et relativement peu de lianes ligneuses ou herbacées
(Botineau, 2010). Ce sont parfois des plantes cultivées, d’intérét économique important. Dans
cette famille, le genre qui a de loin la plus grande importance économique est le genre Coffea
(le café), avec des espéces Coffea Arabica et Coffea canephora (Sin. C. robuste). Un bon
nombre d'autres espéces produisent des fruits comestibles, utilisés localement (Pentas, Ixora,
Gardenia, Bouvardia) ; parmi les Coffeoideae, les caféiers, originaires d'Afrique (Coffea
arabica d'Abyssinie, C. liberica, C. robusta de la Cote-d'lvoire) et cultivés dans toute la zone
tropicale, en particulier en Amérique du Sud au Brésil et en Amérique centrale, donnent des

graines riches en caféine (Bouquet, 1972).

1.2. Répartition de la famille des Rubiaceae
La figure ci-dessous représente la répartition géographique de la famille des Rubiaceae.

B Rubiaceae £ B ey

Figure 1 : Répartition géographique des Rubiaceae (Guinko et al., 1995).



1.3. Classification botanique de la famille des Rubiaceae

En classification classique, les Rubiaceae constituent I'ordre des Rubiales (Cronquist,
1981). Cette famille est subdivisée en trois sous- famille : Cinchonoideae, Rubioideae, et
ixoroideae (Martins et Nunez, 2015). Les sous- famille ont été divises en 43 tribus en raison de
I’abondance des especes. Le tableau 1 regroupe les trois sous- famille, quelques tribus et genres
de cette famille (Martins et Nunez, 2015).

Tableau I: Sous- famille, quelques tribus et genres de la famille des Rubiaceae.

Sous-familles Tribus Genres
Cinchonoideae Cinchoneae Hintoni_a, Cinchona
Guettardeae Chomelia, Guettarda
Rubioideae Rubieae Galium, Rubia _
Spermacoceae Saprosma, Oldenladia
Ixoroideae Gardenieae Rothmania, _Garde_nia
Coffeae Coffea, Tricalysia

Les plantes de cette famille possédent des caracteres permettant de reconnaitre assez
facilement toutes les especes lui appartenant. Le fruit est une capsule, une baie parfois ligneuse
(Cretep, 1965). Les feuilles sont simples, généralement entiéres et opposées. On note la
présence des stipules a la base du pétiole. Ces stipules peuvent étre soudés chez certaines
especes formant une piéce foliaire entre les feuilles, tandis que chez d’autres espéces les stipules
sont de méme taille que les feuilles, formant ainsi des « fausses feuilles » de telle sorte que
I’ensemble semble étre verticillé (ensemble d’organes tels que des fleurs ou feuilles, disp0osés

en cercle autour d’un axe) (Duvingneaud et al., 1973).

1.4. Usage en médecine traditionnelle des plantes de la famille des Rubiaceae

Les Rubiaceae, dans la pharmacopée africaine, ont une grande réputation et sont
utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement de nombreuses affections. C’est le cas de
Mitracarpus frigidus qui est utilisée en médécine traditionnelle (Afrique de 1’Ouest) pour le
traitement de maux de téte, maux de dents, aménorrhée, maladies hépatiques et vénériennes,
Iépre et dans le traitement des maladies de la peau (Fabri et al., 2012). Par ailleurs, Pentas
longiflora est une plante médicinale importante de I’afrique Orientale. En effet, au Kenya, une
décoction de ses racines mélangées a du lait se prend comme remede contre le paludisme
(Kokwaro., 2010) ; En revanche, Rothmannia hispida (K. Schum.) Fager est utilisé pour le
traitement des affections cutanées, des ulceres et de la fievre (Udia et al., 2013). Mussaenda
erythrophylla est quant a elle utilisée en médécine traditionnelle Africaine et Asiatique pour le

traitement des infections occulaires, des vers intestinaux, des maux de corps, de la diarrhée et




de la dysenterie (Bouzeko et al., 2021). Enfin, les racines de Gardenia thunbergia sont ulisées

par le peuple Zulu, en Afrique de Sud pour le traitement de la fievre et des maux d’estomac

(Tajuddeen et al., 2021).

Compte tenu des multiples usages en médecine traditionnelle des plantes de la famille
des Rubiaceae, plusieurs équipes de recherche se sont intéressées a l’isolement de leurs
constituants bioactifs.

1.5. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites isolés de la famille des
Rubiaceae

Les travaux effectués sur les especes de cette famille ont révélé la présence de diverses
classes de composés dont les plus caractéristiques sont les terpenoides et les alcaloides (Martins
et Nunez, 2015).

1.5.1. Les terpénoides

1.5.1.1. Généralités sur les terpenoides

Avec environ 70.000 structures connues aujourd’hui (d’apres le dictionnaire des
molécules naturelles), les terpénoides sont considérés comme la plus grande famille de composé
naturels (Ashour et al., 2010). Bien que « terpénes » soit réservés aux composes oléfiniques et
« terpenoides » aux composes oxydés, les deux termes sont généralement considérés comme
équivalents et pourront donc étre confondus dans cette thése. La structure de base d’un
triterpéne est composée d’un nombre variable d’unités de cinq carbones, appelées unités
isoprénes. Le nombre de carbone de n’importe quel terpéne est alors un multiple de 5. Les
produits de dégradation des terpénoides dans lesquels des atomes de carbone ont été perdus par
des processus chimiques ou biochimiques peuvent contenir différents nombres d’atomes de
carbone, mais leur structure globale indiquera leur origine terpénique (Cao et al., 2018). La
classification de ces composés est basée sur les nombres d’unités isoprénoides contenus dans
leur structure chimique. Les catégories les plus importantes sont celles comportant deux unités
isoprénoides (monoterpénes), trois unités isoprénoides (sesquiterpénes), quatre unités
isoprénoides (diterpenes), cing unités isoprénoides (sesterterpénes), six unités isoprénoides
(triterpénes) et huit unités isoprénoides (tétraterpenes) (Ashour et al., 2010). (schéma 1).



Tetraterpene (Cyg)

[-Carotene (6)
A

Steroide(C,7)
7 /\/ /
1)
Limonéne (2)
HO : | Sesquiterpene (C5)
= ]
Lanosterol(S)
H\
Diterpene (C,q)
/k/\/k/\/k/\/k/\caryophynéne ~
X OH
Phytol (4)

Schéma 1 : Classification des terpénes suivant le nombre d’unités isoprénes dans leur
structure chimique.

1.5.2. Cas des diterpenes

Les diterpenes sont une large famille d’isoprénoides. Ils sont largement répandus et
peuvent étre trouvés dans les météorites, les huiles, les sédiments, ainsi que dans le milieu
vivant terrestre et marin, végétal et animal. Leur structure est assez variable, ils peuvent étre
cycliques ou non (Villedieu-Percheron, 2011). Ces molécules, qu’on retrouve aussi sous le nom
de phytanes, sont composées de quatre unités d’isopréne (2-méthylbutane) CsHsg, ce qui leur
donne une formule genérale CxoHz.. Dans la nature, ils sont souvent sous forme d’alcools ou de
leurs dérivés glycosylés, d’éthers, d’aldéhydes, de cétones, d’acides carboxyliques ou d’esters

(Villedieu-Percheron, 2011).




1.5.2.1. Biosynthése des diterpenes

L’acétylCoenzyme A, correspondant a I’acide acétique activé, est le précurseur utilisé
en milieu biologique pour la formation de terpénes (Peters, 2010). A la maniére d’une
condensation de Claisen, deux acétylCoA s’assemblent pour donner un analogue biologique de
I’acétoacétate. En suivant ce schéma de condensation aldolique, 1’acétoacétylCoA (7) réagit de
nouveau avec un acétylCoA. Cette condensation est suivie par une réduction enzymatique pour
donner I’acide mévalonique (9). Une phosphorylation, suivie d’une décarboxylation permet
d’obtenir I’isopenténylpyrophosphate IPP (11) (isopréne activé) dont I’addition sur un isomére
aboutit & un monoterpéne (12). Deux additions successives de ce monoterpéne sur IPP

permettent d’obtenir un diterpeéne.

OH

OH o) O O CoAS/& o)

A M, J "
CoAS N Consr CoAS %” CoAS

AcétylCoA (7) AcétoacétylCoA CoAS
)
HO
HO
Acide
mévalonique
)

/\)</COOH
P /\/K <—— PPO

Acide mévalonique diphosphate
(10)

PPO
IPP (11)

PPOW = = %

—> PPO

Monoterpéne (12) Sesquiterpéne (13)1 P

PPO = = = =

Diterpéne (14)

Schéma 2 : Biosynthese des diterpenes (Breitmaier, 2006).
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Dans la famille des Rubiaceae, les diterpénes sont parmi les principaux metabolites

secondaires recensés dans le genre Tricalysia.

Tableau Il : Quelques Diterpénes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae.

Structures Noms Sources Références
R1 R, Rs Tricalysine A- C
(15-17)
H H OH
OH H H
H Ac OH
Tricalysine D
(18)
Rameaux de
Tricalysia Shenet al.,
fructicosa 2015
Tricalysine E
(19)
Tricalysine F
(20)

11




Tableau Il : Quelques Diterpénes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite).

OH

Tricalysine G
(21)

Tricalysine H
(22)

Fructilactone A
(23)

Fructilactone B
(24)

Rameaux de
Tricalysia
fructicosa

Shen et al.,
2015
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Tableau Il : Quelques Diterpénes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite).

(1'-6")Gle

Tricalysioside
H (25)

R1 Rz Rs
CHs CHO H

CHs CHO Ac
CHO H Ac

R1 R2 Rs R4
CHs CH.0OH H Glc
CHs CHOGIc H H
CHs CH20OH Ac Glc

CH:0H CH:0OH Ac Glc

Tricalysioside
L-O (29-32)

Tricalysioside | Feuillesde
I- K (26-28) Tricalysia
dubia

He et al.,
2005
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Tableau Il : Quelques Diterpénes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite).

OH

Tricalysioside
P- Q (33-34)

Tricalysioside
R (35)

Tricalysioside
S-T (36-37)

Tricalysioside
U (38)

Tricalysioside
V (39)

Feuilles de
Tricalysia
dubia

He et al.,
2002

14




Tableau Il : Quelques Diterpéenes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite).

OCH,

Tricalysioside
W (40)

H SOsH

Tricalysioside
X-Y (41-42)

Tricalysioside
Z (43)

Tricalysiolide
H-1 (44-45)

Tricalysiolide
J (46)

Tricalysione A
(47)

Feuilles de
Tricalysia
dubia et
Tricalysia
okelensis

Xu et al.,
2009

Shimatoko
etal., 2010

Tamaki et
al., 2007

Nishimura et
al., 2007
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Tableau Il : Quelques Diterpénes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite et fin).

Feuilles de | Nishimura et

Tricalysia al., 2007

Tricalysione B dubia
(48)

1.5.3. Cas des triterpénes
Les triterpenes sont des composés en Cao, ils sont trés répandus, notamment dans les

résines, a I'état libre, estérifié, ou sous forme hétérosidique. Ils peuvent étre :

- Composes aliphatiques : tel que le squaléne, surtout rencontré dans le réegne animal, se
trouve également dans l'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide). C'est un

intermédiaire dans la biogenése des triterpenes cycliques et des stéroides.
- Composés tétracycliques tel que les stéroides et les phytostérols.

- Composés pentacycligues sont trés fréquents chez les plantes telle que a-amyrin et -

amyrin.

Ils sont issus de la cyclisation de I'époxysqualene ou du squaléne (Breitmaier, 2006).

Triterpéne pentacyclique (49)
Figure 2 : Squelette des triterpénes pentacyclique.

1.5.3.1. Biosynthése des triterpenes

Tous les triterpénes en général proviennent des précurseurs simples a cing atomes de
carbone, 1’isopentényl-pyrophosphate (IPP) et son isomére le diméthylallyl-pyrophosphate
(DMAPP) assemblés et modifiés de plusieurs facons (Dewick, 1999). Leur biosynthese est

initiée par deux voies : la voie du mévalonate et celle du méthylérythritol phosphate. La voie
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du mévalonate est utilisée préférentiellement pour la biosynthése des stérols, sesquiterpénes et
triterpénes (Chapell, 2002).

Pour cette voie, lors de I’étape initiant le processus de formation de I’IPP, deux
molécules d’acétylCoenzyme A entrent en jeu. La réaction est catalysée par deux enzymes
séquentielles et conduit au 3-4-hydroxy-3-a-méthylglutaryl-Coenzyme A (HMG-CoA). Une
réduction s’ensuit et permet d’obtenir ’acide 3R-mévalonique (MVA). Le passage de ce
composé a une unité réactive isoprénique s’effectue par une série de quatre réactions, dont les
deux premiéres consistent simplement en une double phosphorylation d’un groupement
hydroxyle. Ces deux réactions, conduisent successivement par le mévalonate kinase et
phosphomévalonate kinase assurent la formation d’un bon groupe partant : le groupe di-
phosphate. Son élimination assiste une décarboxylation de la molécule et conduit a la formation
de I’'TPP (Bruneton, 1999). Une molécule d’IPP est isomérisée en DMAPP. Cela est illustré par

le schéma 3 :
v, OH
SCoA . .
% AcétoacétylCoA thiolase SCoA
> HMG-CoA
10) 0O O Synthetase > 0 s COC[?OH
AcétylCoA AcétoacétylCoA
HMG-CoA
’ OH
Mévalonate ki w,, o OPP
HMG-CoA réductase cvaronate xinase g
> Phosphomévalonate kinase
ADPH +® >
N HO COOH 7N PPO COOH
NADP* MVA 2 ATP 2ADP

Mévalonate 5-diphosphate

décarboxylase -~ -
/\ - PPO
ATP IPP
ADP
2
Isopentényldiphosphate isomérase
> PPO DMAPP (50)

Schéma 3 : Formation de I’IPP et du DMAPP (Bruneton, 1999).
Par la suite, il y a formation du géranyl-pyrophosphate (GPP) via une condensation entre
le DMAPP et une autre unité d’IPP. Suivant le méme procédé de condensation téte-a-queue

entre un IPP et le précurseur nouvellement formé, le farnésyl-pyrophosphate (FPP) est obtenu
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(Sando et al., 2008). Le couplage queue a queue de deux FPP suivi d’une oxydation permet

I’élaboration de 1’époxysqualéne comme le montre le schéma 4.

OPP

)\/\ OPP
OPP Y\/ GPP synthétase )\/\)\/\ IPP =

OPP =
PP
DMAPP PP G FPP

X2 Oxydation

\ o)
Squaléne (51) 2,3-époxysqualéne (52)

Schéma 4 : Formation de 1’époxysqualéne (Dubey et al., 2003).

La biosynthése des triterpenes se produit a travers I’action de 1’oxydosqualéne cyclase
qui génere divers types de triterpénes a partir du 2,3-époxysqualéne apres réarrangement du
squelette triterpénique (Han et al., 2019). Cette biosynthése est mise en évidence par le schéma
5.
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0)

2,3-époxysqualéne

Cation lupényl (55) Lupéol (56)

Migration de proton

. Cation oléanyl (57) .
- amyrine S amyrine

Isomérisation

Taraxérol (59)

Pseudo-taraxastérol (60) Taraxastérol (62)

Cation taraxastéryl (61)

Schéma 5 : Voie biosynthétique de quelques triterpénes a partir de 1I’époxysqualéne (Han et
al., 2019).
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1.5.3.2. Structure des triterpenes
Les triterpénes pentacycliques sont des molécules composées de trois motifs terpéniques
(soit six motifs isopréniques) agenceés, soit en cing cycles a six carbones, soit en quatre cycles

a six carbones et un cycle a cing carbones (Fig. 3).

Par extension, nous pouvons également associer a cette famille tous les composés issus
des mémes voies biosynthétiques (onocérane par exemple), ou qui en dérivent par dégradation
(Bruneton, 2009).

23 (65)

Figure 3 : Structures planes de quelques squelettes carbonés de triterpénes pentacycliques :
Oleanane (63), Ursane (64), Friedelane (65) et Lupane (66).

Dans la famille des Rubiaceae, les triterpenes isolés des plantes sont en majorité
pentacycliques.
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Tableau 111 : Quelques triterpenes isoles des plantes de la famille des Rubiaceae.

Structures Noms des composés Sources Références
30
Acide 3,24-dihydroxyurs-
12-en-28-oique (67)
Tiges de
Nauclea | ot a1, 2005
orientalis
Acide oleanolique (68)
Acide betulinique (69)
Feuilles de | Goijman et al.,
Rothmannia | 1984 ; Michina
30-nor-2a,3p- hispida et al., 2007 ;
dihydroxyurs-12-éne (70) Isah et al.,
2016
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Tableau I11 : Quelques triterpenes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite).

Ri1=CHs3; R,=CH20H :
érythrodiol (71)

R1=CH20H ; R,= COOH:
hédéragénine (72)

Feuilles de | Goijman et al.,
Rothmannia | 1984 ; Michina
hispida etal., 2007 ;
Isah et al.,
2016

R= palmitoyl : palmitate
de lupéol (73)

R=OH : Lupeol (74)

R=CH,OH: uvaol (75);

R= COOH: acide
ursolique (76)

Acide barbinervique (77) | Psychotria Juogo et al.,
succulenta 2022
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Tableau I11 : Quelques triterpenes isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite et fin).

3-0-[a-L- Tajuddeen et
rhamnopyranosyl-(1—2) - Feuilles de Van Heer.den
S-D-glucopyranosyl] . 2019 ;
L Gardenia
oleanolic acid 28-0-4-D- thunbergia | Tajuddeen et
glucopyranosy! ester (78) al. 2021a
Tajuddeen et
al. 2021b

R= a- L-rhamnopyranosyl-(1—2) -5-D-
glucopyranosyl

R1= f-D-glucopyranosyl

1.5.4. Généralités sur les alcaloides

A l'origine, le terme alcaloide a été employé pour décrire toute base de Lewis contenant
un hétérocycle azoté (ou improprement une amine). Cette propriété basique est due a la
présence du doublet non liant sur I’atome d’azote. On trouve des alcaloides, principalement
chez les végétaux, les champignons et quelques groupes animaux peu nombreux,

biologiquement, les alcaloides sont des dérivés des acides aminés (Foley, 2003).

1.5.4.1. Classification des alcaloides

Les alcaloides ont été classifiés pour mieux les maitriser vu qu’une centaine de molécules
sont ajoutées chaque année par les scientifiques du monde entiers aux milliers de composés
naturels existants (Tadeusz, 2007). Ces classifications se feront en fonction du squelette de
base. On retrouve ainsi : Pyrrolidines, Azines, Tropanes, Quinoléines, Isoquinolines,
Phényléthylamines, Indoles, Purines (Tadeusz, 2007). Les structures étant regroupées dans le

tableau suivant.
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Tableau IV : Structure de chaque catégorie d’alcaloide.

Catégories Structures chimiques
Pyrrolidines CNH
79
HN

Tropanes %
80
A
Quinoléines _
N 81
X
Isoquinolines N
Z 82
Phénylethylamines ©)\
83
ndoles N
H

N '’ N\
Purines k\/NiH>

1.5.4.2. Classification en fonction du précurseur biogénétique et la voie de biosynthése

84

85

Les alcaloides peuvent étre classés en fonction de leur précurseur avant leur synthése
dans une voie biologique. On distingue alors trois grandes classes [les alcaloides vrais (qui
dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un systéme hétérocyclique), les
pseudo-alcaloides (dont le squelette carboné de base ne dérive pas d'acides aminés) et les proto-
alcaloides (dans lequel I'atome d'azote N dérivé d'un acide aminé ne fait pas partie d'un
hétérocycle)] selon qu'ils possedent ou non un acide aminé comme précurseur direct, et qu'ils

comportent ou non un atome d'azote dans un hétérocycle (Tadeusz, 2007).

- Biosynthése des alcaloides indolomonoterpéniques

Nous avons donc deux voies de biosynthese, celles des acides aminés aliphatiques et
celles des acides aminés aromatiques. On s’intéressera a la voie des acides aminés aromatiques

car les alcaloides recherchés dérivent de cette derniére.
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Les alcaloides indolomonoterpéniques sont des composés qui renferment dans leurs
structures de base le noyau indolique. Le doublet électronique porté par I'atome d'azote dans
la représentation de Lewis est assez disponible rendant ainsi possible une substitution
électrophile aromatique. La position la plus réactive a cet effet est la position C-3 qui est
environ 1000 fois plus réactive que celles situées sur le cycle benzénique (Vara et al., 2008).
La biosynthese des alcaloides indolomonoterpéniques utilise comme précurseur le tryptophane
qui est acide alpha aminé se réduisant pour donner la tryptamine, qui par la suite réagit avec la
sécologanine pour donner la strictosidine, intermédiaire a partir duquel se forme la plupart des
alcaloides indolomonoterpéniques. Le schéma 6 montre un apercu de cette biosynthése
(Rodney et al., 2000).

=
Strictosidine H\\O-Glc
NH2 + H y Synthéthase
N (0)

H H,CO,C HCONC
Tryptamine Secologanine o
(86) (87) Strictosidine (88)
Glucosidases
Tetll
Glucose

Spontané N Spontané

H,CO,C

Strictosidine (91)

4,21-Dehydrogeissoschizine
89

NADPH NADP

Réductase
19-H 20-H
Ajmalicine: Y] £ (93)
19-épi-ajmalicine: a £ %4
Cathenamine (92) Tetrahydroalstonine: a a (95)

Schéma 6: Biosynthése des alcaloides indolomonoterpéniques (Rodney et al., 2000).
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Plusieurs alcaloides ont été isolés des plantes de la famille des Rubiaceae :

Tableau V: Alcaloides isolés des plantes de la famille des Rubiaceae.

Structures Noms des composés Sources Réferences
Naucleaorine (96)
Tiges de Heetal.,,
Nauclea 2005
orientalis
Epiméthoxynaucleaorine
(97)
Vincosamide-N-oxyde
(98)
Fruits
d'Anthoce .
Vincosamide (99) phalus |\/|IS|;I‘a etal,,
cadamba 018
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Tableau V : Alcaloides isolés des plantes de la famille des Rubiaceae (suite et fin).

Dihydrocadambine (100)

Fruits
d'Anthoce
phalus

Vallesiachotamine (101) cadamba.

Iso-vallesiachotamine
(102)

1.6. Etudes pharmacologiques antérieures sur quelques espéces de la famille des
Rubiaceae

Les travaux effectués sur les especes de cette famille ont permis de confirmer certains
de leurs vertus thérapeutiques. En effet, dans cette famille, plusieurs especes ont été rapportées
comme possédant de nombreuses activités et les composés isolés présentant des propriétés
intéressantes notamment antibactériennes, anticancéreux, antiplasmodiale, antileishmaniale
etc.

1.6.1. Activité antiplasmodiale
Un certain nombre de composés isolés des plantes de la famille des Rubiaceae ont été

testés afin de déterminer leurs propriétés antiplasmodiale. C’est ainsi que la naucleaorine (96),
I'épiméthoxynaucleaorine (97), l'acide 3,24-dihydroxyurs-12-en-28-oique (67) et I'acide
oléanolique (68) ont été identifié a partir des tiges de Nauclea orientalis par He et collaborateurs
en 2005. Ces composés ont montré des activités antiplasmodiales sur les souches 3D7/Dd2 de
Plasmodium falciparum, avec les valeurs de Clso suivantes : composé 96 (Clso 6,9/6,0 uM) ; 97
(Clsp 12,4/13,2 uM) ; 67 (Cls0 9,7/12,7 uM) et 68 (Clso 4,6/5,1 uM). De plus les composés (96-

97) ont montré une cytotoxicité contre les cellules KB avec des valeurs EDso de 38,0 >37,9
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>42,2 et 46,0 uM, respectivement. L’extrait de racines de Pentas longiflora a montré une
activité antiplasmodiale significative.

A partir de I’extrait de racine de Pentas longiflora, les dérivés de naphtaléne : la
pentalongine (103), le psychorubrine (104), et le mollugine (105) ont été isolé, identifié et testes
pour leur activité antiplasmodiale par el Hady et collaborateurs en 2002, Liu et al en 2008,
Hayashi et al en 1987. Les composés (103) et (104) ont montré une bonne activité (Clso < 1
ug/mL) sur les souches 3D7 et Dd2 de P. falciparum, tandis que le composé (105) a montré
une activité pas trés significative vis-a-vis des mémes souches. Par la suite, une activité
antiplasmodiale in vitro modérée a été observée pour l'extrait au dichlorométhane de I'écorce
de tige de Heinsia crinita (Clsp 29,2 + 1. 39 pug/mL) et pour les deux nouveaux iridoides,
lamalbide 6, 7, 8- triacétate (106) (Clso 16,39 + 0,43 pg/mL) ainsi que pour son aglycone
lamiridosine 6, 7, 8-triacétate (107) (Clso 44,56 + 1,12 pug/mL). L'extrait éthanolique d'écorce
de tige de la méme plante (200 et 300 mg/kg/jour, voie orale) a montré une activité
antipaludique in vivo modérée chez des souris infectées par Plasmodium berghei avec
respectivement 27,84 + 2,75 % et 48,54 £ 3,76 % d'inhibition croissante du parasite (p < 0,01).
Cet extrait a également montré une activité antioxydante cellulaire élevée en utilisant le
dichlorofluorescéine-diacétate (DCFDA) sur des monocytes HL-60.

De méme, ’extrait brut et composés purs testés de Heinsia crinita a la concentration
plus élevée de 100 pg/mL n’a pas montré de cytotoxicité contre les cellules Wlsg (Tshisekedi
et al., 2016). Pour ce qui est de I'extrait méthanolique des feuilles de Gardenia thunbergia, il a
montré une activité antiplasmodiale significative (inhibition > 80%) a 50 mg/mL et n'était pas
cytotoxique contre les cellules HeL (Tajuddeen et al. 2021a). Son activité antiplasmodiale a
diminué a une concentration plus faible de 10 mg/mL. Il est intéressant de noter qu'un extrait
DCM-MeOH (1 :1) des feuilles n'a pas montré d'activité antiplasmodiale, ce qui suggére que
les composés actifs de I'extrait végétal sont polaires. La purification de I'extrait de feuilles a
permis d'obtenir neuf composés, dont une saponine triterpénique, le 3-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2) -A-D-glucopyranosyl] acide oléanolique 28-0-f-D-glucopyranosyl
ester (78) et deux glycosides flavonoides : I’astragaline (108) et I’isoquercitrine (109). La
saponine et les glycosides flavonoides ont inhibé P. falciparum de plus de 80% a 50 mg/mL,
mais étaient également cytotoxiques contre les cellules HeLa. Des études precédentes ont
montré que les saponines présentent une activité antiprotozoaire non sélective, y compris une
activité antiplasmodiale (Mostafa et al. 2016 ; Foubert et al. 2016 ; Tajuddeen et VVan Heerden

2019). De méme, les flavonoides et leurs glycosides ont été signalés comme présentant des
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activités antiplasmodiales et cytotoxiques (Tajuddeen et Van Heerden 2019 ; Tajuddeen et al.
2021a ; Tajuddeen et al. 2021b).

R= p- D-glucopyranosyl ; Ri= H (108)
R= f-D-glucopyranosyl ; Ri= OH (109)

1.6.2. Activité antileishmaniale

Quelques essais biologiques ont été menés sur des extraits de plantes de la famille des
Rubiaceae. Ainsi, le fractionnement de I'extrait au dichlorométhane de Mitracarpus frigidus,
guidé par la bioactivité, a permis de découvrir la pyranonaphtoquinone psychorubrine. Ce
composé, jusqu'alors inconnu dans le genre Mitracarpus, a vu son activité biologique évaluée
sur L. amazonensis, L. major, L. braziliensis et L. chagasi. Au vu de cette évaluation, il a été
constaté que la psychorubrine (110) posséde une activité antileishmaniale prononcée avec une
Clsovariant de 1,7 a 2,7 uM pour les especes de Leishmania testées (Fabri et al., 2012). 1l s'agit
du premier rapport de la présence de pyranonapthoquinones dans le genre Mitracarpus, pouvant
servir de marqueur chimiotaxonomique. Par la suite, I'extrait brut et certains des composés
isolés de Mussaenda erythrophylla Schumach et Thonn ont été évalués in vitro pour leur activité
antileishmaniale (Bouzeko et al., 2021). Ainsi, I'extrait brut au CH>Cl>/MeOH (1:1) de M.
erythrophylla a montré une activité antileishmaniale modeérée (Clso 61,6 pg/mL) tandis que la
fraction soluble dans I'nexane a montré une bonne activité antileishmaniale (Clso 31,06 pg/mL)
par rapport au médicament de référence, I'amphotéricine B ; (Clso = 0,11 uM). Les composés

isolés a savoir le monostearine (111) et 1’acide oleanolique (68) ont également présenté une
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puissante activité antileishmaniale (Clso = 53,7-52,0 uM). A partir de I'extrait brut actif (Clso
15,50 pg/mL) de R. hispida, les composés isolés a savoir 1’acide ursolique (76), le 30-nor-
20,34-dihydroxyurs-12-ene (70) et I’hédéragénine (72) ont montré une tres bonne activité sur
la souche L. donovani promastigotes avec des valeurs Clsg allant de 0,88 a 9,12 pug/mL. En
outre, le palmitate de lupéol (74), le mélange uvaol (75) et érythrodiol (71) et le n-heptadécyl-
4-hydroxy-trans-cinnamate (112) ont présenté une activité avec des valeurs Clso comprises
entre 11,05 et 14,30 ug (Wonkam et al., 2020). De maniere genérale, tous les échantillons testés
ont présenté une tres faible cytotoxicite (CCso> 70 pg/mL) sur les cellules RAW 264,7.
Cependant, les composés les plus actifs a savoir 1’acide ursolique (76) et le 30-nor-2a,34-
dihydroxyurs-12-éne (70) a montré une cytotoxicité limitée vis-a-vis des cellules RAW 264,7
avec une selectivité, SI > 57. Certains auteurs ont suggéré que l'activité antileishmanial des
triterpénoides pourrait étre liée a l'inhibition de la synthése des protéines et des acides
nucléiques leishmaniens et/ou a l'inhibition d'une pompe ATPase calcium-dépendante associée
a la membrane (Goijman et al., 1984 ; Michina et al., 2007 ; Isah et al., 2016). Aussi, I’extrait
brut était moins actif que I'acide ursolique (76), le 30-nor-2a,3f-dihydroxy- 12-éne (70) et
I’hédéragénine (72) dont Clso < 10 ng/mL. La différence d'activité entre I'extrait brut et certains
des composés isolés peuvent étre dus a une action antagoniste des composés isolés. Cet effet
antagoniste entre extrait et constituants a été discuté précédemment par Caesar et Cech en 2019,
qui démontrent que la complexité des extraits bruts en masque l'activité biologique des

constituants chimiques sur certaines cibles thérapeutiques.

1.6.3. Autres activités biologiques antérieures

1.6.3.1 Activité antibacterienne

Les extraits EtOH, AcOEt et n-BuOH de Psychotria succulenta Hiern ont présenté des
activités antibacteriennes significatives (CMI 32- 128 pg/mL et CMB 64- 256 pg/mL) contre
Staphylococcus aureus (bactérie Gram-positive), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et

Klebsiella pneumonia (bactéries Gram-négatives). Parmi les composés isolés, la scopoletine
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(113) et I’acide barbinervique (77) ont montré une activité modérée contre Klebsiella

pneumoniae avec des valeurs CMI et CMB de 16 pg/mL et 32 pg/mL, respectivement (Juogo

etal., 2022).
HO O 270

8
(113)

1.6.3.2. Activité anticancéreuse

A partir des fruits d'Anthocephalus cadamba (Roxb) (Rubiaceae), le Vincosamide-N-
oxyde (98), le vincosamide (99), la dihydrocadambine (100), la vallesiachotamine (101), I’iso-
vallesiachotamine (102) ont été isolés et évalués pour leur activité antiproliférative in-vitro
contre la lignée cellulaire de cancer du poumon humain H1299. Le profil cytotoxique a été
étudié dans la lignée cellulaire de macrophages de souris RAW 264,7 et l'induction de
I'apoptose dans les cellules MCF-7. Les composés 101 et 102 ont présenté une puissante activité
anticancéreuse avec des valeurs Clso de 4,24 et 3,79 uM respectivement. Tandis que les
composés 98, 99 et 100 ont montré une cytotoxicité modérée contre les mémes cellules
cancereuses, avec des valeurs Cl so de 37,96 ; 39,69 et 16,35 uM respectivement aprés 48 heures
d'incubation (Mishra et al., 2018).

1.7. Généralités sur le genre Tricalysia

1.7.1. Introduction

Le genre Tricalysia est l'un des plus grands genres des Rubiaceae en Afrique et est
présent en Afrique continentale (environ 95 espéces recencées), Madagascar (12 especes), et
les Comores (une espece). Ce genre posséde généralement les caractéristiques distinctives de
la tribu Coffeae (Bridson et Verdcourt, 2003 ; Davis et al. 2007). Il s'agit notamment de
I’inflorescence axillaire jumelée aux nceuds avec des calices ¢évidents, des fleurs avec
aestivation gauche de la corolle contorsionnée et un style nettement bi lobé, et relativement
petit et peu de graines, fruits charnus. La plupart des espéces de Tricalysia peuvent étre séparé
facilement des autres cafés par la présence de stipules avec des alénes en forme d'aiguilles,
tronquées a des calices lobes, et des graines avec un hile peu profond. L'identification des
especes du genre Tricalysia est notoirement difficile, car le genre contient un grand nombre
d'espéces sur une vaste zone géographique et écologique, souvent séparés par des caracteres
continus. Au Cameroun, six espéces du genre Tricalysia ont été recensées dans plusieurs

régions.
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Tableau VI : Distribution géographique de quelques espéces du genre Tricalysia au
Cameroun (Onana, 2013).

Espéces Régions Localisation
) Sud-Ouest Mont Cameroun
T. Lasiodelphys ) . )
Littoral Song Bong (prés de Mbikeng)
T. fangana Centre Mont kala, Yaoundé
T. Obstetrix Sud-Ouest Mont Cameroun
] Lac Tissongo
Littoral
o Makak, Song Bong
T. amplexicaulis Centre L )
sud Kribi, forét marécageuse de la
u
Kienke, Oveng
T. oligoneura Sud Mont Ngongonjié

Sud-Ouest (Village de Kupé, mont Etinde)
T. atherura Centre (Mont Fébé, Yaoundé)

Littoral (Réserve forestiére de Loum)

1.7.2. Apercu botanique de quelques especes du genre Tricalysia

1.7.2.1. L’espéce Tricalysia atherura (N. Hallé)

Tricalysia atherura N. Hallé est un d'arbuste de 6 m de haut. Son écorce est fendillée
longitudinalement tandis que ses fleurs sont blanches avec un réceptacle vert. Son fruit vert
devenant orange atteind 27 a 35 mm de diameétre et est couronné par un calice vert. Sa paroi est
¢épaisse d’environ 3 mm devenant pulpeuse et rose a maturité (Breteler, 1933). Ses graines sont
roussatres a hile étiré marginalement sur toute la longueur du tégument (Breteler, 1933).
L'espece a été observée en un seul endroit au Gabon (mont Babiel prés de Bélinga) et sur
plusieurs sites au Cameroun (voir Tableau 12).

La classification phylogénique selon Cronquist de cette epéce est présentée comme suit :

Reégne : Plantae

Clade : Angiospermes

Ordre : Gentianales

Famille : Rubiaceae

Genre . Tricalysia

Espece : Tricalysia atherura

(Tosh et al., 2009)
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Figure 4 : Feuilles et tige de Tricalysia atherura (https:/agroneo.com/gaia/ Tricalysia atherura).

1.7.2.2. L’espéce Tricalysia oligoneura (K. Schum)

Tricalysia oligoneura K. Schum est une plante tropicale de la famille des Rubiaceae et
du genre Tricalysia. La plante présente les caractéristiques botaniques suivantes : Petit arbuste
de 1,50 a 3 m de hauteur possédant des jeunes rameaux finement pubescens avec des stipules
pubescentes a écument effilé long de 2-4 mm, un pétiole pubescente longue de 4-10 mm, un
limbe olivacé a sec, plutét mince, glabre sur les deux faces. Son fruit est rouge orangé a
maturité, globuleux, atteignant 5-7 mm de diametre sur le vif, un peu pubescent. 3-4 graines
par fruit, longues de 3-4 mm. L’espéce a été observée au Nigeria, au Cameroun, en République
Centrafricaine et en République démocratique du Congo (Schummann et al., 1896).

La classification phylogénique selon Cronquist de cette epece est présentée ci-dessous :

Régne : Plantae

Clade : Angiospermes

Ordre : Gentianales

Famille : Rubiaceae

Genre : Tricalysia

Espéce : Tricalysia oligoneura

(Tosh et al., 2009)
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Figure 5 : Feuilles et tige de Tricalysia oligoneura (https:/agroneo.com/gaia/ Tricalysia oligoneura).

1.7.3. Usages ethnopharmacologiques de quelques especes du genre
Tricalysia

Plusieurs plantes du genre Tricalysia sont couramment employées en Asie et en Afrique
comme médicament traditionnel. C’est ainsi que la décoction des racines de Tricalysia
Sphaerocarpa mélangé avec du jus de feuilles de Tricalysia coriacea (sbsp. Nyassae) est bu
pour soigner le paludisme (Moshi et al., 2012). Les feuilles/racines de Tricalysia coriacea
(Benth.) Hiern sont quant a elles bouillies et la décoction est bue pour soigner les maladies de
la peau et le paludisme/fiévre jaune (jaunisse) (Awouafack et al., 2018). En ce qui concerne
I'écorce de Tricalysia macrophylla (K. Schum), elle est utilisée pour la gestion du cancer
(Soladoye et al., 2010). Pour ce qui est des racines de Tricalysia capensis (café chacal) et de
Tricalysia lanceolata (café chacal), elles sont utilisées comme émétique (Moshi et al., 2009).
Relativement aux feuilles de Tricalysia singularis (Korth.) K. Schum et Tricalysia
Sphaerocarpa (Hook. F.) Gamble Null, elles sont utilisées traditionnellement pour soigner la
maladie du sommeil. Par contre, Tricalysia elwitschii (Nom vernaculaire en beembe :
muyinga) est utilisé pour soigner les fievres graves avec douleurs articulaires en soumettant le
malade a I’action des vapeurs chaudes du décocté des écorces (Bouquet, 1972). Pour ce qui est
des rameaux de Tricalysia dubia, ils sont utilisés comme agent thérapeutique pour le traitement
des ulcéres cutanés et des contusions (Chuan-pu et al., 2015). Par contre, Tricalysia coriacea
est utilisée en médecine traditionnelle comme sédatif et émétique, et pour le traitement du

paludisme, de la jaunisse et des maladies de la peau (Moshi et al., 2012).

1.7.4. Etudes phytochimiques antérieurs sur les espéces du genre Tricalysia
Des études phytochimiques antérieures de certaines espéces végétales du genre

Tricalysia ont rapporté I'isolement de stéroides (Anandhi et al., 2013), de terpénoides (Shen et
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al., 2015), d'alcaloides diterpéniques (Nishimura et al., 2007), d'esters d'acides gras et de
glycosides. 1l est a noter que les terpenoides sont prédominants dans ce genre.

Nous allons présenter les structures de quelques-uns de ces metabolites secondaires
isolés du genre Tricalysia. Cette liste n’est pas exhaustive et nous présenterons les structures
des composés les plus fréquemment rencontres.

1.7.4.1. Diterpenoides isolés du genre Tricalysia
Les diterpenoides du genre Tricalysia sont généralement de type kauranique et de type

cafestol. Leurs méthyles C-18 et 19 se sont réarranges pour former un cycle y-lactone a-g-
insaturé, avec d'autres groupes fonctionnels situés a distance uniquement sur C-15,-16 et -17 de
I'anneau a cing chainons (He et al., 2002 ; Nishimura et al., 2006). Les études phytochimiques
menées a partir des especes de ce genre, font état de plusieurs diterpenoides isolés. En effet, sur
les feuilles de Tricalysia dubia, on dénombre 24 diterpenoides isolés a savoir le tricalysioside
H-Z (25-43) (He et al., 2005 ; Xu et al., 2009, Shimatoko et al., 2010) ; tricalysiolide H-J (44-
46) (Tamaki et al., 2007) ; tricalysione A-B (47-48) ; tandis que sur les rameaux de Tricalysia
fructicosa on en dénombre 10 a savoir le tricalysine A-H (15-22) et fructilactone A-B (23-24)
(Shen et al., 2015).

1.7.4.2. Les Triterpenoides et Stéroides isolés du genre Tricalysia

Les investigations phytochimiques sur les especes de ce genre ont raportés 1’isolement
d’uniquement 03 triterpénoides a savoir : ’acide ursolique (76), I’acide oleanolique (68) et
I’acide betulinique (69) sur I’espece Tricalysia dubia (Tamaki et al., 2008) et 02 stérols a savoir
le p-sistostérol-3-O-p-D-glucopyranoside (114) et stigmast-4-en-6-$-ol-3-one (115) sur les
espéces et Tricalysia dubia (Tamaki et al., 2008) et Tricalysia Coriaceae (Awouafack et al.,
2018).

HO— _oO

Mo (114)

1.7.4.3. Les alcaloides du genre Tricalysia
L’étude phytochimique des espéces du genre Tricalysia (Rubiaceae) a conduit a
I’isolement de plusieurs métabolites secondaires et principalement les alcaloides diterpéniques

de type kaurannique. Il a été prouvé que la plupart les alcaloides isolés dans ce genre
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[tricalysiamide A-D (116-119)] appartiennent a I’espéce Tricalysia dubia (He et al., 2002 ; He
et al., 2005 ; Nishimura et al., 2006 ; Wang et al., 2002).

O
(117): R=H
(118) : R= OMe

1.7.4.4. Cérebroside isolé du genre Tricalysia

Les cérébrosides sont des lipides qui font partie des glycosphingolipides (appelés aussi
simplement sphingolipides). Ils sont constitués d’une céramide liée par une liaison béta-
osidique a un ou plusieurs oses neutres. Pour les oses chargés voir les gangliosides. L'acide gras

est souvent a longue chaine, et en particulier lI'acide nervonique.

Les etudes phytochimiques menées a partir des feuilles de Tricalysia coriacea Benth
ont rapporté 1’isolement d’un cérébroside nommé tricalycoside (120) et possédant une activité
antibactérienne modérée sur la souche de klebsiella pneumoniae (CMI= 75u9/mL) (Awouafack
etal., 2018).

OH
OYN\/\/\/\/\/\/\/W
1
HO 6' NH QH
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HO 2 1 z 11 17 25
OH z
OH OH

(120)

1.7.4.5. Les glucosides sulfates isolés du genre Tricalysia
On appelle « hétérosides » ou « glycosides » les composés naturels formés d'un ou

plusieurs oses (sucres) liés a une molécule dite aglycone, c'est-a-dire non glucidique.

Les travaux phytochimiques antérieures ont rapportés 1’isolement de six (6) glucosides

sulfates [Sulfatricalysine A-F (121-126)] sur I’espéce Tricalysia dubia (Shitamoko et al., 2010).
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1.7.5. Etudes pharmacologiques antérieures sur quelques espéces du genre Tricalysia

Les études pharmacologiques menées sur les espéces du genre Tricalysia ont été rapporté
sur uniquement deux especes a savoir Tricalysia coriaceae (Moshi et al., 2012) et Tricalysia
fructicosa (Chuan-Pu et al., 2015). En effet, I’espéce Tricalysia coriaceae a été revelé comme
possédant des vertus antimalariques (Moshi et al., 2012) mais aucun test antiplasmodiale n’a
été effectué sur I’extrait et sur les composés isolés de ladite plante. Pour ce qui est de I’espéce
Tricalysia fructicosa, une activité antiinflammatoire sur les cellules macrophages raw 264,7
activés par le lipopolysaccaride a été évaluée. Seule le composé Tricalysin H (22) a présenté
une trés bonne activité antiinflammatoire avec une Clso de 6,6 + 0,4 uM (Chuan-Pu et al., 2015).

1.8. Généralités sur la leishmaniose

1.8.1. Définition

Les leishmanioses sont des parasitoses du systéme monocytes-macrophages dont
I’agent pathogéne est un protozoaire flagellé, du genre Leishmania. Il s’agit
d’anthropozoonoses dues a une piqure de moucherons hématophages infectés, des Psychodidés,
du genre Phlebotomus, (Bourdoiseau et Denerolle, 2000). Cette maladie infectieuse zoonotique
majeure est due au développement et a la multiplication du parasite principalement dans les
cellules du systeme des phagocytes mononuclées. Elles causent des affections sous forme
d’ulcéres cutanés ou de 1ésions viscérales accompagnées d’autres symptdmes. La leishmaniose
se décline sous trois formes cliniques principales : Viscerale (la plus sévéere, souvent appelée

Kala-azar), cutanée (la plus fréquente) et cutanéomuqueuse.
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1.8.2. Le vecteur de la leishmaniose

Le parasite Leishmania fut observée par Sir William Leishman en 1900, dans des frottis
de rate d’un soldat mort 8 Dum-Dum en Inde. En 1903, Charles Donovan, en poste dans un
service médical indien, identifia le méme parasite dans une biopsie de rate. Le parasite fut

nommé Leishmania Donovani en leur hommage (Roberts et Janovy, 2000).

La relation entre le vecteur (phlébotome) et les symptomes a été révélée par I’équipe de
I’Institut Pasteur d’ Algérie, dirigée a I’époque par les freres Edmond et Etienne Sergent et leurs
collaborateurs. Les preuves expérimentales de la transmission de la leishmaniose cutanée ont
été rapportées en 1921, lorsque les fréres Sergent contaminérent un sujet sain en le faisant
piquer par des phlébotomes recoltés dans le sud du pays. Presque parallelement, des
observations faites en Palestine et en Syrie par Adler et Theodor confirmérent celles de I’équipe
de I’Institut Pasteur d’ Algérie (Benallal et al., 2013).

Cycle de vie de Leishmania

Elle comporte deux stades principaux : la forme promastigote flagellée extracellulaire
qui subsiste dans l'intestin moyen de la mouche des sables vectrice et la forme amastigote non
flagellée intracellulaire qui vit a l'intérieur des macrophages, des monocytes, des cellules

dendritiques et des neutrophiles de la cellule hote (Ouellette, 2003).
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Figure 6: Cycle de vie de Leishmania sp. (Source : CDC, www.cdc.gov).
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1.8.3. Aspect clinique

1.8.3.1. La leishmaniose viscérale (LV)

Maladie vectorielle causée par un parasite appartenant au genre Leishmania (Benallal et
al, 2013). Sur le plan clinique, 1’affection atteint préférentiellement 1’enfant de moins de 5ans,
et se manifeste par la triade symptomatique : fievre irréguliere, paleur cutanéomuqueuse et
splénomégalie. A coté de ces signes majeurs, on peut retrouver : une hépatomégalie, des
adénopathies périphériques, un amaigrissement progressif et des signes hémorragiques
(Belazzoug et al., 1983). La LV est mortelle en 1’absence de traitement (OMS, 2016).

Figure 7 : Leishmaniose viscérale avec une splénomégalie marquée (OMS, 2016).

1.8.3.2. La Leishmaniose cutanée (LC)

La LC est la forme la plus fréquente et est aussi connue comme le classique bouton
d’orient. Elle est causée par plusieurs espéces de Leishmania (L. donavi ; L. infantum), chacune
ayant des réservoirs mammiferes, des hétes et des vecteurs spécifiques (Aoun et Bouratbine,
2014). Toutes les espéces anthropophiles de Leishmania peuvent étre responsables de
leishmaniose cutanée, y compris les especes habituellement viscérotropes comme L. infantum
(Fig. 7). Les signes cliniques de la LC varient selon 1’espéce de Leishmania qui infecte, ceci-
dit, une seule espéce peut provoquer des Iésions avec plusieurs aspects chez la méme personne
(Richard et Queiroz, 1996). La leishmaniose cutanée présente des lésions cutanées,
principalement des ulceres, sur les parties exposées du corps. Elle persiste des mois, voire méme
des années dans certains cas, la guérison est spontanée mais laisse des cicatrices définitives et

des handicaps sévéres.
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Figure 8 : Aspect de la LC causée par L. infantum.

1.8.3.3. La leishmaniose cutanéomuqueuse (LCM)

C’est la forme la plus grave des LC. Elle détruit partiellement ou totalement les
muqueuses du nez, de la bouche et de la gorge. La plupart des cas de LCM se manifestent chez
des patients qui ont développé précédemment un épisode de leishmaniose cutanée (OMS,
2016).

1.8.4. Répartition géographique

1.8.4.1. Dans le monde

La leishmaniose est présente dans les 5 continents et dans 98 pays. Elle est endémique
dans 88 pays (Fig. 9) avec plus de 350 millions de personnes a risque et 12 millions de
personnes infectées. L’incidence est estimée a 2 millions de nouveaux cas par an. Parmi ces 88
pays, 22 appartiennent au « nouveau monde » et 66 a « ’ancien monde ». Il y a 200 000 a
400 000 nouveaux cas de LV par an, avec 20 000 a 40 000 déces et 700 000 a 1 200 000
nouveaux cas de LC par an (OMS, 2012). Malgré la distribution géographique étendue, la
leishmaniose humaine affecte plus particulierement les populations vivant dans des conditions

précaires en milieu rural ou suburbain.

Figure 9 : Répartition géographique de la leishmaniose dans le monde (Source : OMS, 2016).
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1.8.4.2. Au Cameroun

Les premiers cas de leishmaniose rapportés au Cameroun I'ont été dans les années 1930
a Garoua (Herve, 1937 ; Djibrilla et al., 1979). Lors d'une enquéte menee aupres de 120
personnes a Kousseri entre 1987 et 1988, 46 personnes présentaient des symptomes cliniques
et 09 d'entre elles ont été confirmées parasitologiquement et/ou serologiquement (Kaptué et al.,
1992). D'autres 58 cas ont été trouvés dans cette région lors d'une enquéte en 1994, ou 162
personnes ont été trouvées avec des cicatrices de leishmanies et 14 cas avec une leishmaniose
active. Lors d'une enquéte plus importante menée aupres de 6 503 personnes entre 1996 et 1997,
82 cas actifs et 40 personnes présentant des cicatrices ont été identifiés (Dondji et al., 2001).
Entre janvier 2007 et juin 2010, 147 cas ont été rapportés dans les régions de I'Extréme-Nord
et du Nord, dont 60% étaient agés de moins de 15 ans et 52% étaient des hommes (Njih, 2010).
Dix-sept décés ont été enregistrés entre janvier 2016 et mars 2017 (publié dans "le journal du
Cameroun" par le Ministere de la Santé Publique, 2017). Aujourd'hui, la LC et la LV ont été
signalés dans de nombreuses régions du pays, avec 4 cas de LC et 33 cas de LV signalés
récemment (OMS, 2020).

Les localités ou la LV a été signalée sont : Yaoundé, Kousseri et Gawar. Les localités
ou des cas de LC ont été signalés sont Mokolo, Logone Birni, Mora, Waza, Gawar, Goulfey,
Garoua, Fontem et Kumbo. Mokolo est actuellement considéré comme le principal foyer
endémique de la LC tandis que Kousseri est un foyer de la LV (Kaptué et al., 1992 ; Dondji, et
al., 2001). Des phlébotomes ont été collectés a Bafia, Yaoundé, Douala, Garoua, Mokolo,
Logone Birni et Kousseri comme le montre la figure 9 ci-dessous (Ngouateu et al., 2012).
Cependant, au fil du temps, les études sur la leishmaniose se raréfient ; les données sont tres
rares et peu documentées. Le Cameroun est actuellement classé parmi les pays ne disposant pas
de données sur le nombre exact de cas (Gyapong et Boatin, 2016). La figure 9 montre quelques
régions et caractéristiques cliniques représentatives de la leishmaniose prises sur le terrain sur

des patients du Cameroun.
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Figure 10 : Régions du Cameroun avec indication des cas de leishmaniose signalés et/ou ou

des mouches des sables ont été collectées et photographies montrant les caractéristiques

cliniques des lésions de LC sur des patients du Cameroun (Ngouateu et al., 2012).

1.8.5. Le parasite

Les Leishmanies sont des protozoaires flagellés appartenant au genre Leishmania, et a
la famille des trypanosomatidae, et a I’ordre des Kinetoplastida (Granier, 2013). Elles
présentent au cours de leur cycle deux stades évolutifs distincts : le stade promastigote dans le
tube digestif du phlébotome et le stade amastigote intracellulaire chez I’héote vertébré. Elles se
multiplient aux deux stades par division binaire simple (Dedet, 2009). Elles sont caractérisées
par la présence d’ADN mitochondrial regroupé en une masse unique appelée le kinétoplaste. I
s’agit d’un parasite intracellulaire obligatoire lorsqu’il est présent chez 1’hdte vertébré (Granier,

2013).

Figure 11: Image du parasite de la leishmaniose vue au microscope (Granier, 2013).
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1.8.6. Le vecteur de la leishmaniose

Les flagellés du genre Leishmania sont transmis par des insectes diptéres de la famille
des Psychodidaes appartenant au genre Phlébotomus dans 1’ancien monde, et Lutzomyia dans
le nouveau monde (Ripert, 1996). Les phlébotomes sont les vecteurs exclusifs dans la
transmission des leishmanioses. L’adulte mesure 2 mm a 5 mm de longueur. Il est d’aspect «
bossu » et & peine coloré. Le corps, les ailes et les pattes sont velues, et les yeux sont nettement

visibles. Les phlébotomes vivent dans les pays tempérés et tropicaux.

Les adultes ont une activité crépusculaire et nocturne. Leur vol est silencieux. Seules les
femelles sont hématophages. La piqlre est douloureuse car ces insectes dilacérent les téguments
avec leurs pieces buccales pour aspirer le sang (Ripert, 1996). Elles s’alimentent par
telmophagie de sang et de lymphe. Ce repas peut s’effectuer de maniére interrompue, a la suite
de plusieurs piqures, sur le méme individu ou sur des individus différents. Il faut noter que la
salive inoculée est allergisante (érythéme, douleur) et participe activement a I’installation et a
la multiplication des leishmanies chez 1’hote vertébré (Marquardt, 1997 ; Monteiro et al., 2005).
La longévité de ces insectes est de 1’ordre de quelques mois. Un cycle gonotrophique complet
dure environ six semaines. La femelle ne prend qu’un seul repas sanguin par cycle (Leger et

Depaquit, 1999).

Figure 12: Image du phlebotme papatasi prenant un repas de sang (Ripert, 1996).
1.8.7. Prévention et traitement de la leishmaniose

1.8.7.1. Prévention

Il n'existe pas de vaccin, ni de médicament préventif contre les leishmanioses. Il est
donc essentiel de se protéger contre les piqares des phlébotomes. Dans ses recommandations
sanitaires pour les voyageurs de 2011, le Comité des maladies liées aux voyages et des maladies
d’importation (CMVI) conseille de porter des vétements couvrants imprégnés d’insecticide,

d’utiliser des répulsifs cutanés durant toute la journée et de dormir la nuit, mais aussi pendant
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la sieste, sous des moustiquaires a fines mailles et imprégnées d’insecticide. Il est utile de

réduire les activités de plein air a partir du coucher du soleil.

1.8.7.2. Traitement de la leishmaniose

Contre la forme viscérale, le principal traitement utilisé est I’ Antimoniate de méglumine
(Glucantime®). Il est administré par injection inta-musculaire ou intraveineuse. Alors que
I’ Amphotericine B liposomale (Ambisome®), et la Miltefosine®, sont administrées par voie
orale.

La forme cutanée peut guérir spontanément, d’ou 1’abstention thérapeutique. Le
Glucantime® peut étre proposé en infiltrations périlésionelles ou en intramusculaire, pour
raccourcir 1’évolution et minimiser les séquelles. Alors que 1'amphotéricine B (Fungizone®) est
le premier traitement pour les patients adultes, Méglumine antimoniate (Glucantime®) jusqu'a
ce jour reste le principal traitement pédiatrique contre LV en Algérie (Gradoni et al., 1995) et
est disponible dans les hopitaux. Les patients ne répondant pas sont traités avec la miltefosine
ou I’amphotéricine B liposomale (Ambisome®) lorsqu'ils sont disponibles. Le cott ¢levé de ce
dernier ne permet pas son utilisation comme médicament de premiere intention (Gradoni et al.,
2008 ; Marty, 2009).
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Antimoniate de méglumine (127) Amphotéricine B (128)
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Miltefosine (Impavido) (129) pentamidine (Pentacarinat) (130)

Figure 13 : Structures des principaux médicaments utilisés dans le traitement de la
leishmaniose (Gradoni et al., 2008 ; Marty, 2009).
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1.9.  Géneralites sur le paludisme

1.9.1. Epidémiologie du paludisme

Le paludisme ou malaria est une parasitose due a des hématozoaires du genre
Plasmodium transmise par les piqures de moustiques du genre anopheles (Watts et al., 2010).
Elle est la premiére endémie parasitaire mondiale et constitue un probléme de santé publique
majeur en zone intertropicale. En 2020, on estimait & 241 millions le nombre de cas de
paludisme dans le monde (OMS, 2020) ; la plupart de ces décés survenant dans la région
Afrigue (92%), loin devant la région Asie du Sud-Est (6%) et la région Méditerranée orientale
(2%) de ’OMS. L’immense majorité (99%) des déces sont dus au paludisme a P. falciparum
(OMS, 2020).
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Figure 14 : Mode de transmission du paludisme (OMS, 2020).

Le Cameroun fait parti des pays les plus touchés car selon le rapport mondial commis
en 2020 par I’Organisation Mondial de la Santé (OMS), le Cameroun compte parmi les dix pays
les plus touchés par le paludisme dans le monde contribuant a hauteur de 3% au pourcentage
de la mortalité de toute la planéte. Cette pandémie constitue le quart des consultations dans les
formations hospitaliéres. Chez les enfants, le taux de consultation s’éléve a 32% et 13% des
patients atteints en meurent. L’on a enregistré en 2017, 4000 morts enregistré dans les
formations sanitaires et presque autant dans les familles qui gérent les cas sans aller a 1’hdpital
(OMS, 2021). Le nombre de cas enregistré dans les formations sanitaires est quasi- stagnant
depuis 2011 et avec une tendance a 1’augmentation a partir de I’année 2017. Le nombre de
déces, apres une évolution a la baisse sur plusieurs années, connait une tendance a la hausse
depuis 2017 également. 1l a représenté 24,3 % des consultations toutes confondues et 12,8 %

des déces survenus dans les formations sanitaires du pays (PSNLP, 2019- 2023).

LEGENDE : [ Zone a haut risque de
Zone a risque de transmission

|:Zone sans malaria limité

Figure 15 : Zones touchées par le paludisme (OMS, 2021).
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Le paludisme représente donc une charge financiére énorme pour les populations et par
consequent la maladie constitue un obstacle au développement des pays concernés notamment
d’Afrique. Pour toutes ces raisons, la lutte contre le paludisme constitue un des objectifs du

millénaire définis par les nations — unies (Watts et al., 2010).

1.9.2. Le parasite et le vecteur

1.9.2.1. Le parasite

Le paludisme est causé par cinq especes qui affectent ’Homme. Tous ces parasites
appartiennent au genre Plasmodium : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P.
knowlesi. Parmi elles, P. falciparum et P. vivax posent le plus grand défi sanitaire. P. falciparum
est 1’espece la plus répandue sur le continent Africain et est responsable de la plupart des déces
liés au paludisme (Talkmore et al., 2015). Le cycle de Plasmodium est complexe et comporte
deux étapes essentielles : une phase asexuée chez I’homme et une phase sexuée chez le

moustique.
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Figure 16 : Cycle évolutif de Plasmodium sp.

1.9.2.2. Le vecteur

Les moustiques constituent la plus importante famille de vecteurs d’agents pathogénes.
Parmi eux figurent les anophéles, vecteurs de Plasmodium sp, parasite responsable du
paludisme. Il existe environ 50 especes d’anophéles, dont une cinquantaine est capable de
transmettre le paludisme a I’homme. Dans la pratique, 20 especes assurent 1’essentiel de la

transmission dans le monde (Pages et al., 2007).
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1.9.3. Les manifestations cliniques

Les symptomes de I’infection au P. falciparum comprennent la fievre, les frissons, la
toux, la transpiration, la diarrhée, les problemes de respiration et le mal de téte. Les symptémes
de I’infection au P. vivax, P. malariae ou P. ovale commencent par un malaise et une fievre
pendant plusieurs jours, suivis de frissons et une élévation de température, souvent
accompagnée de maux de téte et de nausée et qui se terminent d’une abondante sudation. Apres
une période de fiévre et de transpiration est répétée tous les uns a trois jours (Cheesbrough,
1987).

1.9.4. Prévention et traitement du paludisme

1.9.4.1. Prévention du Paludisme
Le paludisme peut étre prévenu a travers des gestes qui diminuent le nombre de piqure
de moustiques, tels que 1’utilisation appropri¢ de N, N- diethylmethyltoluamide (DEET), agent

capable de repousser les moustiques, ainsi que I’usage des moustiquaires imprégnées.

1.9.4.2. Traitement du Paludisme

La premicre stratégie d’éradication, définie par I’OMS de 1955 a 1969 s’avéra inefficace
en dépit des moyens considérables mobilisés et les 10 années qui suivirent furent marquées par
I’extension de la résistance des anophéles aux insecticides, par I’apparition de chimiorésistance
de Plasmodium a la chloroquine, par I’impossibilit¢ de mettre en place un programme
d’éradication dans les zones de haute endémie, et méme par la résurgence de la maladie dans
des zones considérées comme controlées.
Actuellement, la lutte contre la maladie repose sur trois principes :

- La lutte contre les piqures de moustiques a travers l’utilisation des moustiquaires
imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MILDA)

- La recherche et le développement de vaccins : En 2021, ’OMS a recommandé
I’utilisation du vaccin RTS, S/AS01 dans le cadre de la prévention du paludisme a P.
falciparum chez les enfants vivant dans des zones de transmission modérée a élevée. Il
est démontré que le vaccin réduit considérablement la morbidité et la mortalité palustre
chez le jeune enfant (efficace a 30%). Pres de 364 000 enfants ont été couverts par au
moins 1 dose de vaccin antipaludique en 2021 grace aux programmes pilotes
d’introduction au Ghana, au Kenya et au Malawi, contre 344 000 en 2020 et 189 000 en
2019 (OMS, 2022). Les résultats de ces programmes pilotes ont confirmé que ce vaccin

est siir et qu’il réduit le paludisme infantile, les hospitalisations et les déces. Au moins
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27 pays d’Afrique ont exprimé leur intérét vis-a-vis de 1’adoption du vaccin contre le
paludisme dans le cadre de leurs stratégies nationales de lutte contre le paludisme.
D’autres pays vont commencer a vacciner en 2023.

La recherche et le développement de nouvelles molécules antipaludiques.

Un antipaludique est un composé naturel au de synthése qui, administré par voie orale,

parentérale ou rectale, a dose unique ou répétée, permet de détruire le parasite ou de bloquer sa

croissance dans le but de prévenir ou de guérir la maladie palustre (Gentilini, 1993). Les

antipaludiques peuvent étre classes en divers groupes en fonction de leurs structures chimiques,

mais également en fonction de leurs modes d’action et de la cible d’action.

L’arsenal thérapeutique de lutte contre le paludisme est composé de quatre principales

classes de molécules :

Les dérives de quinoléines (aminoquinoleine : chloroquine, primaquine et 4-
méthanolquinoleines : quinine, méfloquine) ;

Les anti-folates (sulfadoxine, proguanil) ;

Les naphtoquinones (atovaquine) ;

Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (ACT), qui combinent
I’artémisinine a un médicament partenaire (arthéméther, artéether, artésunate)

représentent le traitement le plus efficace contre le paludisme a P. falciparum.

Certains antibiotiques ont également des propriétés antipaludéennes (tétracycline,

doxycycline).
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La figure ci-aprés présente les structures des principaux antipaludiques.

r/ 4;\V/OH O
| X
N NS
/N N
> > \l AN NH
= = 2
cl N cl N \‘/\/\
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Dihydroartemisinine : Ri= H ; R2= OH (140)
Artéméther : R1= H ; R>= OCH3 (141)
Artééther : Ri= H ; Ro= OCzHs (142)

Artésunate: R1= H; R;=0CO (CH>).CO2Na (143)

Proguanil (137) Atovaquine (138)

i OH ~N7

: H =
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Figure 17 : Structure des principales molécules antipaludeennes (Kaur et al., 2009).
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CHAPITRE II:

RESULTATS ET DISCUSSION

51



PARTIE A : ETUDES PHYTOCHIMIQUES

2.1. Etude phytochimique des feuilles de Tricalysia atherura N. Hallé

2.1.1.

L’étude phytochimique des feuilles de Tricalysia atherura N. Hallé nous a
permis d’isoler onze (11) composés parmi lesquels quatre sont nouvellement décrits
dans la littérature. L’élucidation structurale de ces composés a été réalisée grace a
une analyse approfondie des spectres de RMN 1D (*H, *3C) et de RMN 2D (COSY,
NOESY, HSQC et HMBC), couplée a la spectrométrie de masse.

Extraction, fractionnement et purification des composés

Nous avons travaillé sur les feuilles de T. atherura (500g). Ces derniéres ont
été sechées, broyées et macerées dans le MeOH (2L) pendant 72h & températurature
ambiante. A la fin de chaque macération, les filtrats ont été regroupés et évaporés a
sec a I’aide d’un rotavapor de type BUCHI. L’extrait méthanolique obtenu (60 g) a
été partitionné successivement au n-hexane et a l’acétate d’éthyle. L’extrait a
I’acétate d’éthyle (3,86 g) a été fractionnée sur colonne ouverte de silice en phase
normale et éluée avec des mélanges n-Hex/ AcOEt suivie de CH2Cl2/MeOH de
polarité croissante. Six principales fractions ont été obtenues (indexées A a F) et

regroupées en fonction de leur profil sur chromatographie sur couche mince.

La purification des différentes fractions par différentes méthodes
chromatographiques a permis d’obtenir onze composés. Le schéma ci-dessous

présente les différentes étapes d’isolement des composés de T. atherura.
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Poudre des feuilles de
Tricalysia atherura (500 g)

Macération MeOH (2L)
pendant 72 h a température

iy ambiante
| }
-Solubilisation Extrait au MeOH Résidu
MeOH/H,0 ; 8/2 (60 9)
- Extraction au >3 (430 g)
n-Hex ] !
Partie soluble au n-Hex Partie non soluble au n-Hex
(27,42 g) (329)
< Partition a I’AcOEt (500 mL)
CC sur gel de SiO; - Y
n-Hex/AcOEt (100/0 4 0/100 :|  Phase a I’AcOEt Phase aqueuse
viH@UACOE (MefoH (Ha00; (3,86 9) (28,14 g)
a0/100 ; v/v) > v
] 1
I i | | | l
Fa Fe Fc Fo Fe Fr
(0,63 9) (112 mg) (0,41 g) (0,75 9) (4320mg) | |, 0| (107.0mg)
CC sur gel de SiO, > CH2C|2/!\/|&1
n-Hex/AcOEt (100/0 & 0/100 ; (50/50; v/v)
v/v Y | |
’ | | |
F F Fr1 Fr2
- - e (40,0 mg) (35,0 mg)
(230mg) || (450mg) || (17,0 mg)
LH-20 HPLC en phase Inverse
(100% LH-20 —> MeOH / H.O A 4
MeOH TAF, (100% CC sur gel de (40/60 ; viv) ytr 21,2 min v
MeOH SiO; ) ( h
(1r.omg) | . CH.Cl,/MeOH TAF4 TAFs
CC sur gel de SiO; “ |@orrasin;vm ™ (4,0 mg) ) (5,3 mg) )
n-Hex/AcOEt y v
(100/040/100; | 1 I | |
V/V) FD]_ FDZ FE]_ FE2 FE3
(27,0 mg) (10mg) || (31,0 mg) (100,0 mg) (71,0 mg)
CCM préparative CC sur gel de S|02 LH-20
n-Hex/AcOEt i CH,Cl,/MeOH il MeOH _'"
(70/30 ; (30/145/ ; (100%) 1
v/v) x v/v)
TAFs TAF; TAFs TAF3 Fesa
(15,0 mg) (4,7 mg) (3,9 mg) (8,2 mg) (31,0mg)
CC flash CHzCIg/MeOH—’ A 4
(8/1; v/v) i 3
)
TAF: TAF2
(20,5 mg) (7,3 mg)
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Schéma 7: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des feuilles de Tricalysia atherura.
2.1.2. Caractérisation des composeés isolés

2.1.2.1. Détermination structurale du composé TAF1

Le composé TAF1 est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. Il répond
positivement au test de Liebermann- Burchard caractéristique des triterpénes
(Golembiewska et al., 2013). Son spectre de masse LC-ESI-MS exhibe le pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 575,4066 [M+H] * correspondant a la formule brute C3sHssOg

(calculée pour CasHs806 : 575,4075) ce qui correspond a 07 degrés d’insaturations.

x106 ] 1+
] 575.4066
g ]
3]
1 [M+H]*
2 1+
1 356.1849
1]
] 292.2019
178 DI o S S, WO P T s VL M B o s, D R o Sl
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m'z

Figure 18 : Spectre de masse LC-ESI-MS du composé TAF;.

L’analyse de son spectre de RMN *H met en évidence sept signaux de méthyles
résonnant sous forme de singulet a o1 0,98 (s, H-23) ; 0,80 (s, H-24) ; 0,94 (s, H-25) ;
0,92 (s, H-28) ; 1,32 (s, H-27) ; 0,78 (s, H-26) et 1,18 (s, H-29) et un methyl doublet a
on 0,91 (d, H-30, J = 6,3 Hz) caractéristique d’un triterpéne pentacyclique de type
ursane (lbrahim et al., 2012). Dans les champs faibles, on observe le deblindage d’un
proton a on 5,27 (S, H-12) suggérant la présence d’une double liaison oléfinique. On
observe également un signal de proton de type oxymethine a on 3,03 (1H, dd, J= 9,5 ;

3,5 Hz ; H-3) caractéristique d’une fonction alcool secondaire (Chen et al., 2010).
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Figure 19 : Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D) du composé TAFi.

:DSIFKiP}lll [ilrl 1§3AL/ TAF- ﬂcmon g § § § §
H-24
H-27 H-25 H-28
H-29
H-23 H-30

\‘/

‘n \’ I

(- n L

(. m i J.’

i | T

J—"\ I L
_— DR T[T VYA

T T T T
1.0 0.8 0.6 0.4

—~0.80
~ 0.79

H-26

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.36 1.34 1.32 1.30 1.28 1.26 1.24 1.22 1.20 1.18 1.16 1.14 1.12 1.10 1.08 1.06 1.04 1.02 1.00 0.98 0.95 0.94 0.92 0.90 0.88 0.86 0.84 0.82 0.80 0.78 0.76

f1 (ppm)

Figure 20 : Spectre RMN H élargi (500 MHz, CD30D) du composé TAF.
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L’analyse du spectre de RMN *C découplé proton large bande, nous permet de
distinguer les signaux des carbones des huit methyles angulaires a oc 28,3 (C-23) ; 17,1
(C-24) ;16,1 (C-25); 16,5 (C-30) ; 16,4 (C-28) ; 24,6 (C-27) ; 17,3 (C-26) et 27,0 (C-29).
De plus, on observe la présence de plusieurs carbones quaternaires parmis lesquels le
carbone quaternaire de la double liaison a oc 140,0 (C-13) et celui hydroxylé a oc 73,5 (C-
19) qui indique une structure de type ursane (Akbar et Malik, 2002). On observe egalement
le signal d’un methine hydroxylé a dc 89,4 (C-3).
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Figure 21 : Spectre RMN 3C (125 MHz, CD30D) du composé TAF;.
L’analyse de son spectre COSY H-'H permet de déduire les liaisons et sous structures
du composé TAF:1. En effet, on observe des corrélations entre H-3 (6w 1,41) et H-2 (Jn 1,65) ;
H-6 (on 1,41) et H-5 (6H 30,79) ; H-11 (oH 1,96) et H-9 (on 1,69) ; H-18 (61 2,51) et H-28 (dH
0,92) ; H-18 (61 2,51) et H-16 (o+ 1,5) ; H-20 (on 1,33) et H-30 (Jn 0,91).
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Figure 22 : Spectre COSY élargi (500 MHz, CD30D) du composé TAF.

Les corrélations observeées sur le spectre HMBC entre les signaux de protons a 0,98
ppm (H-23) ; 0,80 ppm (H-24) et le carbone a 89,4 ppm (C-3) confirme 1’emplacement d’une
fonction alcool secondaire en C-3. De plus, la corrélation a 1,18 ppm (H-29) et le carbone a
73,5 ppm (C-19) justifie la présence d’un carbone quaternaire hydroxylé en C-19 (Akbar et
Malik, 2002). Toutes les valeurs de protons et de carbones ont été attribuées d’apres I’analyse

des spectres COSY et HSQC du composé TAF1.
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Figure 23 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D) du composé TAF.

Ainsi, I’analyse de spectres RMN !H, 13C, COSY, HSQC et HMBC de TAF; a
permis d’attribuer tous les signaux de 1’aglycone, et par comparaison avec les données de
la littérature, nous avons identifié celui-ci au 19a- hydroxy-a- amyrine qui est un triterpéne
de type ursane (Akbar et Malik, 2002). (Voir Tableau 7).

COSY: =——

Sous structure 1

L’observation d’un seul groupement oxyméthine résonant a oc 89,4 montre que
TAF1 est un dérivé mono-osidique du 19a- hydroxy-a-amyrine ayant une chaine

monosaccharidique attachée en C-3 de I’aglycone au moyen d’une liaison éther.
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La nature du sucre de TAF; a été déterminée par hydrolyse acide suivie d'une CCM
comparative avec un échantillon authentique disponible au laboratoire et par comparaison

avec les données de la littérature. Ainsi le D-apiose a €té identifié.

L’analyse du spectre de RMN 'H de TAF: permet de distinguer un signal de proton
anomérique résonnant a 4,97 (d; J = 2,8 Hz, H-1") et qui correle avec le carbone a oc 112,5 (C-
1") dans le spectre HSQC (Fig. 24).
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Figure 24 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD30D) montrent le proton anomerique du composé

TAF1.

Tous les protons du sucre ont été identifiés par une analyse approfondie des spectres
COSY et NOESY. Leurs carbones correspondants ont été, quant a eux, attribuées sur la
base des corrélations observées dans le spectre HSQC et confirmé par le spectre HMBC.
En effet, sur le spectre RMN carbone 13, on note la présence de quatre signaux de carbones
osidiques a oc 80,1 (C-3”) ; 78,1 (C-2°) ; 74 (C-5’) et 65,5 (C-4’) caractéristique d’un
furanosyl (Xu et al., 2010).
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Figure 25 : Spectre RMN 3C élargi (125 MHz, CD30D) montrant les carbones osidiques
du compose TAF1.

Les données des expériences de RMN 2D (COSY, NOESY, HSQC, et HMBC)
indiquent que le sucre identifié a savoir I’Apiose est sur sa conformation furanosyl. La
configuration S a été attribuée au proton anomérique d’Api sur la base de sa constante de
couplage J = 2,8 Hz (Silva et Parente, 2004).

COSY:

Sous structure 2

L’analyse des spectres HMBC et NOESY nous a permis de déterminer le point de

jonction du sucre sur 1’aglycone ainsi que les liaisons interglycosidiques.

La corrélation observée dans le spectre HMBC entre le signal a on 3,03 (H-3 de
I’aglycone) et le carbone a dc 112,5 (C-1’Api) suggere que 1I’Api est liée a la genine en
position 3 ; cette liaison est confirmée par la corrélation observée sur le spectre NOESY entre
les signaux on 4,97 (H-1" Api) et on 3,03 (H-3 de I’aglycone).
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Figure 26 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D) du composé TAF.
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Figure 27 : Spectre NOESY (500 MHz, CD30D) du composé TAF1.
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Figure 28 : Corrélations HMBC (a) et NOESY (b) du composé TAF.

Sur la base de ces résultats, la structure du composé TAF1 a été identifié comme
étant le 3-O-f-(a-D-apiofuranosyl-(1-3)) 19a-hydroxy-a-amyrine qui est un triterpene de
type ursane ; composé naturel nouvellement décrit auquel nous avons donné le nom trivial
Atheruroside A.

Atheruroside A
(146)
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Tableau VII : Données RMN *H (500 MHz et *C, 125 MHz, CDsOD) partie aglycone de TAF;.

Position | on (J en Hz) | oc | HMBC H— O
Aglycone
1,62 (1H, m)
1 0,97 (1H, m) 39.2
1,75 (1H, m)
2 150 (1H, m) 26,6
3 3,03 (1H, dd J = 9,5 et 3,5 Hz) 89,4 C-1’
4 - 39,9
5 0,79 (1H, m) 56,9
6 1,53 (1H, m) 19,6
7 1,55 (1H, m) 34,1
8 - 41,5
9 1,68 (1H, m) 48,8
10 - 39,6 C-12
11 1,95 (1H, m) 24,5
12 5,27 (1H, m) 129,4 C-18; C-14
13 - 140,0
14 - 42,3
15 1,80 (1H, m) 29,4
16 1,60 (1H, m) 27,2
17 - 42,7
18 2,49 (1H, m) 55,0 C-13; C-19; C-20
19 - 73,5
20 1,34 (1H, m) 42,9
21 1,62 (1H, m) 26,8
22 1,70 (1H, m) 38,9
23 0,98 (3H, s) 28,3 C-24; C-5
24 0,80 (3H, s) 17,1 C-3;C-5
25 0,94 (3H, s) 16,1
26 0,78 (3H, s) 17,3
27 1,32 (3H, 9) 24,6 C-13
28 0,92 (3H, s) 16,4 C-17; C-22
29 1,18 (3H, s) 27,0 C-19; C-18
30 0,91 (3H, d ; J = 6,3 Hz) 16,5 C-19
Sucre
K 4,97 (1H,d, J=2,8 Hz) 112,5 C-3
2’ 3,83 (1H, m) 78,1 C-1;C-3
3’ - 80,1
4 3,98- 3,71 (1H, d, J = 8,0 Hz) 74,4 C-3’; C-5’
5 3,56 (2H, d, J=5,5 Hz) 65,5 C-3’




2.1.2.2. Détermination structurale du composé TAF2

Le composé TAF2 est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. 1l répond
positivement au test de Liebermann- Burchard caractéristique des triterpénes
(Golembiewska et al., 2013). Son spectre de masse LC-ESI-MS exhibe le pic de I’ion
pseudo- moléculaire a m/z 575,4068 [M+H] * correspondant a la formule brute C3sHsgOg

(calculée pour C3sHsgOs : 575,4075) ce qui correspond a 07 degrés d’insaturations.

intens ] 1e in#34]
%108

4 575.4068
3.0+ |
R

[M+H]*

4 1+
057 413.3265

4353.2717
4 S01377% | 735.528
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350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 mz
Figure 29 : Spectre de masse LC-ESI-MS du composé TAF.

o

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques observées pour I’aglycone
de TAF1 avec celles obtenues dans le composé TAF2 montrent que ces deux composés
partagent le méme aglycone, a savoir 19a- hydroxy-a- amyrine (Akbar et Malik, 2002).

Une analyse approfondie des expériences de RMN 1D et 2D de TAF2 nous a permis
d’attribuer tous les signaux des protons et des carbones de 1’aglycone qui est un squelette

de type ursane (Tableau 11).

COSY:

Sous structure 1
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La nature du sucre a été déterminée par hydrolyse acide suivie d'une CCM
comparative avec un échantillon authentique disponible au laboratoire et par comparaison

avec les données de la littérature. Ainsi le D-xylose a été identifié.

L’analyse du spectre de RMN *H de TAF2 permet de distinguer un signal de proton
anomeérique résonnant a on 4,27 (d; J = 2,8 Hz, H-1"), et qui corréle sur le spectre HSQC
avec le carbone a dc 107,1 (C-1"), ce qui prouve la présence d’un sucre (Fig. 30).
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Figure 30 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD3z0D) montrant le signal de I’anomere du
composé TAF-..

Tous les protons du sucre ont été identifiés par une analyse approfondie des spectres
COSY, HSQC, et HMBC. Leurs carbones correspondants ont été, quant a eux, attribués sur
la base des corrélations observées sur le spectre HSQC et confirmé par le spectre HMBC.
En effet, I’analyse de son spectre de RMN *H permet de distinguer quatre signaux de protons
osidiques résonnant a ox 3,56 (H-2) ; 3,51 (H-3"); 3,79 (H-4") ; 3,81-3,50 (H-5’a et H-5"b) ;
et qui corrélent sur le spectre HSQC avec les carbones a oc 72,8 (C-2") ; 74,3 (C-3") ; 69,3
(C-4" ; 66,3 (C-5) (Evinaetal., 2017).
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Figure 31 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD30D) montrant les signaux osidiques du
composé TAF..

L’analyse de son spectre COSY *H-'H présente des corrélations entre H-12 (dn 5,27) et
H-11 (6w 1,93) ; H-1’ (on 4,27) et H-3 (0w 3,12) ; H-3 (Jn 3,12) et H-2 (o1 1,68) ; H-9 (on 1,67)

t H-11 (v 1,93).
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Figure 32 : Spectre COSY elargi (500 MHz, CD30D) du composé TAF.
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La configuration £ a été attribuée au proton anomérique de Xyl sur la base de sa

constante de couplage J=8,0 Hz (Evina et al., 2017).

L’ exploitation de ces corrélations (COSY) combinées a celles observées sur le
spectre HSQC a permis de déduire la sous structure suivante :

HOO ) 1

HO™ 3 ° OH COSY:

Sous structure 2

L’analyse des spectres HMBC et NOESY nous a permis de déterminer le point de

jonction du sucre sur 1’aglycone.

L’observation dans le spectre RMN 3C d’un signal de carbone a dc 90,7 (C-3)
indique que TAF2 est un dérivé mono-osidique du 19a- hydroxy-a- amyrine ayant une

chaine monosaccharidique attachée en C-3 de I’aglycone au moyen d’une liaison éther.

La corrélation observée dans le spectre HMBC entre le signal a on 4,27 (H-1" de
Xyl) et le carbone a dc 90,7 (C-3 de I’aglycone) suggeére que le Xyl est lié a la génine en
position 3 ; cette liaison est confirmée par la corrélation observée dans le spectre NOESY
entre les signaux a on 4,27 (H-1" Xyl) et [1n 3,12 (H-3 de I’aglycone).
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Figure 33 : Spectre HMBC (a) (500 MHz, CD30D) du composé TAF-.
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Figure 34 : Spectre NOESY (b) (500 MHz, CD30D) du compose TAF-.

HMBC:/~ N COSY: mmmmm NOESY:F

Figure 35 : Correélations HMBC (a) et NOESY (b) du composé TAF-.
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Au vu des résultats obtenus, la structure du composé TAF: a été élucidée a 3-O-p-
(D-xylofuranosyl-(1—3) - 19a- hydroxy-a- amyrine qui est un triterpéne de type ursane ;
composé naturel nouvellement décrit, auquel nous avons donné le nom trivial Atheruroside
B.

Atheruroside B (147)
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Tableau VIII : Données RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz, CDs0D) de TAF-.

Position oH (J en Hz) oc | HMBC (H— C)
Aglycone

1 1,76 (1H, m)

1,60 (1H, m) 38,1
2 1,81 (1H, m)

1.68 (1H, m) 26,8
3 3,12 (1H, m) 90,7 C-1
4 - 40,1
5 0,78 (1H, m) 57,1
6 1,52 (1H, m) 19,3
7 1,51 (1H, m) 33,6
8 - 41,3
9 1,67 (1H, m) 48,7
10 - 39,7 C-12
11 1,93 (1H, m) 24,6
12 5,27 (1H, m) 129,3
13 - 140,2
14 - 42,3
15 1,00 (1H, m) 29,5
16 1,83 (1H, m)

1,32 (1H, m) 26,9
17 - 429
18 2,51 (1H, m) 55,1
19 - 73,7
20 1,33 (1H, m) 42,9
21 1,31 (1H, m) 28,2
22 2,17 (1H, m) 35,8

2,29 (1H, m)
23 0,98 (3H, s) 28,3 C-24;C-5
24 0,80 (3H, s) 17,1 C-3;C-5
25 0,94 (3H, s) 16,1
26 0,78 (3H, s) 17,3
27 1,32 (3H, s) 24,6 C-13
28 0,92 (3H, s) 16,4 C-17; C-22
29 1,18 (3H, s) 27,0 C-19; C-18
30 0,91 (3H,d,J=6,3Hz) | 16,5

Sucre

N 4,27 (1H, d, J=8,0 Hz) | 107,1 C-3
2 3,56 (1H, m) 72,8
3’ 3,51 (1H, m) 74,3
4 3,79 (1H, m) 69,3
5 3,81- 3,50 (1H, m) 66,3 C-3; C-4




Relative Abundance

1005

2.1.2.3. Détermination structurale du composé TAF3

Le composé TAFs est obtenu sous la forme d’une poudre blanche amorphe. Il répond
positivement au test de Dragendorff, caractéristique des alcaloides. Son spectre IR montre
deux absorptions a 3385 et 1678 cm™* caractéristique des fonctions Hydroxyle et carbonyle
respectivement. L’analyse de son spectre UV présente les les bandes d’absorptions aux
longueurs d’ondes Amax 225 et 290 nm indicateur d’un chromophore indolique (Brown et
Charalambides, 1974). L’analyse de ses spectres de masse HR-ESI-MS (Fig. 35) et ESI-SM
(Fig. 36), en mode positif montre le pic de I’ion pseudo moléculaire a m/z 369,1805 [M+H]*
correspondant a la formule brute C21H2aN204, [calculée pour C21H24N204 : 369,1809) ce

qui correspond a 11 degrés d’insaturations.
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15
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Figure 36 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé TAFs.
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Figure 37 : Spectre de masse ESI-MS du composé TAFs.
Le spectre RMN *H (Fig. 38) de TAFsindique la présence de quatre signaux de

protons aromatique correspondant a un noyau indolique disubstitué a 6+ 7,36 (1H, d, J=8,0
Hz, H-9) ; 6,96 (1H, dd, J=8,0; 7,8 Hz, H-10) ; 7,04 (1H, dd, J=8,0; 7,6 Hz, H-11) ; 7,27
(1H, d, J = 8,5 Hz, H-12).
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Figure 38 : Spectre RMN *H global (500 MHz, CD3OD) du composé TAFs.
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Figure 39 : Spectre RMN *H élargi (500 MHz, CD30OD) du composé TAFs.
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Figure 40 : Spectre RMN *H élargi (500 MHz, CD30OD) du composé TAFs.
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L’analyse du spectre de RMN 3C découplé proton large bande, nous permet de
distinguer les signaux des carbones quaternaires sp? a éc 137,6 (C-2) ; 104,7 (C-7) ; 127,8
(C-8) et 138,3 (C-13) ; quatre methines sp? a dc 118,4 (C-9) ; 119,7 (C-10) ; 122,1 (C-11) et
111,9 (C-12) caractéristique d’un alcaloide indolique. On observe également le signal d’un
N- méthyl a oc 51,6.
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Figure 41 : Spectre de RMN 13C (125 MHz, CD3s0D) de TAFa.

L’analyse des données des spectres RMN *H et *C de TAFsa permis de ressortir la
sous structure suivante :

COSsY:

Sous structure 1

L’analyse de son spectre COSY H-'H permet de déduire les liaisons et sous structures
du composé TAFs. En effet, on observe des correlations entre H-5 (0w 3,4) et H-6 (on 3,09) ;
H-3 (o1 4,04) et H-14 (o1 1,95 et 2,14) ; H-18 (0w 3,76) et H-19 (61 1,82 et 1,98) ; H-15 (JH
2,22) et H-14 (o 1,95 et 2,14) ; H-17 (on 2,88) et H-22 (oH 3,5) ; enfin, entre H-17 (J+ 2,88)
et H-15 (on 2,22).
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Figure 42 : Spectre COSY (500 MHz, CD30D) du composé TAFs.
Sur son spectre HSQC, on observe les corrélations entre H-5 (o 2,22) et C-5 (dc
61,2) ; H-6 (on 3,00- 3,09) et C-6 (dc 24,6) ; H-3 (Jn 4,04) et C-3 (oc 49,2) ; H-15 (dn 2,22)
et C-15 (dc 38,6) ; H-17 (0w 2,88) et C-17 (Jc 63,2) ; H-18 (Jn 3,76) et C-18 (dc 58,3) ; H-
19 (61 1,82- 1,98) et C-19 (6c 38,1) enfin entre H-22 (Jn 23,5- 3,67) et C-22 (Jc 76,3).

75



] mll |

L [ 0T Y

may17-21.4.1.2rr
DJIKAM/DR.IQBAL/EATDF-172/CD30D
HSQC 20

H-15/C-15 2 i

H-19/C-19 | reo

70

H-12/C-12 '\

LB
H-3/C-3 H-5/C-5 e
H-10/C-10 H-6/C6 |l
100
s / H-18/C-18 H-22/C-22 [
L &° +120
\ =130
H-11/C-11 | 140

2 (ppm)

Figure 43 : Spectre HSQC (500 MHz, CD30D) du composé TAFs.

L’exploitation des corrélations COSY combinées a celles observées sur le spectre

HSQC a permis de déduire les sous structures suivantes :

20

COSsY:

Sous structure 2 et 3

f1 (ppm)

L’analyse des spectres HMBC et NOESY a permis d’établir les liaisons entre les

sous structures sus citées. En effet, sur le spectre HMBC (Fig. 44), on observe des

corrélations entre les protons a on 2,22 (H-15) ; 3,41 (H-5) et le carbone a oc 172,8 ; entre
les protons & ou 3,76 (H-18) ; 2,85 (H-17) ; 2,22 (H-15) ; 2,14 (H-14) ; 1,97 (H-19p) et 1,82
(H-190) et le carbone a oc 84,1 (C-20). De plus, un exocycle est observé sur le composé

TAFs3 dont la position est justifiée sur le spectre HMBC entre les protons a on 6,67 et 3,75
(H-22 o et H-22p) et les carbones a oc 84,1 (C-20) ; 53,9 (C-16) et 38,6 (C-15) ; entre le
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proton a on 2,22 (H-15) et le carbone a oc 84,1 (C-20) et 38,1 (C-19). Ce qui a permis de
confirmer les caractéristiques structurales et les groupes fonctionnels (C(16)-CH20OH ;
C(19)-CH20H et C(20)-CO-), indiquant que TAFs3 est apparenté au N-méthylakuammidine
(Noguera et al., 2014). Les principales différences ont été observées sur le fragment
oxyethyléne et oxyméthylene en C-20 et C-22 respectivement au lieu d’une double liaison
entre C-18 et C-19 et d’une fonction carboxyle en C-22 respectivement, dans le N-

méthylakuammidine.
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Figure 44 : Spectre HMBC (500 MHz, CD3s0D) du composé TAFs.
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Schéma 8 : Connexion des sous structures de TAFs sur la base des corrélations HMBC.
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Sur la base des analyses ci-dessus, le composé TAFs est déduit comme étant un
zwitterion, justifié par les informations sur les atomes de carbone decalés vers le haut (C-3
et C-5 oc: 49,2 et 61,2) et voisins des charges azotées de TAFs par rapport a celle de la N-
méthylakuammidine (C-3 et C-5 dc: 60,7 et 66,3 décalés vers le bas due a ’effet attracteur

de I’atome d’azote positif en N-4).

Structure du N-méthylakuammidine (Nogueira et al., 2014)

La configuration relative de TAFs3 a été déduite des corrélations observées sur les
spectres COSY et NOESY qui sont similaires au fragment polycyclique de la sarpagine
(Battersky et Yeowell, 1964) apparenté dans divers dérivés naturels, en particulier la
macusine C (Battersky et Yeowell, 1964). Les corrélations observees entre H-3 et H-5/ N-
CHs indiquent que les protons H-3 et H-5/ N-CHz ont une «- orientation, tandis que les
corrélations observées entre H-17 et H-144 indique que le proton du CH»-17 posséde une
f- orientation. On observe également une a- orientation sur le proton H-15, justifiée par la
corrélation sur le spectre NOESY entre H-15 et H-19 a..
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Figure 45 : Spectres NOESY (500 MHz, CD30D) du composé TAFa.
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Figure 46 : Corrélation HMBC (a) et NOESY (b) du composé TAFs.
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Au vu des résultats obtenus, la structure du composé TAFz3 a été élucidé a I’ Atheruramine

qui est un alcaloide indolique, nouveau composeé naturel.




Atheruramine
(148)
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Tableau IX : Données de RMN (*H, 500 MHz et 3C, 125 MHz, CDs0D,) du composé TAFs.

Position on(Jen Hz) oc AMEE =G
2 ; 137,6
3 4,04 (1H,dd, J=9,0;42Hz) | 492 | C-2:C-14;C-15
5 340 (1H, dd, 1=75:40Hz) | 612 | &7 C'32;2C'16 €
601 3,00 (1H, dd, J = 16,0 ; 5,0 Hz)
6B 3,09 (1H,dd, J=16,5:1,5Hz) | 246
7 ] 104,7
8 - 127,8
9 7,36 (1H, d, J = 8,0 Hz) 118,4 c7
10 6,96 (1H, dd, J=8,0,7,8Hz) | 1197 C-12;C-8
11 704 (1H,dd, J=80,76 Hz) | 1221 C-13:C-9
12 7,27 (1H, d, J = 8,5 Hz) 111,9
13 ] 138,3
140 1,95 (1H, m)
5 2,14 (1H, ddd, J= 18,5 ; 7.0, 23,1 C-14 : C-20
5,0 Hz)
15 222 (1H,dd, J=7,0;40Hz) | 386 | C-20;C-19:C-21
16 . 53,9
17 2,88 (2H, d, J = 14,0 Hz) 63,2 C-5: C-16
18 3,76 (2H, m) 58,3
og | 182(1H, ddd,J=140;7,0;68
rz) 381 C-18; C-20
196 1,98 (1H, m) '
20 ; 84,1
21 ] 172,8
24 3,67 (1H, d, J = 14,0 Hz)
76,3
28 3,5 (1H, m)
N-Me 3,07 (3H, 5) 51,6 C5:c21

81



2.1.2.4. Détermination structurale du composé TAF4

Le composé TAF; est isolé sous forme de solide jaune soluble dans le méthanol et
posséde un point de fusion compris entre 236—-238°C. Il répond positivement au test de
Molish et au Chlorure ferrique (FeCls), caractéristique des sucres et des phénols
respectivement. Son spectre IR montre des bandes d’absorption a 3380 (-OH), 2920 (C-
H), 1562 (C-H noyau aromatique), 1455 (C-H), 1205 et 1032 (C-O large) cm™. L’analyse
de son spectre UV présente les bandes d’absorptions aux longueurs d’ondes Amax 226, 251
et 260 nm indicateur d’un chromophore benzoine (Lim et al., 2021). Sa formule
moléculaire C26H34014 est obtenue grace a I’analyse de son spectre de masse LC-ESI-MS
en mode positif sur lequel on observe le pic de I’ion pseudo-moleculaire [M+H]" a m/z
571,2086 (calculée pour CosH34014: 571,2084) et possédant 10 degrés d’insaturation.

Intensc. 1 lin #2038
x10°_| 1+

571.20886
1.0
[M+H]"
0.8+
1+

617.1264
0.6+

0.4 1

0.2

659.2656
[ RPN g T

L L 'Y
L e e B s e e
475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 m/z

0.0+

Figure 47 : Spectre de masse LC-ESI-MS du composé TAFa.

Le spectre RMN 'H (Fig. 47) de TAF4présente dans les champs faibles les signaux de
deux protons méthinique a Jn 5,95 (1H, brs, H-1) et 5,81 (1H, brs, H-2) caractéristiques de
groupements oxymethines trés proches, indicateur d’une molécule symétrique. Sur ce méme
spectre, on observe les signaux de 08 protons aromatique apparaissent a on 6,85 (1H, overl,
H-4")/6,83 (1H, m, H-4""), 6,99 (2H, m, H-2’/ H-2""), 7,02 (2H, m, H-6’/H-6"") et 7,25
(1H, dd, J=8,0; 7,5 Hz, H-5")/7,24 (1H, dd, J=8,0; 7,5 Hz, H-5") et qui sont assignables a
deux systémes de deux noyaux benzénique di-substitués (Lim et al., 2021).
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Figure 48 : Spectres de RMN H (500 MHz, CDsOD) du composé TAF..
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Son spectre RMN 2C (Fig. 48) présente deux carbones oxygénés a Jc 68,4 et 68,2 (C-1 ; C-
2) caractéristiques de deux fonctions alcools secondaires et indicateur d’une molécule

symétrique ; quatre carbones quaternaires sur le cycle benzénique dont deux portent un
atome d’oxygene a 159,3 (C-3’ et C-3”’).
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Figure 49 : Spectre de RMN 3C global (125 MHz, CDsOD du composé TAFa).
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Figure 50 : Spectre de RMN 3C élargi (125 MHz, CDsOD du composé TAF4).
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L’analyse de son spectre COSY *H-'H présente des corrélations entre H-6> (o 7,02) et H-
2 (01 5,82) ; H-2> (61 6,99) et H-1 (Jn 5,95) ; H-5>" (6n 7,25) et H-4>* (61 6,83) ; H-5"" (oH

7,25) et H-6" (9n 7,02)

H-5" | H-6” | H-2’

H-1

H-2

oy
eI

\

I'd

|
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Figure 51: Spectre de COSY élargi (500 MHz, CD30D du composé TAFa).
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L’analyse des spectres de RMN 1H, 13¢C, HSQC et COSY de TAF4 a permis d’attribuer

toutes les valeurs des déplacements chimiques de notre aglycone qui est un dérivé

d’hydrobenzoine. Ces données sont en accord avec celles décrites dans la littérature (Lim et

al., 2021).

L’observation des signaux résonant a Jc 68,4 (C-1) et 68,2 (C-2) montre que TAF4 est un

dérivé 1.2- bi-osidique d’hydrobenzoine ayant des sucres attachés en C-1 et C-2 de

I’aglycone au moyen des liaisons éther.

COSY:
Sous structure 1

La nature des sucres a été déterminée par hydrolyse acide suivie d'une CCM comparative et

d'une analyse par chromatographie en phase liquide et par comparaison avec les sucres de

f1 (ppm)
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référence du laboratoire. Ainsi le D-glucose (tr = 19,2 min) a été identifié.

L’analyse du spectre de RMN 'H de TAF4 permet de distinguer deux signaux de protons
anomeriques résonnant a on 4,64 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1""") et 4,23 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-
1°°""), et qui corrélent sur le spectre HSQC avec les carbones a oc 102,0 (C-1""") et 101,8 (C-

1°”’") ppm, ce qui prouve la présence deux sucres (Fig. 51).

I ¥ AN i
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Figure 52 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD30D) montrent les signaux des protons
anomiques du composé TAFa.

L’analyse de son spectre de RMN *H permet de distinguer huit signaux de protons
osidiques résonnant a on 3,26 (H-2") ; 3,39 (H-3") ; 3,25 (H-4™) ; 3,24 (H-5") ; et 3,56 -
3,51 (H-6") pour Glc I et 3,64 (H-2"") ; 3,23 (H-2"") ; 3,28 (H-3"") ; 3,27(H-5"") et 3,91 -
3,67 (H-6"") pour Glc Il qui correlent sur le spectre HSQC avec les carbones a Jc 73,8 (C-
2" ; 78,3 (C-3"™) ; 71,4 (C-4"") ; 78,1 (C-5"") et 62,8 (C-6""), pour Glc | et 74,6 (C-2") ;
78,0 (C-3"); 71,4 (C-4™); 78,3 (C-5") et 64,4 (C-6") pour Glc Il. Leurs valeurs tres proches
semblent démontrer que cette molécule serait symétrique (érythro). Toutefois, leurs
nombres indiqueraient une non symétrie, par conséquent, la possible rotation entre les
carbones C-1 et C-2 ne ramenerait pas les substituants identiques vis-a-vis ce qui nous a

orienté a donner a notre molécule une configuration thréo (Li et al., 2012a ;2012b).

86



I o

] aJSI(IQ(éM/lD;?.'IQBAL/TAF.58/CD3OD H-6”'/C-6|" :ZZ

] = / H-4"/C-4"

— (E>) [

. / H_2|||/C_2m e
N / 7 g

T H-6""/C-6"" -

— == L78

H_2|n|/c_2||n 84

H_3|||/C_3||| H—5I”/C—5I" ::Z

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90
2 (ppm)

Figure 53 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD30D) partie osidique du composé TAFa.
La configuration £ a été attribuée aux protons anomeriques des deux Glc sur la base
de leurs constantes de couplage 3Jn.1, n-3égale a 7,5 Hz. L’ensemble de ces données a permis
d’identifier 2 groupements S-D-glucopyranosyle a on 6,64 (d, J = 7,5 Hz) pour Glc I-1 et a
on4,23 (d, J=7,5 Hz) pour Glc II-1.

6" 8"
O 1M, O OH /O 1"y O OH
< OH - OH
O™ 3%~oH 10" o
Sous structure 2

L’analyse des spectres HMBC et NOESY nous a permis de déterminer les points de

jonction des sucres sur I’aglycone.

L’observation dans le spectre RMN 3C de deux signaux distincts de carbone a dc
68,4 (C-1) et 68,2 (C-2) indique que TAF4 ne possede pas un plan de symétrie mais est un
dérivé bi-osidique d’hydrobenzoine ayant des sucres attachés en C-1 et C-2 de I’aglycone
au moyen d’une liaison éther (Li et al., 2012a ;2012b).

Sur son spectre HMBC, on observe une corrélation entre le proton d’un oxymethine
substitué a on 5,95 (H-1) et le carbone d’un autre oxymethine substitué a oc 68,2 (C-2) et
avec les carbones aromatiques C-1°, C-2’ et C-6’. On observe d’autres correlations entre le

proton du second oxyméthine substitué a on 5,81 (H-2) et le carbone du premier oxymethine
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substitué a oc 68,1 (C-1) et avec les carbones aromatiques C-1°’, C-2”* et C-6". Par la suite,
les correlations HMBC observées entre le signal d’un proton anomerique a on 4,64 (H-1™
Glc-1) et le carbone a oc 68,4 (C-1), entre le proton a on 4,23 (H-1"" Glc-Il) et le carbone a
oc 68,2 (C-2) indiquent la connexion de ces sucres avec les carbones hydroxylés vicinaux
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Figure 54 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D) du composé TAF4 montrant les points de
liaison des sucres.
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Figure 55 : Spectre NOESY (500 MHz, CDsOD) du composé TAF4 montrant les points
de liaison des sucres.
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Figure 56 : Corrélations HMBC (a) et NOESY (b) du composé TAF..

La comparaison avec les donnees de la littérature des dérivés acyclique des diols
vicinaux ((7’R, 8’R) -thréo-strebluslignanol-2-O-4-D-glucopyranoside et 1-(4’-
methoxyphenyl) -1,2-propanediol (Li et al., 2012a ; 2012b) permet de conclure que le
pouvoir rotatoire [a]o= 39,7° (c 1,0 ; MeOH) peut etre assigné a la configuration (R, R).




Au vu des résultats obtenus, la structure du composé TAF4 a été élucidée au (1R*,
2R*) -thréo-1,2-0, O-di-(B-D-glucopyranosyl) -1,2-bis (3-hydroxyphenyl) éthane, nouveau

composé naturel auquel nous avons donné le nom trivial de Tricalydioloside.

Tricalydioloside
(149)

90



Tableau X : Données de RMN (*H 500 MHz et 3C, 125 MHz) de TAF4 comparées a
1I’hydrobenzoine symétrique (Lim et al., 2021).

TAF4(CDsOD) Hydrobenzoine symétrique
(CD30D)
Position on (J en Hz) oc HMBC (H—C) on (Jen Hz) oc
1 5,95 (1H, s) 68,4 C-1; C-2; C-1"" | 4,84 (1H, s) 78,2
2 5,81 (1H, s) 68,2 C-1; C-1" 4,84 (1H, s) 78,2
1’ - 136,3 - 139,8
2 6,99 (1H, m) 115,7 c-4 7,27 (d, J=2,3) 127,2
3’ - 189,3 7,31 (t, J=7,45) 128,2
4 6,85 (1H, m) 118,0 C-2' 7,37m 128,4
5’ 7,24 (1H7’,g;j' =80, 131,0 C-3 7,31 (t, J=7,45) 128,2
6’ 7,02 (1H, m) 119,9 C-4 7,27 (d, J=2,3) 127,2
1” - 136,0
2" 6,99 (1H, m) 1155 C-6"
3" - 159,3 C-5"; C-1"
4" 6,83 (1H, m) 117,6
5" 7,25 (1H7,,(;<;I, J=8.0; 131,1 C-1"; C-3"
6" 7,02 (1H, m) 119,6
Sucreen C-1
1" 4,64 (1H, d, J=7,5) 102,0 C-1
2" 3,26 (1H, m) 74,6
3" 3,39 (1H, m) 78,0
4 3,25 (1H, m) 71,4
5" 3,24 (1H, m) 78,3
3,56 (1H, dd, J=11,5;
" 5’6)
6" l351(1H dd J=11,0: | 44
7,1)
Sucre en C-2
1" 4,23 (1H, d, J=7,5) 101,8 C-2
21 3,64 (1H, m) 73,8
3" 3,23 (1H, m) 78,3
4 3,28 (1H, m) 71,4
5" 3,27 (1H, m) 78,1
3,91(1H, dd, J=12,0;
6"" 2,1 Hz) 62,8
3,67 (1H, m)
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2.1.2.5. Identification du composé TAFs

Le composé TAFs est obtenu sous forme de solide blanc et posséde un point de
fusion compris entre 180 et 182°C. Il répond positivement au test de Dragendorff,
caractéristique des alcaloides. Son spectre IR montre I'absorption de la liaison hydrogéne -
OH/NH (3400 cm™), a, B -insaturé C=0 (1639 cm™), et aromatiques (1554 cm™)
(Nascinento et al., 2006). L’analyse de son spectre UV présente les bandes d’absorptions
aux longueurs d’ondes Amax 225 et 290 nm indicateur d’un chromophore indolique (Brown
et Charalambides, 1974). Son spectre de masse HR-ESI, en mode négatif, présente le pic de
I’ion pseudo- moléculaire a m/z = 515,3717 [M-H] " correspondant a la formule moléculaire

C26H32N209 et renfermant dix degrés d’insaturation.
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Figure 57 : Spectre de masse HR-ESI du composé TAFs.

Le spectre RMN H présente des protons aromatiques vicinaux a on = 7,46 (1H, d, J
=7,8Hz,H-9);7,05(H, dt;J=78:09 Hz, H-10) ; 7,12 (1H, dt, J = 7,8 ; 0,9 Hz, H-11)
et 7,32 (d, J = 7,8 Hz, H-12), un large singulet a on = 4,54 (1H, H-3), et trois multiplets & on
= 3,02 (2H, H-6); 3,40 (1H, H-5) et 3,60 (1H, H-5"). On observe également sur ce méme
spectre, un proton anomeérique a on 4,76 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-17) ; et les protons du sucre,
notamment le glucose a on 3,20 (1H, m, H-2’) ; 0w 3,40 (1H, d, m, H-3"); dn 3,24 (1H, m, H-
4%y ; 6n 3,36 (1H, m, H-5") ; 61 3,66 (1H, m, H-6") et 61 3,96 (1H, brd, J = 10,5 Hz, H-17)
(Nascinento et al., 2006).
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Figure 58 : Spectre de RMN H (500 MHz, CD30D) du composé TAFs.

Le spectre RMN *C montre des pics correspondant & quatre carbones quaternaires
sp? a dc = 106,0 (C-7); 127,5 (C-8) ; 129,5 (C-2) et 138,3 (C-13) ; quatre carbones tertiaires
sp?a oc = 112,3 (C-12); 119,0 (C-9); 120,6 (C-10) et 123,3 (C-11); ainsi qu'un carbone
tertiaire sp* a dc = 59,5 (C-3) et deux carbones secondaires sp® a oc = 17,3 (C-6) et 51,0 (C-
5) (Nascinento et al., 2006).

Au vu de tout ce qui précede et par comparaison avec les données de la littérature,
le composé TAFs a été élucidé comme étant I’acide strictosidinique, précédemment isolé

des racines et feuilles de Palicourea Coriaceae (Nascinento et al., 2006).

Acide strictosidinique
(150)
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Tableau XI : Données RMN (*H, 500 MHz et *C, 125 MHz) de TAFs comparé & ceux de
la littérature (Nascinento et al., 2006).

Uil (EGREo) Acide strictosidinique (CD30OD)
Position o (Jen Hz) oc ou(Jen Hz) oc
l - - -
2 - 127.9 i 1295
3 4,51 (brs, 1H) 604 | 454 (brs 1H) 59,5
4 - - - -
; 3,42 (m, 1H) 49,7 3,40 (m, 1H) 510
3,60 (m, 1H) 3,60 (m, 1H) :
6 3,03 (m, 2H) 16.9 3,02 (m, 2H) 173
7 i 103,0 i 106,0
8 : 127.6 i 1275
9 745 (1H,d,3=79 Hz) | 1102 | MO0 ;’ J=138 119,0
7,03 (1H, t, J=7.49 et 7,05 (1H, dt, 3=7.8
10 7,50 Hz) 1198 et 0,9Hz 1206
712 (1H, t, 7,65 et 7,67 712 (1H, dt, 7.8 et
11 ) 122,0 0017 1233
12 | 7.30(1H, d, 3=8,19 Hz) | 1109 | "%? (1ﬂ,z ;’ =18 112,3
13 i 139,2 - 138,3
2,27 (1H, dt, 11,4 et 2,25 (1H, dt, 11,4
14 0,9Hz) 329 et 0,9Hz) 330
15 | 298(H, 3254,8 9L | 335 2,94 (1H, m) 33,6
16 i 113.7 - 1145
17 7,50 (1H, brs) 1575 | 7,48 (1H, brs) 152,4
18 524 (1H, d, 105 Hz) | 1198 | >? (%HZ’)O" 10.5 119,0
19 530 (1H, d, 174 Hz) | 1386 | >0 (%HZ’)O" 17.4 136,5
20 2.7 (1H, m) 293 2,68 (1H, m) 458
5,72 (1H, d,
21 5,74 (1H, d, 8,1Hz) 96,5 .1+ 96,8
22 - 1742 - 175.0
g 470 (1H,d, 7.8 Hz) | 1010 | *7® (1H':) d, 7.8 100,3
2 3,18 (1H, m) 742 3,20 (1H, m) 747
3 3,43 (1H, m) 783 3,40 (1H, m) 77.9
¥ 3,27 (1H, m) 2.1 3,24 (1H, m) 71,8
5 3,33 (1H, m) 78,7 3,36 (1H, m) 78,6
3,69 (1H, m) 60,4 3,66 (1H, m)
6 4,01 (1H, dd, 2,25 et 3,96 (1H, brd, 63,1
11,0 Hz) 10,5 Hz)




2.1.2.6. ldentification du composé TAFs

Le composé TAFs est obtenu sous forme de poudre blanche. 1l répond positivement

au test de Liebermann- Burchard, caractéristique des triterpénes. Son spectre de masse LC-

ESI-MS en mode négatif exhibe le pic de I’ion pseudo- moléculaire a m/z = 479,3497

[M+Na] * correspondant a la formule moléculaire C3oH4gO3 et renfermant sept degrés

d’insaturation.
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Figure 59 : Spectre de masse LC-ESI-SM du composé TAFes.

Son spectre RMN *H montre cing singulets de méthyle angulaire a n 0,99 (H-23) ;
0,73 (H-24) ; 0,78 (H-25) ; 0,90 (H-26) et 0,96 (H-27) et un groupe hydroxyle secondaire
apparaissant sous forme d’un doublet dédoublé a o 3,06 (1H, dd, J = 11,2 et 5,0 Hz ; H-3).

Il a également montré deux protons oléfiniques a on 4,56 et 4,69 en C-29 (2H, d, J = 1,9 Hz,

H-29a, 29b) représentant la double liaison exocyclique ainsi qu’un signal méthyle a on 1,68

(H-30) suggérant que le composé isolé TAFs était un triterpénoide de type lupane (Jamila

etal., 2014).
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Figure 60 : Spectre de RMN H (500 MHz ; CDCI3/CD30D) du composé TAFe.

Le spectre de RMN C a confirmé la présence de signaux de vinyle a 4 150,3 (C-
20) et 109,7 (C-29) et I'alcool secondaire a on 76,8. L'apparition d'un groupe carbonyle a dc
177,8 (C-28) dans le spectre RMN 3C suggére la présence du groupe acide dans sa structure
(Jamila et al., 2014).
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Figure 61 : Spectre de RMN 13C (125 MHz ; CDCls/ CDs0OD) du composé TAFe.

Sur la base des données spectrales qui précedent, le composé TAFs a été identifié

comme étant de I'acide bétulinique, ce qui a été corroboré par les données physiques et

spectrales rapportées dans la littérature (Jamila et al., 2014).

29

Acide bétulinique
(151)
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Tableau XI1 : Données de RMN (*H, 500 MHz et °C, 125 MHz) de TAFs comparé a
celles de la littérature (Jamila et al., 2014).

TAg‘E)gg'g)C“’ Acide bétulinique (CDCls/ CDsOD)
Position ‘SHF(IJZ)E” sc 51 (J en Hz) S

1 Ofgom 38,2 0,99 m 39,3
2 154m 272 167d(j = 12,9) 283
3 3,06 m 76,8 313 m 78.1
4 i 385 3.451(8,0) 395
5 0,95m 547 | 065dd(j=107;19) | 553
6 0,62 m 54.9 0,82 m 55 1
7 144m 17.9 138 m 18,8
8 1,32 m 1,56 m

9 132m 33.9 156 m 348
10 i 376 138 m 371
11 i 402 i a1
12 124m 499 138 m 50,9
13 i 367 i 375
14 120m 204 121m 216
15 136 m i 143 m i
16 137m 317 155 m 32.8
17 212m i 263 m

18 1.25m 493 155 m 492
19 152 m 485 177t(j = 11,5) 498
20 i 1503 i 150,7
21 1’27&11’85 30.1 1,35-1,03m 30,5
22 141 m 362 | 1,39dd(j=95;45) 371
23 1,095 292 1535 312
24 0,735 15,7 0,715 153
25 0,78's 16,0 0,795 16,0
26 0,90 s 15,8 157 m 175
27 0,96 5 14.4 225m

28 i 1778 i 179.2
29 2:;“212 109,7 4,56 (j = 2,5) 109,4
30 160 s 18,7 1655 192




0.51

00

2.1.2.7. lIdentification du composé TAF7
Le composé TAF7 est obtenu sous forme de poudre amorphe brunatre. Son spectre
de masse ESI-MS, basse résolution en mode positif, présente le pic de I’ion pseudo-

moléculaire a m/z = 349,1 [M+H] " Correspondant a la formule moléculaire C2oH250s.

[M+H]*
449.2
3183
363.1
3012 J
y
290.3 334.2 3491 463.1
301.1 o 4251
3771 d 4051 ponp
|
300 320 340 | 360 380 | 400 420 440 = 460 @ miz

Figure 62 : Spectre de masse ESI-MS du composé TAF.

L’analyse de son spectre RMN 'H montre qu’il posséde 01 proton oléfinique
directement lié a un carbonyle a on 5,66 (1H, s, H-18) ; 02 protons méthiniques aliphatiques
aon 0,97 (1H,t,J=12,1 Hz, H-5) et 0,93 (1H, d, J = 7,2 Hz ; H-9) ; 01 proton méthylique
tertiaire a on 0,91 (3H, s, H-20) ; 01 proton méthylénique portant une fonction alcool
secondaire a on 3,72 (1H, dd, J = 10,7 et 4,5 Hz, H-17a) et 3,62 (1H, dd, J = 10,7 et 4,5 Hz,
H-17b) caractéristique des diterpenes de type kauranique (Nishimura et al., 2006).
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Figure 63 : Spectre de RMN *H (500 MHz / CDsOD) du composé TAF-.

Le spectre de RMN *C de TAF7 indique la présence de 20 signaux de carbone
caractéristique des diterpenes, consistant en un méthyle a dc 15,0 (C-20), huit méthylénes a
oc 38,2 (C-1) ; 35,0 (C-2), 23,1 (C-6) ; 40,3 (C-7) ; 19,5 (C-11) ; 26,4 (C-12) ; 38,1 (C-
14) et 53,8 (C-15) ; trois méthines a dc 35,0 (C-5) ; 53,7 (C-9) et 45,9 (C-13) ; une double
liaison trisubstituée donnant des liaisons hautement blindées a oc 113 (C-18) et déblindées
oc 174 (C-4) , un carbonyle oc 171,5 (C-19) , et quatre carbones quaternaires a oc 105,3
(C-3);174,0 (C-4), 45,0 (C-10) et 82,0 (C-16) (Nishimura et al., 2006).

Sur la base des données spectrales qui précedent et en comparaison avec celles de la
littérature, le composé TAF7 est ientifié a un diterpéne kauranique réarrangé de type cafestol
avec trois hydroxyles en C-3, C-16 et C-17, connu sous le nom de Tricalysiolide B et

précedemment isolé du tronc de Tricalysia dubia (Nishimura et al., 2006).

Tricalysiolide B
(152)
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Tableau X111 : Données de RMN (*H, 500 MHz et 3C, 125 MHz ; CD30D) de TAF;
comparees a celles de la littérature (Nishimura et al., 2005).

TAF7 (CDsOD) Tricalysiolide B (CDsOD)
Position oH (J en Hz) oc onH (Jen Hz) oc
la 1,70 m 1,78 m
1 1,60 m 38,6 152m 36,1
2a 2,20 m 2,52d (j=13,7)
2h 18m 34,6 2,00 m 3.0
3 - 106,0 - 105,7
4 - 174,6 - 173,7
5 2,32d(j=9,6) 47,9 2,57d(j=9,7) 47,4
6a 1,64 m 1,59 m
6b 14m 23.1 1,38 m 22,1
7a 1,66 m 1,65m
7b 1,60 m 40,0 1,56 m 403
8 - 45,1 - 44,6
9 1,33m 53,7 1,29d (j = 8,6) 53,7
10 - 45,0 - 43,8
1la 1,68 m 1,76 m
11b 161m 20.1 1,54 m 195
12a 1,67m 191m
12b 1,57 m 268 1,50 m 26,4
13 2,05m 45,8 2,47 m 45,9
14a 1,98d (j = 11,9) .
14b 1,69 m 38,1 2,06dd (j=11,6et4,7) 38,1
15a 1,63d (j = 16,3) 1,86 d (j = 14,3)
15b 146d (=163 | °** 1.77d (j = 14.3) 5338
16 - 82,8 - 81,5
17a 3,72d (j = 11,33) 670 | 411dd(j=108et46) 66.4
17b 3,62d (j =11,06) ’ 4,05dd (j = 10,8 et 4,6) ’
556 m 117,3 5,22 d (j =10,5 Hz) 119,0
19 - 171,3 - 171,5
20 0,86 s 14,0 0,87s 14,4
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2.1.2.8. ldentification du composé TAFs

Le composé TAFs se présente sous forme d’un melange de deux composés (TAF7 et
TAF?”) de proportion 1 :1. Ce mélange se présente sous forme d'une poudre amorphe
brunatre, il répond positivement au test de Dragendorff, caractéristique des alcaloides.
L analyse de son spectre de masse a impact électronique (EI-MS) exhibe des pics a m/z =
348,1 et 347,2 M* Correspondant aux formules moléculaires CzoH2s0s et CooH2oNO4
(Nishimura et al., 2006).

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques observées pour le composé
TAF7 avec celles obtenues dans le composé TAF7’, montre que ces deux composés ont le
méme squelette de base, a savoir le type kauranne. Aprés discrimination des signaux
observés sur les spectres protons et carbones, on observe précisément pour le composé
TAF7’ un méthine a on 3,90 (1H, dd, 10,9 ; 7,2 ; H-3). De plus nous pouvons observer la
présence dans TAF7’, d’un carbone quaternaire portant une fonction amide en position 19,
en remplacement de la fonction ester dans TAF7 et dont la position est justifiée sur son
spectre HMBC (Fig. 64) par la corrélation observée entre le proton oléfinique en position
18 a on 5,56 (1H, s, H-18) et le carbone quaternaire a oc 176,0 (C-19) (Nishimura et al.,

aug24-21.13.1.2rr Y
DJIKAM/DR.IQBAL/F12-B-EA9/CD30D
HMBC
20
v o | (0]

40
60

80

—
? TR -
H-18/C-19 L

T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)

f1 (ppm)

Figure 64 : Spectre HMBC (500 MHz/ CD3s0D) du composé TAFs.
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Au vu des résultats obtenus et par comparaison avec les données de la littérature, le
composé TAF7’ est identifié comme étant le tricalysiamide B, compose connu et

précédemment isolé du tronc de Tricalysia dubia (Nishimura et al., 2006).

Tricalysiamide B
(153)
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Tableau XIV : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz ; CD3s0D) de TAFs

comparees a celles de la littérature (Nishimura et al., 2005).

TAFs (CDsOD) Tricalysiamide B (CDsOD)
Position o (Jen Hz) oc ou(Jen Hz) oc
la 1,87 m 1,68 m
1 129 m 363 | 0971d (= 13.7; 40) 3638
2a 2.23d (j = 13.7) 2.14m
2b 1.3 m 30,9 147 m 30,7
3 [3.92dd(j=10,0et7.2Hz)| 608 |390dd(j=109et7.2Hz)| 589
4 n 1713 B 1673
5 213d(j=9,7) 50.0 183 m 49.0
6a 1,65 m 1,51 m
6b 1,38 m 231 1,46 m 22,3
7a 1,64 m 1,64 m
- 416 e 40,5
8 - 45.1 - 446
9 1314d(j = 8.6) 55.0 1154d (j = 8.8) 53.6
10 - 44.6 - 43.0
1la 1,67 m 1,71 m
11b 1.50 m 19,7 1,49 m 19,5
12a 1,68 m 1,87m
12b 1,49 m 264 147 m 26,4
13 2.04m 45.9 245d (2.9) 45.9
L4a | 1990d (=116etd?) | oo, | 205dd(j=1L4etd,]) 28
14b 1,69 m : 1,96 dd (j = 11,4 et 1,73) :
15a 1,62d (14,3)
15b 146 d (14.3) 538 1,85 d (14,3) 539
16 - 833 - 816
{72 | 4344d (=108et46) | oo | 4150d(=109et52) 564
17b | 417 dd (j = 10.8 et 4.6) : 4,06 dd (j = 10,9 et 5.2) !
18 556d(j=10,5Hz) | 117.0 5,83 d (j = 10,5 Hz) 117.8
19 - 175.7 - 1746
20 0845 151 0715 14.9
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Relatrve Abundance

2.1.2.9. Identification du composé TAF

Le composé TAFy est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. Il répond
positivement au test de Liebermann- Burchard, caractéristique des triterpenes. Son spectre
de masse ESI basse résolution (ESI-MS) en mode négatif exhibe un pic correspondant a
I'ion pseudo-moléculaire a m/z =455,5 [M-H] - ; Cette valeur est en accord avec la formule

brute C30H4g0s3 et présentant sept degrés d’insaturations.
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Figure 65 : Spectre de masse ESI-MS du composé TAFs.

L’analyse de son spectre RMN H montre cing signaux de méthyles angulaires
résonnant sous forme de singulet a on 0,76 (s, H-23) ; 0,96 (s, H-24) ; 0,86 (s, H-26) ; 0,95
(s, H-25) et 1,10 (s, H-27) ; et deux méthyles doublet a o4 0,88 (d, J = 7,5 Hz ; H-29) ; 0,84
(d, J=8,0 Hz ; H-30) (3H chacun. On observe également un signal a o 5,22 correspondant
au proton oléfinique H-12 ; un signal de proton méthinique hydroxylé a Jon 3,14
correspondant a H-3 de TAFg, un autre signal de proton méthinique a on 2,19 (1H, d, J =
7,5 Hz, H-18) caractéristique des triterpénes de type ursane (Chee et al., 1996).
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Figure 66 : Spectre RMN *H (500 MHz, CD3z0D) du composé TAFo.
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Figure 67 : Spectre de RMN H elargi (500 MHz, CDsOD) du composé TAFo.

Sur son spectre RMN *3C, on observe deux signaux de carbones éthyléniques a Jc
127,4 (C-12) et 139,0 (C-13) correspondant aux carbones de la double liaison A?; le signal
de carbone méthinique a Jc 79,4 correspondant au carbone 3 de TAFg. Dans les champs
faibles, on observe le signal d’un carbonyle a dc 180,0 correspondant au carbone 28 de notre

triterpene (Chee et al., 1996).
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Ainsi, I’analyse des spectres de RMN H, *C, COSY, HSQC et HMBC de TAFs a
permis d’attribuer tous les signaux de notre composé, et par comparaison avec les données
de la littérature, nous avons identifié celui-ci a I’acide ursolique, composé connu et

préecédemment isolé des feuilles de Trialysia niammensis (Chee et al., 1996).

Acide ursolique
(154)
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Tableau XV : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz ; CD30D) de TAFg

comparees a celles de la littérature (Chee et al., 1996).

TAF (CD3sOD) Acide ursolique (CDsOD)
Position o (Jen Hz) oc ou(Jen Hz) oc

0,92 m 0,94 m

1 145m 38,7 1,47 m 31,8
1,70 m 1,70 m

2 2,13 m 264 2,15m 27,1

3 3,14 dd (j=5,0et 10,0 794 3,09dd (j=5,0et 10,0 80.1

Hz) Hz)

4 - 39,3 - 40,0

5 0,75m 56,9 0,78 m 55,7
157m 1,27 m

6 14m 19,4 1,57 m 18,7
1,49 m 1,52 m

! 1.34m 319 158 m 326

8 - 40,1 - 40,0

9 1,55m 49,1 1,76 m 49,2

10 - 37,0 - 38,0
2,03 m 1,93 m

11 164 m 25,5 200m 22,8

12 522 m 127,3 5,55 m 129,4

13 - 139,0 - 141,0

14 - 42,1 - 42,0
1,93 m 1,92 m

15 109 m 29,3 107 m 29,1
1,55m 1,53 m

16 134m 34,3 133 m 34,5

17 - 49,1 - 49,1

18 2,19 m 55,8 2,02 m 56,0

19 1,56 m 49,0 1,32 m 471

20 - 31,0 - 30,9
1,34 m 1,20 m

21 155m 34,6 185m 35,9
1,49 m 2,17m

22 135m 31,8 229m 32,3

23 0,76 s 16,1 0,76 s 16,5

24 0,96 s 22,1 0,95s 21,7

25 0,95s 28,5 0,96 s 27,9

26 0,86 s 17,8 0,84 s 17,7

27 1,10 s 23,8 1,13s 23,3

28 - 181,8 - 180,1

29 0,88d (j=7,3Hz) 30,1 0,97d(j=7,5Hz2) 29,7

30 0,84d(j=8,1Hz) 18,0 0,86 d (j = 8,0 Hz) 18,3
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2.1.2.10. Identification du composé TAF1o

Le composé TAF1o est obtenu sous forme de poudre blanche, soluble au méthanol.
Il répond positivement au test de Liebermann-Burchard.

Son spectre de masse HR-ESI-MS, haute résolution présente le pic de I’ion pseudo-

moléculaire a m/z = 445,1963 [M+H] * conduisant a la formule moléculaire C3oHs20; soit

six degrés d’insaturations.
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Figure 68 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé TAF1o.
La comparaison des valeurs des déplacements chimiques observées pour le composé
TAF10avec celles obtenues dans le composé TAFy, montre que ces deux composés ont le
méme squelette de base, a savoir le type ursane ; a I’exception du signal d’un méthyle a Jn

0,85 (3H, s, H-28) sur le spectre proton, qui remplace la fonction carbonyle en position 28
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du triterpene (Fig. 68). L’observation du signal de protons hydroxylés résonnant a ox 3,63
(2H, m, H-30) dans le spectre proton qui correle sur le spectre HSQC avec le carbone a dc

65,9 révele la présence d’un hydroxymethyle qui remplace le Me-30 dans le composé TAFo.
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Figure 69 : Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D) du composé TAFio.
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Figure 70 : Spectre HSQC (500 MHz, CDs0D) du composé TAFo.
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Ainsi, I’analyse des spectres RMN 'H, 3C, HSQC et HMBC de TAF1o a permis
d’attribuer tous les signaux du composé, et par comparaison avec les données de la
littérature, nous avons identifié celui-ci au rubrinol, composé connu et précedemment isolé
des feuilles de Plumeria rubra (Akhtar et al., 1994).

Rubrinol
(155)

111



Tableau XVI : Données de RMN (*H, 500 MHz et *C, 125 MHz ; CDs0D) de TAF1o

comparees a celles de la littérature (Akhtar et al., 1994).

TAF10 (CD30D) Rubrinol (CD3OD)
Position o (Jen Hz) oc on (J en Hz) oc

1,02 m 0,94 m

1 1,64 m 38,3 1,47 m 37.8
1,95 m 1,70 m

2 20m 26,4 215m 27,1

3,09dd (j=5,0et

3 3,13 m 79,4 10,0 Hz) 80,1

4 - 39,3 - 40,0

5 0,74 m 56,0 0,78 m 55,7
1,42 m 1,27 m

6 154m 19.3 157m 18,7
1,54 m 1,52 m

! 132m 34,3 158m 32,6

8 - 40,1 - 40,0

9 155m 491 1,76 m 492

10 - 37,0 - 38,0
1,94 m 1,93 m

11 202m 24.3 200m 22.8

12 524 m 126,9 5,55 m 129.4

13 - 139,8 - 141,0

14 - 41,9 - 42.0
1,94 m 1,90 m

15 108 m 29,5 11m 29,1
1,54 m 1,57 m

16 134m 34,6 136 m 34,5

17 - 49.0 - 491

18 2,2m 54,8 2,02m 56,0

19 1,02 m 48,1 1,32 m 47,1

20 - 31,0 - 30,9
1,35m 1,20 m

21 154m 35,9 185m 35,9
1,95 m 2,17 m

22 105 m 34,7 229m 32,3

23 0,76 s 16,3 0,76 s 16,5

24 0,94 s 21,4 0,95s 21,7

25 0,97 s 28,7 0,96 s 27,9

26 0,86 s 17,8 0,86 s 17,7

27 1,12 s 24,0 1,10 s 23,3

28 0,85s 18,4 0,87 s 18,5

29 0,97d (j = 8,5 Hz) 28,9 0,97d (j=7,5Hz) 29,7

30 3,63m 66,2 3,67 m 65,5
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2.1.2.11. Identification du composé TAF11

Le composé TAF11 est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. Il répond

positivement au test de Liebermann-Burchard, caractéristique des triterpenes. Son spectre

de masse LC-ESI-MS basse résolution, en mode positif présente un pic correspondant a

Iion pseudo-moléculaire a m/z =443,3373 [M+H] *. Cette valeur est en accord avec la

formule brute C3oHs00: et présentant six degrés d’insaturations.

X108

B

1+ [M+H]* S M
377.2688
1+
355.,2853
1+ 1+
3993106 4433373
1+
4873638
1+
531.3908
1+
5754177 1+
‘ 6073166
|
4 “ Il I-u i, U,T...-:_\.l.n,\\."u“‘tu'uIA.\!-.‘.: L'm‘; "‘\ iy .]‘._ il _“ l;\l —-—
400 450 500 550 600 mz

Figure 71 : Spectre de masse LC-ESI-MS du composé TAF11.

L’analyse de son spectre de RMN H met en évidence sept signaux de méthyles
résonnants sous forme de singulet a 610,98 (s, H-23) ; 0,80 (s, H-24) ; 0,94 (s, H-25) ; 0,92
(s, H-28) ; 1,32 (s, H-27) ; 0,78 (s, H-26) et 1,18 (s, H-29) et un methyl doublet a 61 0,91
(d, H-30, J = 6,3 Hz) caractéristique d’un triterpéne pentacyclique de type ursane (Ibrahim

et al., 2012). Sur ce méme spectre on observe le déblindage du proton a Jn 5,27 (s, H-12)

suggérant la présence d’une double liaison. On observe également un signal de proton

méthinique portant un atome oxygéné a on 3,03 (1H, dd, J=9,5; 3,5 Hz ; H-3) caractéristique

d’une fonction alcool secondaire (Chen et al., 2010).
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Figure 72 : Spectre RMN *H (500MHz, CD30D) du composé TAFi;.

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques observées pour 1’aglycone
de TAF: avec celles obtenues dans le composé TAF11, montrent que ces deux composés
partagent le méme aglycone a savoir le a -amyrin (34-19a-hydroxy ursan-12-ene).

Une analyse approfondie des expériences de RMN 1D et 2D de TAF11 nous a permis
d’attribuer tous les signaux des protons et des carbones de TAF11 ; par comparaison avec
les données de la littérature nous avons identifié celui- ci au 19a- hydroxy-a- amyrine
(Akbar et Malik, 2002).

0

19¢a- hydroxy-a- amyrine

(156)
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Tableau XVII : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz ; CD30D) de TAF1

comparées a celles de la littérature (Akbar et Malik, 2002).

19¢a- hydroxy-a- amyrine

TAF1 (CDsOD)
(CDsOD)
Position on (J en Hz) oc oH (J en Hz) oc

1,72 m 1,76 m
! 1,62m 39,2 1,60 m 38,1

1,75 m 1,81 m
2 1,62 m 26,9 1,68 m 268
3 3,05m 90,1 [3,09dd(j=5,0et10,0Hz) | 90,7
4 - 40,3 - 40,1
5 0,79 m 57,1 0,78 m 57,1
6 1,54 m 20,0 1,52m 19,3
7 1,57 m 33,8 1,51 m 33,6
8 - 41,0 - 41,3
9 1,69 m 48,5 1,67 m 48,7
10 - 39,9 - 39,7
11 1,95 m 25,0 1,93 m 24,6
12 527m 129,6 527m 129,3
13 - 140,4 - 140,2
14 - 42,5 - 42,3
15 0,99m 29,2 1,0m 29,5

1,81 m 1,83 m
16 130 m 26,7 132 m 26,9
17 - 42,5 - 42,9
18 2,50 m 55,5 2,51m 55,1
19 - 73,8 - 73,7
20 1,34 m 43,4 1,33 m 42,9
21 1,22 m 27,4 1,31 m 28,2

2,17m 1,70 m
22 229m 34,2 35,8
23 0,99 s 28,4 0,98 s 28,3
24 0,79 s 17,6 0,80s 17,1
25 0,93s 16,7 0,94 s 16,1
26 0,79 s 17,7 0,78s 17,3
27 1,33s 24,7 1,32s 24,6
28 0,92s 16,3 0,92s 16,4
29 1,195 27,2 1,18s 27,0
30 0,91d(J=6,3Hz) 16,5 0,96 d (J =6,2 Hz) 17,0
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2.2. Etude phytochimique des feuilles de Tricalysia oligoneura S. Schum

L’étude phytochimique des feuilles de Tricalysia oligoneura S. Schum nous a permis
d’isoler dix composés parmi lesquels trois sont nouvellement décrit dans la littérature.
L’élucidation structurale de ces composés a éte réalisée grace a une analyse approfondie des
spectres de RMN 1D (*H, *C) et 2D (COSY, NOESY, HSQC et HMBC), couplée a la

spectrométrie de masse.

2.2.1. Extraction, fractionnement et purification des composes

Nous avons travaillé sur les feuilles de T. oligoneura (900g). Ces derniéres ont été
séchées, broyées et macerées a trois reprises pendant 72h, avec le MeOH (3L). A la fin des
extractions par macération, les filtrats ont été regroupés et évaporés a sec a 1’aide d’un
rotavapor de type BUCHI afin d’obtenir un extrait brut de 35 g. Par la suite, une partie de
cet extrait brut (20 g) a été soumise a une chromatographie sur colonne de gel de silice (CC)
et éluée au gradient CH2Cl./MeOH (100/0 a 0/1 v/v), donnant 189 fractions qui ont été
combinées en sept principales fractions (indexées A a G) apres analyse sur chromatographie

sur couche mince.

La purification des fractions par différentes méthodes chromatographiques a permis
d’isoler dix composeés. Le schéma ci-dessous présente les différentes étapes d’isolement des

composés de T. oligoneura.
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Poudre des feuilles de
Tricalysia oligoneura (900 g)

Macération 100% MeOH

Pendant 72 h a température

Extrait brut de TOF ambiante
(20 9)
CC SiO;
{ CHCI2/MeQOH (100/0 a 0/1 ; v/v)
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Fa Fs Fc Fo Fe Fr Fe
(3,42 9) (0,36 g) (0,49 g) 0,73 9) (1,43 9) (1,19) (0,78 g)
. CC SiO;
C%S'zi o 4—— CH,Cl/MeOH (20/0 &
P 0‘8)/‘0%5 _ CCSi0; flash 0/1; v/v)
(/ ) a ' n-Hex/ AcOEt | | |
V/V . .
(9/1; /1 ; v/v) - = = Frs
v CH.Cl2/MeOH
~\ \
(20/1a0/1; viv
TOF7 TOFe Recristallisation
SO, ) B, |_"_| dans I’acétone
Fc1 Fc2 l * l | TOFs
(87,3 mg) (47,0 mg) (19,7 mg)
CC SiO; Fe Fe1
CH.Cl/MeOH ———®v (98,0 mg) (40,0 mg) HPLC en phase
(100/0 & 0/100 ; 1 T inverse
v/v) MeOH/ H,0
TOFR TOFo v A (20/80 ; viv ; tr
(6,8 mg) (4,3 mg) TOF; TOFs |21,2min
(9,4 mg) (17,0 mg)
CC SiO; flash n-Hex/AcOEt
(100/0; 0/ 100; v/v) %
\ 4
Fo1 Fp2 Fps
CC SiO, (103 mg) (102 mg) (197 mg) CC SiO;
CH,Cl/MeOH___, CH,Clo/MeOH
(30/140/1 ; v/v) v (20/0 & 0/1; v/v)
TOFS A \ 4
(20,0 mg) Daa Dab
(17,0 mg) (32,0 mg)
LH-20 (100% MeOH) s LH-20 (100% MeOH)

TOF:2
(8,1 mg)

Schéma 9: Protocole d’extraction et d’isolement des composés de feuilles de Tricalysia oligoneura.
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2.2.2. Caractérisation des composés isolés

2.2.2.1. Détermination structurale du composé TOF:

Le composé TOF1 est obtenu sous forme d'une poudre blanche amorphe. Il répond
positivement au test de Lucas, caractéristique des alcools. L'analyse de son spectre de masse
LC-ESI-MS en mode positif exhibe le pic de I’ion pseudo-moléculaire a m/z = 441,3362

[M+H]* et conforme a la formule C29Hg0Ox.

AB7 3427

[M+H]*

480 2480

A0 3480

4302210
LJL‘“ 1O6 J i
3130 3447 427 2424 467.2142 600 3233 n4ad a1y 6O ! 3661
Ay Pl s - A0S 3141 R ”H‘.IJ J I M LL».'H 3629 h J noB ana L bl m:‘»l,'.
Ve apopepapaigap .Jwﬂ.al:w::m‘..!,,4.,‘JMA¢.,..L,I}4.«.»-.4J TRV N ulj.u.,h‘lll..,‘:.. JL]‘L.,.,.,JJ L | ....ulu«l.-.;,.\«..‘ lw, ]1u|l,.~w‘.,4,bl.u..,u.ww.‘ onpiial .,..,.,N..lew.,:.
Va0 o 400 420 400 ano . 820 Ha0 sB0 an0 woo B0

Figure 73 : Spectre de masse LC-ESI-MS du composé TOF1.

L’analyse du spectre RMN 'H de TOF: présente un signal large dans la plage de Jx
1,25-1,74 (2H, m, groupe CHy) et un triplet 2 0,89 (3H, t, J = 6,7 Hz, groupes Me terminal,
Me-29) attribués a une longue chaine aliphatique. La présence d’un méthine oxygéné a on
3,47 dans le composeé TOF1 est en accord avec la structure d'un alcool (Sharma et al. 2014
: Khedr et al., 2018). Aussi, en accord avec la structure précitée, nous avons observe le pic
caractéristique d'un oxyméthylene terminal a on 4,03 (H-1) corrélé dans le spectre HSQC

avec un carbone a dc 64,7.
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Figure 74 : Spectre RMN *H (500 MHz, CD3z0D) du composé TOF;.
Le spectre de RMN *3C révéle la présence des signaux a dc 72,7 (C-10); 64,7 (C-1) attribuables a
un méthine oxygéné dans la chaine et a un méthylene oxygéné terminal respectivement et confirmant le
squelette d’un alcool (Natori et al., 1994; Rho et Kim., 2005; Sharma et al., 2014).

L’analyse de son spectre HSQC (Fig. 75) nous a permis de fixer chaque proton au carbone
correspondant. Nous avons notamment les taches de corrélations entre le proton a on 3,47 (H-10) et le
carbone d’un méthine oxygéné a oc 72,3 (C-10); entre un oxyméthyléne a on 4,03 (H-1) qui corréle avec
son carbone a dc 64,7 (C-1); également les protons caractéristiques d’une longue chaine aliphatique a o
1,25-1,60 et leur carbone a oc 30,5.
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Figure 75 : Spectre HSQC (500 MHz, CD3s0D) du composé TOF;.

Les assignations de divers protons et carbones dans les spectres RMN ont été faites sur la base
d'expériences H-tH COSY (Fig. 76) et HMBC (Fig. 77). Le spectre COSY révéle entre autre le couplage
entre le méthine oxygéné a on 3,47 (H-10) avec le méthyléne a on 1,40 (H-11); entre 1’oxyméthyléne
terminal a on 4,03 (H-1) et le méthyléne a on 1,25 (H-2). Les données spectrales de TOF sont presque
identiques au nonacosane-10-ol (Naz et al., 2013) a I’exception que sur le spectre de TOF1 on observe

un oxyméthylene, ce qui laisserait penser qu’un des deux méthyles du nonacosane-10-ol aurait €té oxydé.

Les positions des groupes hydroxyles ont été confirmées grace au spectre HMBC dans lequel le
signal du proton methylénique a on 1,27 (H-2) montre des corrélations avec le signal de carbone de
I'oxymeéthine a oc 64,7 (C-1) ; Le signal du proton méthylénique a on 1,38 (H-11) présente une corrélation
avec I’oxyméthyléne a oc 72,3 (C-10).
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Figure 76 : Spectre COSY (500 MHz, CD3s0D) du composé TOF1.
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Figure 77 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D) du composé TOF.
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La formule moléculaire a été confirmée par les pics d'ions fragments a m/z = 409 ;
253 ; 173 ; 297 et 422 dans son spectre UPLC (schéma 9).

OH

W\/\)\/\(CHz)»]GCH:;

m/z= 409

+

l \(CHz)mCHal

-CH,OH -CﬂHy miz= 253

OH +
HO A~ o~~~ A~ oH
(CH2)16CH3  —— HO\/\/\/\/\)
m/z= 440
m/z= 173
H,O
OH °+ o+
HO A S ASSNIN
l\/\(CH2)16CH3 (CH2)16CH3
m/z= 297 m/z= 422

Schéma 10 : Schéma de fragmentation de masse de TOF;.

o

M4

Figure 78 : Pics des ions fragments issus du clivage du composé TOF; (UPLC)

La configuration relative de TOF1 a été déduite de I’analyse de son spectre NOESY
(Fig. 79) ou on observe les corrélations entre H-10 (6w 3,48) et H-13 (on 1,27) et entre H-
28 (o1 1,31) et H-29 (Jn 0,89) ; ce qui indique que les protons sont orientés du méme co6té

Ainsi, la stéréochimie relative déduite pour le stéréo-centre C-10 est présumée étre 10S* en

122



comparaison avec les données de la littérature (Naz et al., 2013) et du pouvoir rotatoire[o]p?>

=+71.3 (c 0,1 MeOH) de TOFx:.

OH
HO . 2 N

10 29

Figure 79: Correlations NOESY du composé TOF;.
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Figure 80: Spectre NOESY (500 MHz, CD30D) de TOF;.

Au vu des résultats obtenus, la structure du composé TOF1 a été élucidée comme

étant le nonacosane-1,10-diol, nouveau composé naturel.

OH

R N O N N N N
10

Nonacosane-1,10-diol
(157)

29

f1 (ppm)

123



Tableau XVIII : Données de RMN (*H, 500 MHz et *C, 125 MHz ; CD30D) du

composé TOF1

TOF:1 (CDsOD)
Position
on (J en Hz) oc
1 4,04-401m 64,7
2 1,29-1,27 m 26,7
3-7 1,29-1,27m 30,5
8 1,41-1,39 m 26,7
9 1,43-1,41m 38,2
10 3,47m 72,3
11 1,41-1,40 m 38,3
1,37-1,35m
12 1,57-1,55m 26,7
1,41-1,39 m
13-26 1,29-1,27 m 30,5
27 1,29-1,27 m 32,6
28 1,29-1,27 m 23,5
29  |0,89t(j=6,5Hz) | 14,0
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2.2.2.2. Détermination structurale du composé TOF2

Le compose TOF2 est isolé sous la forme d'une poudre blanche amorphe. L'analyse
de son spectre de masse HR-ESI-SM en mode négatif exhibe un ion quasi-moléculaire a m/z
680,6154 [M-H] ", conforme & la formule C42Hg3NOs (calculée pour Cs2HgaNOs : 681,6192)
avec deux degrés d'insaturations. Son spectre IR révéle la présence d’un groupe amino N-H
(3331 cm™), de groupes hydroxyle (3350 cm™), amide (1622 et 1544 cm™) et méthyléne
(722 cm™) dans la molécule. On observe également une épaule (1067 et 1022 cm™) a une
fréquence plus élevée traduisant les vibrations de déformation d’un carbonyle suivie d’une
bande a 964 cm, qui caractérise une double liaison trans carbone-carbone (Natori et al.,
1994).

[M-H]
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Figure 81 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé TOF-.

L’analyse du spectre de RMN *H de TOF: présente un signal large dans la plage de n 1,25
1,74 (2H, m, groupe CH>) et un triplet a 0,87 (6H; J = 6,7 Hz, représentant deux groupes
Me terminaux (Me-26 et Me-16")) attribuable a deux longues chaines aliphatiques. Un signal
a 0n 5,39 (2H, m) caractéristique d’une double liaison de protons oléfiniques (Natori et al.,
1994). Ainsi, parmi les deux insaturations de TOFz, I'une d'elles pourrait sans ambiguité
étre attribuée a la double liaison oléfinique et la deuxiéme a la fonction amide. Enfin, la
présence de trois méthines oxygénées (on 3,50 ; 3,54 et 4,02) dans le composé TOFzest en
accord avec la structure d’une céramide (Sharma et al. 2014 ; Khedr et al., 2018). Nous
observons egalement le pic caractéristique d'un oxyméthyléne a on 3,77 (H-1) et le pic d’un
méthine lié¢ au NH de I’amide a on 4,09 (H-2) (Khedr et al., 2018).
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Figure 82 : Spectre de RMN H (500 MHz, CDs0OD/ CDCls) du composé TOF-.

Le spectre de RMN *3C révele un signal d’un carbonyle & dc 178 et un signal & dc 52,6
(C-N) confirmant la présence d'un groupe amide (Khedr et al., 2018). On observe également
deux signaux a oc 131,1 et 131,0 attribuables aux carbones oléfiniques ; trois signaux de
méthines oxygénés a oc 72,7 (C-2’) ; 73,0 (C-4) et 75,8 (C-3) ; et un signal de méthyléne
0Xygéné a oc 61,9 (C-1) confortant le squelette d’une céramide (Natori et al., 1994; Rho et
Kim., 2005; Sharma et al., 2014).
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Figure 83 : Spectres de RMN **C (125 MHz, CD30D/ CDCls) du composé TOF..

L’analyse de son spectre HSQC (Fig. 84) nous a permis de fixer chaque proton au
carbone correspondant. Nous avons notamment les taches de corrélations entre le proton
oléfinique a o1 5,39 (H-18’) et le carbone oléfinique a oc 131,1 (C-18”), entre les protons et
les carbones des trois méthine oxygénés a on 3,50 ; 3,54 ; 4,02 et oc 73,0, 75,8 et 72,7
respectivement ; entre un oxyméthyléne a on 3,77 (H-1) qui corréle avec un carbone a oc
61,9 ; également le pic d’un méthine li¢ au NH de I’amide a on 4,09 (H-2) et oc 52,6 (C-2).
Nous pouvons également observer la corrélation entre les protons caractéristiques d’une
longue chaine aliphatique a J+ 1,25-1,60 et leurs carbones a Jc 23,6- 30,8.

127



MMMMM

July25-21.4.1.2rr
DJIKAM/DR.IQBAL/TAT-76 / CD30D+CDCL3
DEPT-HSQC

] H2 /C>

.

Hi7-Hos4 /C17’-C24

% H,: /Cy

W

H4/C4

Hs/Cs

H3/Cs

Hi1/C11

H1/Cy

H10/C1o0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 038

Figure 84 : Spectre HSQC (500 MHz, CD30D/ CDCl3) du composé TOF.
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Les assignations de divers protons et carbones dans les spectres RMN ont été faites
sur la base d'expériences COSY (Fig. 85) et HMBC (Fig. 86). Le spectre COSY révele entre

autres les couplages 23Jun, celui du méthine lié a l'azote & on 4,09 (H-2) avec

I'oxyméthyléne a on 3,76 (H-1) et I’oxyméthine a on 3,54 (H-3) d’une part, mais également

d’autre part, avec le proton de l'azote a o+ 7,69 (NH). Les positions des groupes hydroxylés

ont été confirmées grace au spectre HMBC dans lequel le signal du proton de I'oxyméthine

a on 3,54 (H-3) montre des corrélations avec le signal de carbone a dc 73,0 (C-4). Le signal

du méthine a on 4,09 (H-2) présente des corrélations avec le carbonyle a oc 178,0 (C-1'). De

plus, la corrélation HMBC entre le signal protonique a Jn 4,09 (H-2) et le carbonyle a dc

178,0 (C-1") confirme la présence d'une longue chaine latérale d'acide gras a-hydroxylé

(Rho et al., 2005).
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Figure 85 : Spectre COSY (500 MHz, CD30D/ CDCl3) du composé TOF-.
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Figure 86 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D/ CDCl3) du compose TOF».
Le spectre de masse, effectué a I’issue de la méthanolyse de TOF2, montre le pic de
I'ion pseudo-moléculaire a m/z 284,1 [M-H] reconnu comme 1’unité d’ester de méthyl

d’acide gras (EMAG) : le 2-hydroxy-hexadécanoate de méthyle. Ceci permet de conclure
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que la longue chaine d’acide gras (LCAG) de la céramide TOF: est constituée de 16 atomes
de carbones tandis que la longue chaine basique (LCB) de I’unité sphingosine renferme 26

atomes de carbones avec une liaison oléfinique.

Le positionnement de la liaison oléfinique dans la chaine latérale a été déduit de
I'analyse du spectre de masse du dérivé a-méthylthiolé correspondant, aprés réaction de la
céramide avec le diméthyldisulfure (DMDS), qui fournit un fragment facilement
reconnaissable aprés bombardement électronique (Schéma 11). La réaction de
dérivatisation a conduit a un dérivé méthylthiolé, dont le spectre de masse montre un
fragment & m/z 112 (clivage C-18 et C-19) indiquant la présence d’une double liaison

séparée par trois ou plusieurs groupes methylénes.
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Schéma 11 : Schéma de fragmentation possible du composé TOF.
De plus, la formule moléculaire a été confirmée par les pics d'ions fragments a m/z =
112 [M- CasHe7rNOs]* ; 125 [M- CasHesNOs]™ ; 255 [M- Ca7HsoNO4]™ ; 284 [M-
C26H52NO3]"; 301 [M- C2sHs003] " ; 426 [M- C16H3102]" ; et dans son spectre IE-MS (Fig.
78). La longue chaine basique 1,3,4, trihydroxylée a été confirmée par la présence de 1’ion
m/z = 426 (C26H52NO3).
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Figure 87 : Pics d’ions fragments issus du clivage du composé TOF; (IE-MS).

Les observations precédentes ont été renforcées par I’analyse du spectre HMBC
(Fig. 88) : des pics croisés du proton oléfinique a o 5,39 avec les atomes de carbone a dc
33,4 (C-17 et C-22) d'une part, et d'autre part entre des protons de méthylenes adjacents,
insaturés a on 1,95 et 2,02 avec le carbone oléfinique a dc 131,5. La double liaison a été
déterminée comme étant trans, selon les déplacements chimiques des carbones allyliques a
oc 33,4 (Ngono et al. 2011 ; Dos santos et al., 2012). Les déplacements chimiques de TOF,
comparés aux données déja rapportées des sphingolipides naturels (Khedr et al., 2018) ont
montré des similitudes qui confirment que TOF2 est une céramide.
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Figure 88 : Spectre HMBC (500 MHz, CD30D/ CDCls) du composé TOF-.

HMBC 7~ X\ COSY v

Figure 89 : Principales corrélations COSY et HMBC du compose TOF»,

Quant a la stéréochimie des centres chiraux, elle a été établie aprés comparaison avec
des composés analogues (Honda et al., 1991; Khedr et al., 2018; Ramos et al., 2006;
Christophe et al., 2008; Sandjo et al., 2008; Dos Santos et al., 2012). Les corrélations
NOESY (Fig. 90) observées entre H-2 (dn 4,09) et H-3 (on 3,54) et aussi entre H-2 (61 4,09)
et H-1 (0w 3,74) indiquent que ces protons sont orientés du méme coté de la molécule. Ainsi,
la stéréochimie relative déduite pour les stéréocentres C-2, C-2 ', C-3 et C-4 est préesumee
étre respectivement 2S*, 2'R*, 3S*et 4R* et cela justifie ainsi la présence d'une base longue
chaine et d'un acide gras a longue chaine a-hydroxylé dans le composé TOF2. De plus,

I’activité optique [a]}' =+ 18,2 (c 0,1 MeOH) corrobore cette stéréochimie.
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Figure 90: Spectre NOESY (500 MHz, CDs0D/ CDCI3) de TOF.

En conclusion, le composé TOF: a été établi comme étant (2R*,2'R*,3S*,4R*,18E)-N-

[2'-hydroxyhexadecyl]-2-aminohexacosa-18-ene-1, 3, 4-triol (171), pour lequel le nom trivial

oligoneuramide a été proposé.

NH OH
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Tableau XIX : Données de RMN (*H, 500Mz et 3C ,125MHz ; CD30D/ CDCls) du
composé TOF-.

TOF2 (CD3OD/ CDCls)
Position on (J en Hz) oc
1 374 m 61,9
409ddd ( j=40.
2 7.9 ;(81,0) 514
3 354-352m 7538
2 3,50 - 3,48 m 73.0
165-1,63m
S 138-136m 32,7
159-157m
6 137-1.35m 268
7-16 129-1.26m 208
17 200-1,95m 334
18 539 m 1315
19 5,39 m 131,2
20 200-1,95m 334
21-23 126-128m 208-305
24 126-124m 328
25 127-125m 236
26 0,87 m 14.4
NH 768m i
I i 176.8
> | 402dd(j=30.65) | 727
, 174 m
3 1,60 - 1,58 m 356
, 1,60 - 1,58 m
4 140-138m 258
513 126-1,28m 208-305
14 126-1.24m 328
15 127-125m 236
16 0,871 (] = 6.5) 14.4
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2.2.2.3. Détermination structurale du composé TOF3

Le composé TOFs est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. 1l répond

positivement au test de Liebermann- Burchard, caractéristique des triterpenes. Son spectre de

masse par ionisation par électrospray haute résolution (HR-ESI-SM) en mode positif exhibe

un pic correspondant a I’ion pseudo-moléculaire a m/z 649,4762 [M+H] *. Cette valeur est en

accord avec la formule brute C3sHssNO7 (calculee pour C3gHesNO7 : 649,4917).

48470
100- =1
=
20
85-
% [M+H]
70
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60 614 3483
z=1
55= 609 3330
&5
40 5013520
= =1 6494762
3% z=1
. ‘5‘3335‘ 663 3533
25 008 2435
A =1 8153514
20 S z=1 630 3432
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Figure 91 : Spectre de masse HR-ESI-SM du compose TOFs.

L’analyse de son spectre de¢ RMN *H met en évidence huit signaux de méthyl a Jx
0,95 (s, H-23) ; 0,76 (s, H-24) ; 0,92 (s, H-25) ; 0,93 (s, H-30) ; 0,80 (s, H-28) ; 1,15 (s, H-
27) ; 0,84 (s, H-26) et 0,89 (s, H-29) (3H chacun, s) qui corrélent sur le spectre HSQC avec
les carbones a oc 28,4 ; 17,6 ; 15,8 ; 23,9 ; 17,0 ; 26,2 ; 17,2 et 33,4 respectivement,

caractéristique d’un triterpéne de type oléanane (Adesina et al., 1985).

135



JULTOSLOL Y147 LD NONOVONLMOTMATOONIONTONTAOINT HTONMAOOAOT OONLMO =N
DI %R.Q&Lﬁﬂ\ sAbIBP0 L L VOV T LT HOOPRERNNLOIINMINYT MMMANAACQO0 00 QNN
IHLnﬂ' T OTMmMmoOOmmmnnmmmmnmmmnm oMM AHA A A A A A A A A HrH A A A A A O [cNeoleoNe)
[ — s S e e e |~
H-2"
> -
H_6’ H'3 H27

N\

H-18

H-12

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.
f1 (ppm)

Figure 92 : Spectre RMN *H global (500 MHz, CD3OD) du composé TOFs.
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Figure 93 : Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D) du composé TOF3; montrant les méthyles

angulaires.
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Figure 94 : Spectre HSQC (500 MHz, CD30D) du composé TOFs montrant les méthyles

On observe également sur son spectre de RMN *H un signal a 61 5,23 (brs, H-12),

correspondant au proton oléfinique H-12, un signal de proton methinique a 6+ 3,10 (dd, J =

T
2.0

T T
1.9 1.8

T
1.7

T
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angulaires.

7,6 Hz, H-3) correspondant a H-3 de I’aglycone.

Sur son spectre de RMN 3C, on observe deux signaux de carbones éthyléniques a

dc 123,7 et 140,2 correspondants aux carbones de la double liaison A*2, un signal de carbone

méthinique a dc 90,9 correspondant au carbone 3 de I’aglycone.

T T T
0.8 0.7 0.6

f1 (ppm)
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Figure 95 : Spectre de RMN *3C (125 MHz, CDs0D) du composé TOFs.
Ainsi, I’analyse des spectres de RMN 14 13C, Ccosy, HSQC et HMBC de TOFz a

permis d’attribuer tous les signaux de I’aglycone, et par comparaison avec les données de

la littérature, nous avons identifié celui-ci a la - amyrine.

2 COSY:

3
Sous structure 1

L’observation des signaux de carbone resonnant a dc 89,6 (C-3) et oc 176,0 (C-28)
montre que TOFs3 est un dérivé 3-mono-osidique de - amyrine ayant une chaine osidique
attachée respectivement en C-3 au moyen d’une liaison éther (Adesina et al., 1985).

Le sucre de TOFs3, a été déterminé comme étant le monosaccharide D-GICNAC par
hydrolyse acide suivie d’une analyse par chromatographie en phase gazeuse et par
comparaison avec les échantillons authentiques du laboratoire. Le solvant d’élution utilisé
est le CHCl3- MeOH- H20 (8-5-1) (Chaabi et al., 2010).
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L’analyse du spectre HSQC de TOF3 permet de distinguer un signal de proton
anomérique resonnant a 6+ 4,42 (d, J = 10 Hz, H-1") corrélant avec le signal d’un carbone a

oc 104,9 ; ce qui prouve la présence d’un sucre.

N

JULY08-21.4.1.2rr k75
DJIKAM/DR.IQBAL/TAR.65/CD30D
HSQC

80
r85
F90
95
r 100

= 105

110
F115

H-1°/C-1°

1 (ppm)

125

130

135

F140

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 4.75 4.70 4.65 4.60 4.55 4.50 4.45 4.40 435 430 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90
2 (ppm)

Figure 96 : Spectre HSQC élargi (500 MHz, CD30D) montrant le signal de 1’anomere du
composé TOFs.

Tous les protons des sucres ont été identifiés par une analyse approfondie des
spectres COSY, HSQC et NOESY. Leurs carbones correspondants ont été, quant a eux,
attribués sur la base des corrélations observées sur le spectre HSQC et confirmé par le
spectre HMBC.

Le proton anomérique a Jn 4,42 a été attribué a une unité de b-GIcNAc. Cela a été
confirmé par la corrélation observée dans le spectre HMBC entre le signal a on 4,42 et le
carbonyle a oc 173,4 (NHCOCH:) en accord avec les données de la littérature (Adesina et
al., 1985).

Les données spectrales ci-dessus indiquent que le sucre identifié a savoir GICNAc,
est sous sa forme pyranosyle. (Tableau 20).
La configuration S a été attribuée au proton anomérique de GICNAc sur la base de

sa constante de couplage 3Jn-1, 1-3 qui est de 7,3 Hz.

L’analyse des spectres HMBC et NOESY nous a permis de déterminer le point de

jonction du sucre sur I’aglycone ainsi que les liaisons interglycosidiques.
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L’observation dans le spectre RMN 3C d’un signal de carbone a Jc 90,9 (C-3)
indique que TOFs3 est un dérivé mono-osidique de - amyrine ayant un sucre attaché en C-

3 de I’aglycone au moyen d’une liaison éther.

La corrélation observée dans le spectre HMBC entre le signal a on 4,42 (H-1" de
GIcNHAC) et le carbone & 6c 90,9 (C-3 de I’aglycone) suggére que le GICNHAC est lié a la
génine en position 3 ; cette liaison est confirmée par la corrélation observée sur le spectre
NOESY entre les signaux on 4,42 (H-1°GlcNHAC) et o1 3,10 (H-3 de I’aglycone).
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Figure 97 : Spectre HMBC (500 MHz, CDsOD) du composé TOFs montrant le point de
jonction.
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Figure 98 : Spectre NOESY élargi (b) (500 MHz, CD30D) du composé TOFz montrant le

point de jonction.
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Figure 99 : Corrélations HMBC (a) et NOESY (b) du composé TOFs,
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Au vu des résultats obtenus, la structure du composé TOFs3 est élucidée comme étant
la f-amyrine 3-[O-2-acetamido-2-deoxy]-A-D-glucopyranoside, composé nouveau naturel

auquel nous avons donné le nom trivial d’oligoneurine.

Oligoneurine
(159)
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Tableau XX : Données de RMN (*H, 500Mz et $3C, 125MHz ; CDsOD) du composé
TOF3 comparées aux données de ’acide oléanolique (Adesina et al., 1985).

TOF; (CD30OD) Acide oléanolique (CD3OD)
Position on(denHz) | 4oc | HMBC(H—C) on(JenHz) | oc
Aglycone
0,82 (1H, m _ . .
1 134 §1H, mg 33,9 C-2;C-10;C-5 0,80;1,34m 38,5
1,65 (1H, m _
2 217 ng, mg 26,7 1,74:217m 26,2
3 3,10 dd (7.6) 89,6 C-1;C-2;C-3 3,24 dd (7,6) 89,1
4 - 40,1 - 39,1
5 0,74 (1H, m) 56,8 0,72m 55,7
1,27 (1H, m _
6 1’58 ElH, mg 24,0 1,27 ;1,47 m 18,4
7 1,44 (1H, m) 33,4 1,27 ;1,44 m 33,2
8 - 37,5 - 39,6
9 1,57 (1H, m) 46,0 1,59 m 47,9
10 - 40,5 - 36,9
11 1,85(1H, m) 24.4 1,86 ;2,09 m 23,6
12 5,23 (1H, m) 129,3 5,64 m 122,3
13 - 140,2 - 144,7
14 - 42,3 - 42,1
1,05 (1H, m .
15 212 ElH, mg 28,9 1,05;2,12m 28,1
1,85 (1H, m .
16 195 ElH, mg 34,0 1,85;1,95m 23,7
17 - 37,9 - 46,6
18 2,86 (1H, m) 42,6 3,27 m 41,9
1,26 (1H, m _
19 180 ElH, mg 47,2 1,26 ;1,80 m 46,4
20 - 31,5 - 30,9
1,20 (1H, m _
21 143 ElH, mg 33,9 1,20 ;1,43 m 34,1
1,81 (1H, m _
22 203 ng’ mg 34.9 1,81:2,03m 33.2
23 0,76 (3H, 9) 28,4 C-3; C-24 1,18s 28,1
24 0,95 (3H, 9) 17,6 C-3; C-23 0,97 s 16,9
25 0,92 (3H, 9) 23,9 C-9; C-8 0,76 s 15,4
26 0,84 (3H, 9) 17,5 0,97 s 17,3
27 1,15 (3H, s) 26,2 C-15 1,28's 26,1
28 0,80 (3H, 9) 17,1 C-17; C-18; C-22 180,1
29 0,89 (3H, 9) 33,4 C-20 33,2
30 0,93 (3H, 9) 16,5 C-29 23,1
Sucre
R 4,42 (d, J=7,3 Hz) 104,9 C-3;C-2’
2 3,64 57,7
3 3,43 75,8
/R 3,30 72,1
5 3,24 775
6 3,83- 3,67 62,7
NHCOCH; 1,93 22,9
NHCOCH; - 173,4
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2.2.2.4. Identification du compposé TOF4

Le composé TOF4 se présente sous forme de poudre blanche. 1l répond positivement
au test de Liebermann-Burchard, caractéristique des stérols. L’analyse de son spectre de
masse HR-ESI-MS en mode positif exhibe le pic de 1’ion pseudo-moléculaire a m/z 577,4469
[M+H] * (masse calculée 577,4468 pour CzsHeiOe), correspondant & la formule brute

CasHe0Os et renfermant six degrés d’insaturations (Chaurasia et Wichtl., 1987).

Son spectre IR montre la présence d’un hydroxyle (3430 cm™) et d’une liaison C—O
(1100, 1055 cm™), d’une double liaison C=C (1629, 883 cm™) et des groupem: -~ CH et
CHs (2931, 2865, 1465, 1375 cm™).

[M+H]*

e——— s 0+ o e 0 4 A AR 4§ A < A A e 4 A P 8 & e el B S - S A . A W 0 4 e

Figure 100 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compose TOF..

L’analyse de son spectre RMN *H (Fig. 101) révéle la présence d’un doublet large a
on 5,17 (1H, J= 6,1 Hz) correspondant au proton éthylénique H-6 ; un multiplet d’intégration
1H a 0w 3,07 correspondant a un proton méthinique portant un atome d’oxygéne, notamment
le H-3 d’un stérol ; deux singulet a on 1,05 et on 0,80 d’intégration 3H chacun, attribuables
aux méthyles 19 et 18 respectivement ; deux doublets et un triplet superposés d’intégration
9H centrés a on 0,70 et 0,63 correspondant aux deux méthyles isopropyliques (H-27 et H-
29) qui sont diastéreoisotopiques et par conséquent magnétiquement non équivalent a on 1,01
du méthyle (H-29) (Chaurasia et Wichtl., 1987).

Ce spectre montre également la présence d’un proton anomérique (H-1 d’une unité
glycosidique et qui apparait a 4,20 ppm. Les protons H-6’du sucre, notamment le glucose,
ont été observés sous forme de doublet dedoublés a on 3,62 (1H, dd, J =12,0 et 4,9 Hz, H-
6’a) et 3,65 (1H, dd, J =12,0 et 2,80 Hz ; H-6’b).
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Figure 101 : Spectre de RMN tH (500 MHz, DMSO) du composé TOFa4.

Le spectre de RMN 3C révéle la présence de deux atomes de carbone éthylénique.
Le premier correspondant a un CH a dc 122,2 et le second a un atome de carbone quaternaire
a 0c140, 5 soit des valeurs de déplacement chimiques caractéristiques des positions C-6 et
C-5 d’un stérol. Par ailleurs, on note la présence d’un signal du carbone anomérique
apparaissant a oc 101,4 (C-1”), ce qui démontre 1’emplacement du glycosyle sur ’oxygéne

de I’aglycone et permet d’en déduire que I’on est en présence d’un O-glucosyde (Tableau

21).
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Figure 102 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, DMSO) du composé TOFa.
Au vu des résultats obtenus et par comparaison avec les données de la littérature, le composé
TOF4 a été identifié comme étant le sitostérol 3-O-$-D- glucopyranoside, composé connu et

isolé pour la premiere fois de Urtica dioica (Chaurasia et Wichtl., 1987).

Sitosterol 3-O-p-D- glucopyranoside
(160)
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Tableau XXI : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz) du composé TOF,4

comparees a celles de la littérature (Chaurasia et Wichtl., 1987).

Sitosterol 3-O--D- glucopyranoside (CDsOD/

TOF4(CDsOD/ CDCls) CDCl)
(o]
I R 5w (ppm) ; 3 (H2) 3¢ (ppm)
1 1,81:1,01m 38,5 1,83:1,05m 37,6
2 1,90;1,50m 29,9 1,87 ;1,54 m 30,2
3 347m 76,8 3,52m 76,9
4 2,27 ;2,38 m 44,0 2,23;2,36 m 40,1
5 - 140,5 - 140,7
6 532m 122,2 5,33 m 122,4
7 1,93:1,45m 33,2 1,93:1,44m 32,2
8 1,42 m 33,1 1,42 m 32,2
9 091m 50,2 0,92m 50,5
10 - 37,2 - 37,0
11 1,42 ;150 m 21,8 1,41;1,48m 21,4
12 1,80;1,13m 40,3 1,98;1,13m 39,0
13 - 42,9 - 42,6
14 0,99 m 57,3 0,97 m 57,1
15 1,01 m 25,7 1,05;1,55m 24,6
16 1,93;1,23m 29,7 1,82;1,24m 29,2
17 1,07 m 56,3 1,10 m 56,2
18 0,66 s 12,5 0,70 s 12,3
19 0,96 s 19,4 0,97 s 19,5
20 1,33s 34,4 1,33 m 36,5
21 0,96 s 19,8 0,97 s 19,5
22 1,29;0,98 m 35,7 1,30;0,98 m 34,2
23 1,16 m 25,3 1,13 m 26,3
24 0,86 m 45,6 0,90 m 46,2
25 1,62 m 29,9 1,63 m 29,4
26 0,76 d (j = 6,5 Hz) 18,4 0,76 d (j = 6,2 Hz) 19,2
27 0,77d (j = 4,7 Hz) 20,5 0,80d (j =5,1 Hz) 20,0
28 1,18 ;1,16 m 23,7 1,25;1,20m 23,3
29 0,781 (j = 7,2 Hz) 11,6 0,81t (j=7,7Hz) 12,3
I’ 4,22d(j=78Hz) 101,6 4,36 d (j = 7,0 Hz) 101,4
2’ 3,13t (j = 7,8 H2) 74,7 3,19t (j = 7,0 H2) 73,9
3 340m 77,0 3,38 m 76,8
4 3,38m 70,9 3,36 m 70,6
5 3,04 m 76,6 3,24 m 76,3
, 3,61;3,/41dd(j=5,6; _ . _
6 114 Hg 61,6 3,80;3,70dd (j =2,8; 12,0 Hz) 62,1
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2.2.2.5. ldentification du composé TOFs
Le composé TOFs est isolé sous forme d’un solide blanc et posséde un point de fusion
variant de 181-183 °C. Il répond positivement au test de Molish, caractéristique des sucres.
L’analyse de son spectre de masse ESI-MS, basse résolution en mode positif montre un ion

pseudo-moléculaire a m/z = 343,1 [M+H] *, conforme a la formule C12H22011.

[M+H]*

320.9

o 2
231

2014

4401

SEAM )
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r r * '
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F ——
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420 440  abo miz

Figure 103 : Spectre de masse ESI-MS du composé TOFs

L’analyse des spectres RMN !H (Fig. 104) présente des signaux dans les régions
allant de o1 3 a 5,5 et de oc 60 & 110 respectivement. Ces observations confirment la présence
d’un groupe fructose (Yamamori et al., 2017). Son spectre proton montre également la
présence d’un signal dans les champs faibles correspondant a un doublet a on 5,18 attribuable
aun proton anomérique (H-1) avec une constante de couplage de 3,8 Hz caractéristique d une
liaison o du noyau glucopyranose. Le signal a dc 92,2 appartenant au carbone C-1 du o-
glucose corréler avec le proton a 5,18 (H-1) dans le spectre HSQC, confirmant la présence

du carbone anomérique dans le sucre (yamamori et al., 2017).
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Figure 104 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) du composé TOFs.

Aug25-21.6.1.1r
Djakam / Dr.Igbal / TAT-162 / DMSO
BB

C

Cs

F4.0x10°

F3.5x10°

F3.0x10°

F2.5x10°

) Cy Cs Cs Cs Ce

F2.0x10°

Cs

F1.5x10°

F1.0x10°

Fs.0x10®

0.0

L-5.0x1¢°

T T T T T
104 102 100 98 9 94 92 90 8 8 84 8 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60
f1 (ppm)

Figure 105 : Spectre RMN *3C (100 MHz, DMSO- ds) du composé TOFs.
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L’analyse de son spectre DEPT 135 (Fig. 106) permet de visualiser la présence des
signaux concernant 1’unité fructose et I’unité osidique a savoir :5 groupements CH du
glucose a dc 92,2 (C-1) ; 71,1 (C-2) ; 72,5 (C-3) ; 69,2 (C-4) ; 72,3 (C-5) ; 3 groupements
CH du fructose a dc 76,4 (C-3”) ; 73,9 (C-4") ; 81,3 (C-5") ; 3 groupements CH> dont I’un
appartient a I’unité glucose a dc 60,1 (C-6’) et les 2 autres a 1’unité fructose a dc 61,3 (C-
1’) et 62,3 (C-6).
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Figure 106 : Spectre DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds) du composé TOFs.
Au vu des résultats obtenus et par comparaison avec les données de la littérature, le
composé TOFs a été identifie comme étant le p-D- fructofuranosyl-(1—2)-a-D-

glucopyranoside, composé connu et précédemment isolé par yamamori et al en 2017.

p-D- fructofuranosyl-(1—2)- a-D-glucopyranoside
(161)
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Tableau XXII : Données de RMN (*H, 500 MHz et *C, 100 MHz ; DMSO) du composé TOFs

comparees a celle de la littérature (Yamamori et al., 2017).

p-D-fructofuranosyl-a-D-
Vel (D) glucopyranoside (DMSO)
NO
oH (ppm) ; J (Hz) | oc (ppm) o (ppm) ; J (Hz) dc (ppm)
a-Glu
1 518 m 92,2 4,87d (j =8,1Hz) 95,4
2 3,44 m 71,1 3,35dd (j=9,3; 8,1 Hz) 73,6
3 3,62m 72,5 3,54dd (j=9,3;9,0Hz) 76,6
4 3,53m 69,2 3,41dd (j=9,9;9,0Hz) 70,4
3,47ddd (j=9,9;5,6;
5 3,61m 72,3 2.3 Hz) 76,5
3,89;371dd (j=12,4;
6 3,51m 60,1 23 5,6 Hz) 61,3
p-Fru
1 3,49 m 61,3 3,79;3,68d (j =12,7Hz) 62,0
2’ 103,9 105,4
3’ 3,87 76,4 4,28d (j =8,7 Hz) 76,6
4 3,52m 73,9 4,15dd (j =8,7 ; 8,4 Hz) 74,5
, 3,93ddd (j=8,4;6,6;
5 3,55m 81,3 3.0 Hz) 82,5
, 3,83;3,78dd (j=12,5;
6 3,49 m 62,3 3.0 : 6,6 Hz) 63,0
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2.2.2.6. ldentification du composé TOFs

Le composé TOFg est isolé sous forme d’un solide blanc et posséde un point de fusion
variant de 179-181°C. Il répond positivement au test de Molish, caractéristique des sucres.
L'analyse de son spectre de masse LC-EI-MS, basse réolution, en mode positif montre un ion

pseudo- moléculaire a m/z = 182,1 [M+H] * conforme a la formule C¢H140s.

L’analyse des spectres RMN H et *C (Fig. 107) présente des signaux dans les
régions allant de on 3 & 4,5 et de oc 60 a 80 respectivement. Son spectre proton montre la
présence de quatre signaux de protons hydroxylés a on 4,40 (1H, d, J=4 Hz, H-2), 4,35 (1H,
t, H-3), 4,14 (1H, d, J=4 Hz, H-1), 3,53 (1H, m, H-1") attribuables au proton d’une unité
allitol (Hough et Stacey., 1963). Ceci suggere la présence de 2 fragments identiques d’allitol.
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Figure 107: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du composé TOFs.

L’analyse de son spectre carbone (Fig. 108) permet de visualiser la présence de
signaux d’un fragment d’unité allitol a savoir : 2 groupements CH hydroxylé a oc 71,4 (C-
2) ; 63,9 (C-3) ; 1 groupement CH> hydroxylé a oc 69,9 (C-1).
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Figure 108 : Spectre de RMN 3C (100 MHz, DMSO) du composé TOFe.
Au vu des résultats obtenus et par comparaison avec les données de la littérature, le
composé TOFs a été identifié comme étant le D- mannitol, composé connu et précédemment

isolé de itea yunnanensis par Hough et Stacey en 1963.

HO
OH OH

D-mannitol
(162)

Tableau XXI11 : Données de RMN (*H, 500 MHz et *3C, 100 MHz ; DMSO) du composé
TOFs compareées a celle de la littérature.

TOFs (DMSO) D-mannitol (DMSO)

N° o m) ;
on (ppm) ; J(H2) oc (ppm) e | e (ppm)

1 4,14-353d (8 Hz) 69,9 412-353m 69,9
2 4,40 d (4 H2) 71,4 442 m 71,7
3 435t(8; 12 H2) 63,2 438m 65,2
4 4,40 d (4 H2) 71,4 4,43 m 71,8
5 435t (8;12Hz) 63,2 4,38 m 65,2
6 4,14-3,531(8; 12 Hz) 69,9 4,12-3,53 m 69,9
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2.2.2.7. ldentification du composé TOF7

Le composé TOF7 est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe, soluble au
méthanol. 1l répond positivement au test de Libermann-Buchard, caractéristique des stérols.
L’analyse de son spectre de masse LC-ESI-SM haute résolution en mode positif, présente le
pic de I’ion pseudo- moléculaire a m/z = 415,3055 [M+H]* conduisant a la formule moléculaire

C29Hs500, avec cing degrés d’insaturations.
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Figure 109 : Spectre de masse LC-ESI-SM du composé TOF;.

L’analyse de son spectre RMN *H présente un large doublet & ou 5,26 (1H, d, J= 6,1Hz)
correspondant au proton éthylénique H-6 ; un multiplet d’intégration 1H a dn 3,25 ppm
correspondant a un proton sur un carbone oxygéene, notamment le H-3 d’un stérol ; deux
singulet @ o+ 1,03 et 0,70 d’intégration 3H chacun, attribuables aux méthyles 19 et 18
respectivement ; deux doublets et un triplet superposés d’intégration 9H centrés a on 0,81 et
on 0,70 correspondant aux deux méthyles isopropyliques (H-27 et H-28) ; Un singulet 61 1,01

correspondant au méthyle (H-29).

154



_— e

H-4 ‘

H-6

£ 5.391
7-
ol

T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

Figure 110 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCls) du composé TOF.

Le spectre de RMN *3C montre la présence de deux atomes de carbones éthyléniques.
Le premier correspondant & un CH a dc 121,9 et le second a un atome de carbone quaternaire
a dc 140,5 soit des valeurs de déplacement chimiques caractéristiques des positions C-5 et C-
6 d’un stérol. Par ailleurs, on note la présence d’un signal de carbone méthinique a oc 72,0

correspondant au carbone 3 du stérol.
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Figure 111 : Spectre RMN *3C (120 MHz, CDCls) du composé TOF+.
Par comparaison avec les données de la littérature, I’ensemble de ces données sont en
accord avec la structure du f-sitostérol, précédemment isolé de Saurauia roxburghii (Ahmed

etal., 2013).

p-sitostérol
(163)
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Tableau XXIV : Données de RMN (*H, 500MHz et *C, 125 MHz) du composé TOF;
compare aux donnees de la littérature (Ahmed et al., 2013).

TOF7 (CDCls) p-sitostérol (CDCls)
N® on (ppm) ; J (Hz) dc (ppm) JoH (ppm) ; J (Hz) dc (ppm)
1 1,81-1,01 m 375 1,83-1,05m 38,8
2 1,90- 1,50 m 31,9 1,87-1,54 m 30,7
3 3,51 tdd (ﬁiZS); 4,2;3,8 72,0 3,45tdd (] :Hi,)S ;4,2 3,8 718
4 2,27 42,5 2,27 37,0
5 - 140,9 - 140,8
6 5,26t (j = 6,0 Hz) 121,9 5,26t (j = 6,1Hz) 121,7
7 1,47-1,92 32,1 1,47-1,92 31,7
8 1,39-1,55 32,1 1,39-1,55 31,9
9 0,81-0,89 50,3 0,81-0,89 50,2
10 36,7 34,0
11 1,36-1,58 21,3 1,36-1,58 21,2
12 1,10-1,98 39,9 1,10-1,98 39,8
13 42,6 423
14 0,91-0,99 56,9 0,91-0,99 56,5
15 1,49-1,58 26,3 1,49-1,58 24,3
16 1,22-1,79 28,5 1,22-1,79 28,3
17 1,03-1,08 56,3 1,03-1,08 54,4
18 0,67 12,3 0,67 11,9
19 0,87dj = (6,4) 19,2 1,00d (j = 6,5 Hz) 19,4
20 1,26-1,30 34,2 1,26-1,30 36,2
21 0,94 18,3 0,92 18,8
22 1,02-1,26 351 1,02-1,26 34,0
23 1,08-1,19 23,3 1,08-1,19 26,1
24 0,84t (7,0 Hz) 12,2 0,81-0,89t (j = 7,2 Hz) 44,9
25 1,63 m 29,4 1,63 29,2
26 0,83d (j =6,2 Hz) 20,1 0,75-0,85d (j = 6,4 Hz) 19,0
27 0,81d (j = 6,2 Hz) 19,6 0,75-0,85d (j = 6,4 Hz) 19,8
28 1,18 m 19,0 1,20 m 23,1
29 0,78 m 12,2 0,81 m 12,3
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2.2.2.8. ldentification du composé TOFsg
Le composé TOFs se présente sous forme d’un solide blanc. L’analyse de son spectre
de masse EI-MS, basse résolution exhibe le pic de I’ion moléculaire a m/z 354,3 M™

Correspondant a la formule moléculaire C2oH1gOe.
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Figure 112 : Spectre de masse EI-MS du composé TOFs.
Le spectre de RMN*H présente deux protons sous forme de singulet & 6n 5,93 (2H, s,
H-2") correspondant aux protons du méthyléne dioxo ; un systeme ABX de deux cycles
aromatiques a on 6,82 (1H, s, H-7°) ; on 6,75 (1H, m, H-4’) et on 6,59 (1H, m, H-5") ; deux
cycles accolés notamment 1’hexahydrofurol a on 3,84 (1H, dd, J=3,5; 9,5 Hz ; H-1°) ; on
4,20 (1H, m, H-1""); o1 1,6 (1H, s, H-6) et on 3,04 (1H, m, H-5) (Virinder et al., 1998).
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Figure 113 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCls) du composé TOFs.

Le spectre de RMN 3C montre la présence du signal d’un carbone lié & deux atomes
d’oxygene a dc 101,0 (C-2”) correspondant au carbone du méthyléne di-oxo ; les carbones
d’un noyau benzénique tri substitué accolé au cycle et possédant le méthyléne dioxo a oc
106,0 (C-7°) ; 119,3 (C-5%) ; 108,0 (C-4°) ; les signaux de carbone méthiniques et
méthyléniques de deux cycles accolés a oc 71,6 (C-1) ; 54,3 (C-2) et 85,2 (C-3) (Virinder et
al., 1998).
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Figure 114 : Spectre de RMN 3C (125 MHz, CDCls) du composé TOFs.
L’ensemble des données spectrales, comparées a celle de la littérature nous a permis
de conclure que TOFs est 1’asarinine ou le 5-[3-(1,3- benzodioxo-5-yl)-1, 3,3a, 4, 6,6a-
hexahydrofuro [3,4-c] furan-6-yl] 1,3- benzodioxole, précédemment isolé des racines de

Piper longum (Virinder et al., 1998).

Asarinine
(164)
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Tableau XXIV : Données de RMN (*H, 500MHz et 3C, 125 MHz) du composé TOFs

commparées aux données de la littérature (Virinder et al., 1998).

TOFs (CDCls) Asarinine (CDCls)
N©
oH (ppm), J (Hz) | oc (ppm) | dn(ppm), J (Hz) | oc (ppm)

1 4,20 ;3,84 m 71,6 4,21;3,84m 71,8
2 16m 85,6 1,62 m 84,2
3 3,04 m 54,3 3,06 m 55,0
4 4,20 ;3,84 m 71,6 4,21;3,84m 71,8
5 16m 85,6 1,58 m 85,3
6 3,04m 54,3 3,06 m 54,0
r - 147,8 - 147,0
2 5,83s 101,3 5,83s 100,2
3’ - 147,8 - 147,1
4’ 6,72 m 108,2 6,74 m 108,0
5 6,59 m 119,6 6,6 m 119,0
6’ - 135,1 - 135,0
7 6,82 m 106,4 6,80 m 106,2
1” - 147,8 - 147,0
2”7 583s 101,3 583s 100,2
37 - 147,8 - 147,1
4” 6,72 m 108,2 6,74 m 108,0
5” 6,59 m 119,6 6,6 m 119,0
6’ - 135,1 - 135,0
7 6,82 m 106,4 6,80 m 106,2
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2.2.2.9. ldentification du composé TOFg

Le composé TOFg se présente sous forme de poudre blanche, soluble dans le

chloroforme. L’analyse de son spectre de masse, a impact électronique,

montre le pic de I’ion moléculaire a m/z 280,3 M*-.
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Figure 115 : Spectre de masse EI-SM du composé TOFe.
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L’analyse de son spectre RMN H présente des signaux caractéristiques

correspondant a deux protons oléfiniques de type méthine a on 5,30 et 5,32 et des protons
des groupes méthylénes a on 1,23 (2H, t, J= 6,4 Hz), on 2,22 (2H, t, J= 7,6 Hz) et 61 2,02
(4H, m). Ce spectre présente également des protons des groupes méthylenes entre on = 1,25
et on 1,23 (16H) et un proton du groupe méthyl a on 0,87 (3H, t, J= 6,9 Hz) caractéristique

d’un dérivé d’acide gras (Chang et al., 2000).
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Figure 116 : Spectre RMN *H (500 MHz ; CDCIs) du composé TOF.

L’analyse de son spectre RMN 3C présente : Les carbones caractéristiques du groupe
méthyléne CHz a Jc 33,1 (C-2); 24,5 (C-3) ; 27,1 (C-8 et C-11). Les carbones éthyléniques
aoc 128,5 et 129,9 correspondants a C-9/10. Le carbone du CHs terminal (C-18) a oc = 13,9
(Chang et al., 2000).

Sur la base des données spectrales et celles de la littérature, le composé TOF9 a été
identifi¢ a I’acide (z)-9 octadecaenoique (acide oléique), précédemment isolé de Bidens

pilosa par Chang et al., 2000.

18 10\ 1_0
V\/\/\/\g/\/\/\/Y
OH
Acide oléique
(165)
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Tableau XXV : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz ; CDCls) du composé
TOFg compare a celles de la littérature (Chang et al., 2000).

TOFg (CDCl3) Acide oléique (CDCly)
N°
dn (ppm), J (Hz) dc (ppm) ou (ppm), J (H2) dc (ppm)

1 - 175,0 - 173,3
2 2,22t (7,6 Hz) 33,1 2,32t (7,4 Hz) 34,1
3 1,62 m 249 1,58 m 24,6
4 1,25m 29,9 1,22 m 30,1
5 1,25 m 29,9 1,22 m 30.1
6 1,25m 29,9 1,22 m 30.1
7 1,25m 29,9 1,22 m 30,1
8 2,02t (7,0 Hz) 26,9 2,03 q (7,0 Hz) 27,2
9 5,32 m 129,9 5,34 m 130,2
10 530 m 128,5 5,34 m 130,0
11 1,98 t (6,4 Hz) 25,8 1,95t (5,9 Hz) 25,6
12 1,25m 29,5 1,25m 29,1
13 1,25m 29,5 1,25m 29,1
14 1,25m 29,5 1,23 m 29,0
15 1,25m 29,5 1,23 m 29,0
16 1,23 m 31,7 1,22 m 31,5
17 1,25m 22,7 1,22 m 22,6
18 0,87 t (6,9 Hz) 13,9 0,85 t (6,8 Hz) 14,1
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2.2.2.10. Identification du composé TOF1o

Le composé TOF1o est obtenu sous forme de poudre blanche amorphe. Il répond
positivement au test de Liebermann- Burchard. Son spectre de masse par ionisation par
électrospray haute résolution (HR-ESI-MS) en mode positif exhibe un pic correspondant a
I’ion pseudo-moléculaire a m/z 683,3992 [M + Na]*. Cette valeur est en accord avec la
formule brute C3gHs1NOs.

683.3992

60 N
. [M+Na]
40

30

20 589.2848

765.4050 1133.5721

409.1857
10 1047.5846

1321.8016
12276847 | 1403,8076 1532.1128 1771.9689 1989.5835

158.9907

308.9970 | 447.0923 908.4860
L I et N

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Figure 117 : Spectre HR-ESI-MS du composé TOF1o.

La comparaison des valeurs des déplacements chimiques observées pour le composé
TOFs avec celles obtenues dans le composé TOF10, montre que ces deux composés ont le
méme squelette de base, a savoir le type oléanane a I’exception du signal d’un méthyle a Jn
0,80 (3H, s, H-28) qui est absent sur le spectre proton de TOF10 (Fig. 118) et qui est remplacé

par le carbonyle résonnant a oc 179,9 (C-28) dans le spectre carbone 13.
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Figure 118 : Spectre RMN *H (500 MHz ; CsDsN) et RMN *C (125 MHz ; CsDsN) du

composé TOFo.
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Au vu des resultats obtenus et par comparaison avec les données de la littérature, le
composé TOFyo est identifi¢é comme étant I’acide oléanolique 3-[O-2-acetamido-2-deoxy]-
S-D-glucopyranoside, composé connu sur le nom trivial aridanine et isolé pour la premiere

fois de Tetrapleura tetraptera (Adesina et al., 1985).

HO

HO
NHCOCH,

Aridanine
(166)
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Tableau XXVI : Données de RMN (*H, 500 MHz et 13C, 125 MHz ; CDsOD) du composé

TOF10 comparé a celles de la littérature (Adesina et al., 1985).

N TOF1, (CD30OD) Aridanine (CD;OD)
on(ppm) ; J (Hz) | oc (ppm) | du(ppm) ; I (Hz) | dc (ppm)
1 0,80;1,34m 38,2 0,80;1,34m 38,5
2 1,74 ;2,17 m 26,1 1,74 ;2,17 m 26,2
3 3,24 dd (7,6) 88,8 3,24 dd (7,6) 89,1
4 - 39,0 - 39,1
5 0,72 m 55,5 0,72 m 55,7
6 1,27 ;1,47 m 18,2 1,27 ;1,47 m 18,4
7 1,27 ;1,44 m 32,9 1,27 ;1,44 m 33,2
8 - 39,4 - 39,6
9 1,59 m 47,7 1,59 m 47,9
10 - 36,7 - 36,9
11 1,86;2,09m 23,4 1,86;2,09m 23,6
12 5,64 m 122,3 5,64 m 1223
13 - 1445 - 1447
14 - 41,9 - 42,1
15 1,05;2,12m 28,0 1,05;2,12m 28,1
16 185;1,95m 23,4 1,85;1,95m 23,7
17 - 46,4 - 46,6
18 3,27 m 41,7 3,27 m 419
19 1,26;1,80m 46,2 1,26 ;1,80 m 46,4
20 - 30,7 - 30,9
21 1,20;143m 33,9 1,20;1,43m 34,1
22 1,81;2,03m 32,9 1,81;2,03m 33,2
23 1,18s 27,8 1,18s 28,1
24 0,97 s 16,8 0,97 s 16,9
25 0,76 s 15,1 0,76 s 154
26 0,97 s 17,2 0,97 s 17,3
27 1,28s 25,9 1,28s 26,1
28 - 179,9 180,1
29 0,94 s 33,3 0,94 s 33,2
30 0,99 s 23,5 0,995 23,1
I 5,05 d (7,3 Hz) 105,2 5,05 d (7,3 Hz) 104,7
2’ 453 m 57,8 4,53 m 58,0
3 4,39 m 75,9 4,39 m 76,0
4’ 4,17 m 72,5 4,17 m 72,6
5 3,95m 78,2 3,95m 78,0
6’ 4,35;4,56m 62,7 4,35;4,56m 62,9
NHCOCHs; 2,14s 23,5 2,14 s 23,6
NHCOCHj; - 169,9 - 170,2
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PARTIE B : ETUDES BIOLOGIQUES ET BIOSYNTHESE DE QUELQUES

2.3. Activités biologiques des extraits et de quelques composés isolés

2.3.1. Activité antiplasmodiale et cytotoxique in vitro.

COMPOSES ISOLES

Le tableau 28 résume les résultats obtenus pour 1’évaluation de 1’activité

antiplasmodiale in vitro de quelques composés isolés et de 1’extrait méthanolique des feuilles

de Tricalysia atherura sur deux souches de Plasmodium falciparum, I'une chloroquino-

sensible (3D7) et ’autre chloroquino-résistante (Dd2). L’activité antiplasmodiale a été évaluée

en appliquant la méthode basée sur la fluorescence Sybr-green- | décrite par Rasoanaivo et al

(1992) et en utilisant I’artémisinine comme controle positif. Concernant le test cytotoxique, il

a été evalué en utilisant les cellules Vero (Lignées cellulaire utilisée pour les cultures

cellulaires) comme contréle positif.

Tableau XXVII : Activité antiplasmodiale et cytotoxique in vitro de 1’extrait méthanolique et
composeés purs de T. atherura.

Indice de selectivité

Clso (ng/ml) CCso (ng/ml) (1)
3D7 Dd2 Vero 3D7 Dd2
Extrait des feuilles 7,54 + 0,53 4,39 + 0,27 > 100 >13,26 | >22,78
Atheruramine (148) > 100 64,99 + 13,65 NP* NP* NP*
Atheruroside A (146) > 100 92,29 + 3,78 NP* NP* NP*
19a- hydroxy-a-
amyrine (156) > 100 74,88 +£1,93 NP> NP> NP*
Rubrinol (155) > 100 73,02 £1,02 NP* NP* NP*
Artemisinine (UM) 0,034 + 0,004 0,043 £ 0,011 - - -
Chloroquine (M) | 0,0292 + 0,0003 | 0,0113 + 0,0003 - - -
Doxorubicine (uM) - - 0.62 £ 0.04 - -

NP= Non réalisé

L’échelle de valeur permettant de déterminer I’activité antiplasmodiale d’un échantillon (Cao

et al., 2011) est le suivant :

YV V. V VYV V

Activité faible pour une Clsg > 50 pg/mL
Activité nulle au-dela de 100 pg/mL

Trés bonne activité pour une Clso < 5 pg/mL

Bonne activité pour une Clso comprise entre 5 et 15 pg/mL

Activité moyenne pour une Clsg comprise entre 15 et 50 ug/mL
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Il ressort de ce tableau, que tous les composés testés a savoir atheruramine (148),
atheruroside A (146), 190- hydroxy-a- amyrine (156), rubrinol (155), possede une activité
antiplasmodiale modérée sur la souche de Dd2 de Plasmodium falciparum avec des valeurs
Clso de I’ordre du microgramme par millilitre. Le compose atheruramine (Clso = 64,99 uM)
est plus actif, suivi du compose rubrinol (Clso = 73,02 uM), et ensuite les composés 19a-
hydroxy-a- amyrine et atheruroside A avec des Clso de 74,02 et 92,29 uM respectivement. Par
contre sur la souche 3D7, ils sont tous inactifs. En revanche, I’extrait méthanolique a montré
une tres bonne activité antiplasmodiale sur les deux souches avec une activité plus prononcée
pour la souche Dd2 (Clso de 4,39 uM). Au vu de ce résultat, nous pouvons suggerer que les
composeés testés agissent en synergie pour une meilleure activité. Par ailleurs, les triterpénes et
les alcaloides sont reputés pour leurs activités antiplasmodiales (He et al., 2005 ; Hady et al.,
2002 ; Liu et al., 2008 ; Hayaski et al., 1987).

Concernant le test cytotoxique, I’extrait brut a montré un indice de selectivité (IS) trés
intérressant qui traduit une toxicité moindre (IS > 13-22). Par conséquent, etant donné que la
vertu médicinale pour laquelle nous testons la plante n’est pas repertoriée, celle-ci, au vu des
résultats obtenus, pourrait étre classée parmi les plantes antiplasmodiales. De plus, pour
appuyer notre discussion a ce propos, certaines plantes du genre asiatique ont été revelés
comme possedant des vertus antimalariques (Moshi et al., 2012 ; Chuan- pu et al., 2015)

corroborant ainsi nos résultats qui valident le potentiel antimalarique du genre tricalysia.

2.3.2. Activité antileishmaniale et cytotoxique in vitro

L’activité antileishmaniale in vitro de quelques composés isolés et de I’extrait
méthanolique des feuilles de Tricalysia oligoneura a été évaluée sur les souches des
promastigotes de Leishmania donovani 1S (MHOM/SD/62/1S) et sur les cellules macrophages
Raw 264,7 afin de déterminer leurs sélectivités vis-a-vis des parasites. Cette activité a été
évaluée suivant la méthode basée sur le dosage colorimétrique de la Resazurine. (Callahan et
al., 1997 ; Sereno et Lemesre, 2011) et en utilisant I'amphotéricine B comme contr6le positif.

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau XXVIII : Activité antileishmaniale et cytotoxique in vitro de I’extrait méthanolique et
composes purs de T. oligoneura.

L. donovani ClsexSD* | Raw 264.7 CCso+ SD* |Indice de selectivité
(Mg/mL) (Hg/mL) (1S)
Extrait des feuilles 13,62 +£ 0,26 68,74 + 1,83 5,05
Oligoneurine (159) 21,10 £ 1,06 > 100 > 4,74
Nonacosane-1,10-diol (157) > 50 > 100 -
Oligoneuramide (158) 23,87+ 1,45 > 100 > 4,18
Asarinine (164) > 50 > 100 -
Amphotericine B 0,0016 + 0,0009 - -
Podophyllotoxine - 0,80 £ 0,09 -

L'établissement d'une échelle de valeur pour déterminer I'activité d'un extrait dépend

du modeéle utilisé (promastigotes, amastigotes axeniques, macrophages infectés).

Pour les promastigotes, les amastigotes axéniques et les macrophages infectés, I'échelle de

sélection elaborée par Callahan et collaborateurs en 1997 est la suivante :

Trés bonne activité pour une Clso < 10 pg/mL
Bonne activité pour une Clso comprise entre 10 et 25 pg/mL
Activité moyenne pour une Clsg comprise entre 25 et 50 ug/mL

Activité faible pour une Clsp > a 50 pg/mL

YV V V VY V

Activité nulle au-dela de 100 pg/mL

L’analyse de ce tableau montre que l'extrait méthanolique des feuilles de T. oligoneura
possede une bonne activité (valeur Clso 13,62 pg/mL) sur promastigote de L. donavi et une
sélectivité relativement faible (IS=5,05) qui traduirait une plausible toxicité de la plante pour
la consommation humaine (Serene et Lemesre, 2011). Par ailleurs, cet indice de sélectivité
observé sur D’extrait suggere que l'activité antileishmaniale modérée observée des isolats
devrait probablement provenir de leur cytotoxicité (IS < 10). Par contre, les composes :
oligoneurine (159), qui est un dérivé de type oléanane et oligoneuramide (158) qui est une
céramide de type phytosphingosine, ont présenté des activités leishmanicides modérées avec
des valeurs de Clso de 21,10 et 23,87 ug/mL respectivement. L’activité de ces types de
composés est principalement attribuée a la présence des groupements hydroxyles (OH) greffés
dans leur structure. Par ailleurs, les composés nonacosane-1,10-diol (157) et asarinine (164)
ont présente des activités leishmanicides faibles avec des valeurs de Clso > 50 pg/mL et une

sélectivité non déterminée.
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2.4. Biogenése de quelques composés isolés

2.4.1. Cas des triterpenes

Les triterpénes isolés dans cette thése présentent une grande variété structurale. Ils
peuvent étre regroupés en plusieurs types en fonction de leur biogénése (oléanane, ursane,
lupane...). Leur biosynthese se produit a travers 1’action de I’oxydosqualéne cyclase qui génere
divers types de triterpénes a partir du 2,3- epoxysqualéne apres rearrangement du squelette
triterpénique (Han et al., 2019). Par la suite, le fragment triterpénique en C-3 dérivé de la -
amyrine subirait une deshydratation intermoléculaire en présence du glycoside (D- apiose ou
D- xylose) lors du processus biogénétique pour conduire aux composes indexés TAF1, TAF,,
TAF11 et TOFs.
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Schéma 12 : Biosynthése de quelques triterpénes isolés.
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2.4.2. Cas des alcaloides indolomonoterpéniques

Les alcaloides indoliques isolés dans cette thése présentent également une grande variété
structurale. Ils peuvent étre regroupés en trois classes en fonction de leur biogénese (corynanthéanes,
vincosanes et iboganes) qui présentent chacune un lien biogénétique. Leur biosynthese utilise
comme précurseur le tryptophane qui est acide alpha aminé se réduisant pour donner la tryptamine,
qui par la suite réagit avec la sécologanine pour donner la strictosidine, intermédiaire a partir duquel

se forme la plupart des alcaloides indolomonoterpéniques (Rodney et al., 2000).

Strictosidine
Synthéthase

Tryptamine Strictosidine

9 6

T
C-2+C-3 N~ 3 oM

12

N-4+ C-21

oo

Corynanthéanes

N-méthylation

Cyclisation +

. .. Oxydation C-21 et
isomérisation C-19

cyclisation C-20

Hydroxylation C-22
Hydratation C-18

Schéma 13 : Biosynthése de quelques alcaloides indoliques isolés.
2.5. Importance Chimiotaxonomique

Les résultats obtenus de ce travail viennent enrichir la panoplie des métabolites secondaires
du genre Tricalysia. Les études antérieures relevées dans les pages précédentes montrent que le
genre est source d’alcaloides (Wang et al., 2002), de stéroides (Tamaki et al., 2008), d’acides gras
(Awouafack et al., 2018), d’alcool lineaire, de sucres, mais principalement des diterpenes (He et
al., 2005 ; Xu et al., 2009 ; Shimatoko et al., 2010 ; Shen et al., 2015) qui ont été jusqu’a présent
recensés comme les marqueurs du genre. Notre étude associee aux resultats issus de la
bibliographie sur le genre, montre qu’en plus de ces composés, les alcaloides indoliques et surtout

les triterpénes apparaissent au méme titre que les diterpénes, comme les marqueurs chimiques du
genre.
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< CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES >
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Nos travaux avaient pour objectif de rechercher des molécules a potentiels
antiparasitaires, aux fins de lutter contre le phénomene de résistance aux agents
antiplasmodiaux et antileishmaniaux, de valoriser et/ou de classer les usages traditionnels de
plantes émanant de la biodiversité camerounaise. Ainsi, I’étude phytochimique de deux plantes
de la famille des Rubiaceae (Tricalysia atherura N. Hallé et Tricalysia oligoneura S. schum) a
conduit a I’isolement de vingt- et- un compose, dont sept dérivés nouveaux. Leur caractérisation
a été réalisée a I’aide de techniques spectroscopiques (RMN 1D et 2D), spectrometrie,

dichroisme circulaire et par comparaison avec la littérature.

Des feuilles de Tricalysia atherura N. Hallé, 11 composés (3 alcaloides, 6 triterpénes,
01 compose phénolique et 01 diterpene) ont été isolé parmi lesquels 04 sont décrits pour la
premiere fois ; Il s’agit de : un alcaloide indolique de type akuammidine (atheruramine), deux
triterpénes glycosilés, Atheruroside A et B et un composé phénolique ayant une configuration
thréo (tricalydioloside).

Des feuilles de Tricalysia oligoneura S. schum, 10 composés (4 triterpénes, 2 dérives
d’acide gras, 1 céramide, 02 sucres et 01 lignane) ont été isolés parmi lesquels 3 sont décrits
pour la premiére fois ; dont un alcool n-paraffinique, le nonacosane - 1,10 - diol, une céramide
de type phytosphingosine, I’oligoneuramide et un triterpéne glycosilé (Oligoneurine). Ces

composés sont isolés pour la premiére fois du genre.

Des métabolites secondaires rencontrés dans le genre Tricalysia, tres peu de triterpénes
et d’alcaloides indoliques ont été isolés. Les diterpenes et alcaloides diterpéniques sont des
marqueurs de ce genre. Les acides ursolique, oléanolique et betulinique ont été isolés, mais
aucun triterpene glycosylé dans de ce genre. D’un point de vue chimiotaxonomique, nos
résultats apportent donc une précieuse contribution a la connaissance de la chimie des plantes

du genre Tricalysia de la famille des Rubiaceae.

La prochaine étape a été 1’évaluation biologique des extraits et composés obtenus. Deux

activités biologiques ont été retenues : I’activité antiplasmodiale et I’activité antileishmaniale.

L’activité antiplasmodiale a été évaluée sur 1’extrait brut et 04 composés de T. atherura
sur les souches 3D7 et Dd2 de P. falciparum. En effet, 1'étude de la bioactivité de I’extrait brut
de ladite plante et de certains composés isolés a montré une bonne activité antiplasmodiale pour
I’extrait (Clso 4,39-7,54 ng/mL) et une activité modérée (Clso 64,99-92,29 pg/mL pour les
composés testés (souche Dd2 de P. falciparum). Ceci suggére une activité convergente des
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différents constituants de la plante. Ainsi ’extrait brut de T. atherura présente un potentiel

considérable et pourrait étre exploité comme remede antimalarique.

Enfin, les activités antileishmaniales et cytotoxiques de quelques composés isolés et de
I’extrait méthanolique des feuilles de Tricalysia oligoneura ont été évalué sur les promastigotes
de Leishmania donovani 1S (MHOM/SD/62/1S) et sur les cellules macrophages Raw 264,7
respectivement. Il ressort de cette évaluation que les composés oligoneurine et oligoneuramide
ont présenté des activités leishmanicides moderées avec des valeurs de Clso de 21,10 et 23,87
pug/mL respectivement. En revanche, I'extrait brut a montré une bonne activité (valeur Clsg
13,62 pg/mL) sur le parasite et une sélectivité relativement faible (IS=5,05) ce qui traduirait

une plausible toxicité de la plante pour la consommation humaine.
Dans la suite de nos travaux, nous envisageons de :

e Poursuivre 1’étude phytochimique des autres parties de ces plantes afin d’isoler d’autres

classes de métabolites secondaires ;
e Affiner davantage la chimiotaxonomie du genre ;

e Faire des tests antiplasmodiaux et antileishmaniaux sur d’autres composés isolés des
feuilles de Tricalysia atherura N. hallé et Tricalysia oligoneura K. Schum afin d’identifier
ceux qui pourraient mieux agir sur les souches résistantes et multirésistante du paludisme

et la leishmaniose ;

e Faire les hémisyntheses des composes afin d’optimiser I’activité biologique.
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CHAPITRE Ill: MATERIEL ET METHODES
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3.1. Matériel végetal
L’identification des espéces ci-dessous a été réalisée par Monsieur NANA Victor,

botaniste a I’Herbier National du Cameroun.

Tricalysia atherura N. Hallé.

Tricalysia atherura N. Hallé. a été récolté en mars 2019 a Nkolbisson (Région du Centre
Cameroun). La plante une fois identifiée a I’Herbier National du Cameroun, un échantillon de

référence y a été dépose sous le numéro (23507/HNC).

Tricalysia oligoneura S. schum.

Tricalysia oligoneura S. schum a été récolté au Mont Ngongonjié a Akonetyé, region du Sud-
Cameroun en Septembre 2020. La plante a été identifiée a I’Herbier National du Cameroun ou

un échantillon de référence a été déposé sous le numéro (42144/HNC).

3.2. Séparation et isolement

» Fractionnement et isolement des composés de Tricalysia atherura N. Hallé.

La poudre séchée des feuilles de Tricalysia atherura (500 g) a été extraite par
macération au MeOH (2L) a température ambiante trois fois pendant 72h afin d’obtenir I'extrait
brut (60 g) apres filtration et évaporation sous pression réduite. Cet extrait brut a été dissous
dans un mélange H2O/ MeOH (20%) et partitionné successivement a 1’hexane et a I’acétate
d’¢éthyle respectivement. L'extrait a I'AcOEt (3,86 g) a été soumis & une CC sur gel de silice et
élué avec les gradients n-Hex/ AcOEt (100/0 ; 90/10 ; 80/20 ; 70/30; 60/40 ; 0/100 v/v), suivi
d’AcOEt/ MeOH (100/0 ; 90/10 ; 80/20 ; 70/30 ; 60/40 ; 0/100 v/v) pour donner six fractions
principales : A (0,63 g), B (112 mg), C (0,41 g), D (0,75 g), E (452 mg) et F (107 mg). La
fraction C (0,41 g) a été purifiée sur gel de silice (CC) élué avec le gradient n-Hex/ AcOEt
(80/20 a 100/0, v/v) permettant ainsi d'obtenir trois sous-fractions (C1-Cs). La sous-fraction C:
(23 mg) a été purifié au Sephadex LH-20 avec du MeOH pour obtenir le composé TAFs (17
mg). La sous-fraction Cs (17 mg) a également été purifiée sur Sephadex LH-20 pour donner le
composé TAF10 (5,4 mg). La fraction D (0,75 g) quant a elle a été soumise & une CC sur gel de
silice et éluée au gradient n-Hex/AcOEt (100/0 a 0/100 v/v) pour obtenir un mélange de deux
composés. Ce mélange a ensuite eté séparé par CCM préparative en utilisant le sytéme n-Hex/
AcOEt (70/30 v/v) afin d’obtenir deux composés TAF11 (15,0 mg) et TAFs (7,0 mg). La
fraction E (452 mg) a été purifiée sur CC de gel de silice en utilisant le gradient CH2Cl,/ MeOH
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(30/1 a 5/1 v/v) pour donner trois sous-fractions (E1-Ez). La sous-fraction E; (31 mg) a été
purifiée par chromatographie sur gel de silice (SiO-) avec le systeme CH2Cl2/ MeOH (30/1 a
5/1 ; vIv) pour donner les composés TAF7 (4,7 mg) et TAFs (3,9 mg). La sous-fraction Ez (71
mg) a été encore chromatographiée en utilisant le Sephadex LH-20 CC, avec le MeOH comme
phase mobile pour donner le composé TAFs (8,2 mg). La sous-fraction E> (100 mg) a ensuite
été successivement purifiée par Chromatographie flash avec le CH>Cl./ MeOH (8/1 ; v/v) pour
donner les composés TAF1 (10,0 mg) et TAF2 (7,3 mg). La fraction F (107 mg) a ensuite été
successivement purifiée en utilisant le séphadex LH-20 CC avec systéme d’élution le CH2Clo/
MeOH (50/50 v/v) pour obtenir deux sous-fractions (SFi- SF»). La sous-fraction SF, (0,48 g) a
été purifiée davantage sur une phase inverse par chromatographie liquide & haute performance
(HPLC ; sil-d-60-80A, 20 x250 mm, 40 % MeOH a 2,4 mL/ min) pour donner TAF4 (4,0 mg,
tr 21,2 min) et TAFs (5,3 mg).

» Fractionnement et isolement des composés de Tricalysia oligoneura K. schum.

Les feuilles séchées de Tricalysia Oligoneura ont été réduites en poudre (900 g) et soumises
a une maceration au méthanol a 100%. La solution de méthanol a été concentrée sous pression
réduite pour donner 35 g d'extrait brut. Une partie de cet extrait brut (20 g) a été soumise a une
chromatographie sur colonne de gel de silice (CC) et éluée au gradient de CH,Cl,/MeOH (100/0
a 0/1 v/v), donnant 189 fractions qui ont été combinées en sept fractions apres analyse CCM.
La fraction A (3,42 g) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice, éluée au gradient
n-Hex/ AcOEt (100/0 a 0/100 v/v) pour donner les composés TOF7 (10 mg) et TOFs (5,31
mg). La fraction C (0,49 g) issue de cette procédure a été soumise a une chromatographie flash
sur colonne de gel de silice, €luée au gradient n-Hex/ AcOEt (9/1 a 1/1 v/v) pour donner 2 sous-
fractions. La sous-fraction C1 (87,3 mg) a été purifiée sur une colonne de gel de silice en
utilisant du CH2Cl2/ MeOH (100/0 a 0/100 v/v) pour obtenir les composés TOF1 (6,8 mg) et
TOF9 (4,3 mg). La fraction D (0,73 g) quant a elle a été soumise & une chromatographie sur gel
de silice flash éluée au n-Hex/ AcOEt (100/0 a 0/100 v/v) pour obtenir trois sous-fractions. La
sous-fraction D1 (103 mg) a été purifiée sur une colonne de gel de silice en utilisant le systeme
CH2Cl2/ MeOH (30/1 a 0/1 v/v), pour obtenir le composé TOFs (20 mg). La sous-fraction Ds
(197 mg) a été purifiée sur une colonne de gel de silice en utilisant le systtme CH2Cl,/ MeOH
(20/1 & 0/1 v/v), pour donner deux sous-fractions (Dza et Dab). Les sous-fractions Dzp (32 mg)

et Dsa (17 mg) ont été par la suite chromatographiée sur un séphadex LH-20 en utilisant MeOH

180



comme solvant, pour donner les composés TOF2 (8,1 mg) et TOF1o (5,1 mg). La fraction E
(1,43 g) quant a elle a été soumise a une chromatographie sur gel de silice, en éluant au gradient
CHCl2/ MeOH (20/1 a 0/1, vi/v), donnant deux sous-fractions (E; et Ez). La sous-fraction E1
(40 mg) a été purifiée sur une phase inverse par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC ; sil-d-60-80A, 20 x250 mm, 20% MeOH a 2,4 mL/ min) pour donner les composes
TOF3 (9,4 mg) et TOF4 (17 mg). Par ailleurs, La fraction F (1,1 g) a été soumise a la méme
procédure chromatographique précédente, ce qui a donné trois sous- fractions (F1-F3). La sous-
fraction F1 (27,3 mg) a été recueillie et ensuite recristallisée avec de I'acétone, pour donner le
composé TOFs (19,7 mg).

3.3. Méthodes chromatographiques

3.3.1. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de chromatographie
dont la phase mobile est liquide. Elle est couramment utilisée pour séparer des composants dans
un but d'analyse (CCM analytique) ou de purification (CCM préparative). Elle comprend :

- Une phase stationnaire : une couche mince de matériel adsorbant (usuellement du gel

de silice, de I'oxyde d'aluminium ou de la cellulose) ;

- Une phase liquide, dite phase mobile ou éluant : un solvant ou un mélange de solvants

qui va entrainer les composés a se séparer le long de la phase stationnaire.

Le développement de ces plaques s’effectue dans des cuves en verre, saturées avec 1’éluant
approprié, constitué généralement d’un mélange binaire ou tertiaire de solvants selon le type de
séparation souhaité.

Conditions chromatographiques :
Phase stationnaire
Plaque de silice CCM (60 A, Fas4, Silicycle),
Phase mobile
CH2Cl2/MeOH; 20:1, 10:1, 8:1 (v/v)
n-Hex/AcOEt ; 100:0 a 0: 100 (v/v)
Révélation
Les plagues sont observées avant et apres révelation. Les révélateurs utilisés sur les
plaques de silice sont la lampe UV a 254 et 366 nm, la vanilline, I’acide sulfurique (mélange a
10% de solution concentrée de H2SO4 et 90% d’éthanol).
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3.3.2. Chromatographie sur gel perméable

La chromatographie par perméation de gel (GPC), également appelée chromatographie
d'exclusion stérique (SEC) ou chromatographie par filtration sur gel (GFC), est une technique
chromatographique qui sépare les molécules dissoutes selon leur taille en les pompant dans des
colonnes spéciales contenant un matériau de garniture microporeux. On utilise les granules de
gel poreux Sephadex® LH-20. Les premiéres molécules a sortir de la colonne remplie du gel
sont les grosses molécules au diamétre supérieur aux pores du gel. Les petites molécules quant
a elles, vont donc sortir les derniéres, car incluses dans le gel.
Conditions chromatographiques :
Phase stationnaire
Sephadex® LH-20 (Pharmacia) est un dextrane, un polymere linéaire de glucose, semi-rigide,
possédant des ramifications par I’hydroxypropyle.
Phases mobiles
Meéthanol, MeOH 100 %
Chlorure de Méthyléne/ Méthanol, CH2Cl,/ MeOH 50 %.

3.3.3. Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)

La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) dont I'abréviation
anglaise HPLC (high performance liquid chromatography ou plus rarement high pressure liquid
chromatography) est une technique de séparation analytique et/ou préparatrice de molécules
présentes dans un mélange. Cela permet d'adapter les méthodes chromatographiques usuelles
(voir Colonne) sur un montage haute pression. Cette forme de chromatographie est
fréquemment utilisée en biochimie, ainsi qu'en chimie analytique.

Conditions chromatographiques
Phase stationnaire :

La chromatographie en phase liquide haute pression (HPLC) semi-préparative, a été
réalisée avec une pompe Gilson M 305, équipée d’un logiciel Trilution LC utilisant la colonne
Nucleodur 100-5 C18ec (21x250 mm, 5 um). Quant a la silice utilisée elle est fonction du type
de composé a isoler. Nous pouvons avoir : Silice en phase inverse sil-d-60-80A, 20 x250 mm,
Phase mobile

Les systémes d’élutions employés sont généralement des mélanges binaires en gradient

de polarité : 40% MeOH/ H20 a 2,4 mL/ min.
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Figure 119 : Appareil de HPLC (photo Djikam, Hej-ICCBS, Université de Karachi, 2021).

3.3.4. Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse LC/MS
Les spectres de masse a haute résolution ont été obtenus avec un spectrometre QTOF
(Bruker, Allemagne) équipé d'une source HESI. Le spectromeétre a fonctionné en mode positif
(plage de masse : 100-1500, avec une vitesse de balayage de 1,00 Hz) avec un controle
automatique du gain pour fournir des mésures de masse de haute précision avec une déviation
de 2 ppm en utilisant le formiate de Na comme calibrant. Les parameétres suivants ont été utilisés
pour les expériences : tension de pulvérisation de 4,5 kV, température du capillaire de 200°C.
De l'azote a été utilisé comme gaz de gaine (10 I/min). Le spectrométre était attaché a un
systéeme HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher, USA) composé d'une pompe LC, d'un détecteur
a réseau de diodes (DAD) (A : 215, 254, 280, 330 nm), d'un échantillonneur automatique
(volume d'injection 5 1) et d'un four a colonne (50 °C). Les séparations ont été réalisées a l'aide
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d'une colonne Synergi MAX-RP 100A (50x2 mm, taille des particules 2.5u) avec un gradient
H20 (+0.1 % HCOOH) (A)/acétonitrile (+0.1 % HCOOH) (B) (débit 500 pL/min). Les
échantillons ont été analysés en utilisant un programme de gradient comme suit : 95 % A
isocratique pendant 1,5 min, gradient linéaire jusqu'a 100 % B sur 6 min, apres 100 % B
isocratique pendant 2 min, le systeme est revenu a sa condition initiale (90 % A) en 1 min, et a
été équilibré pendant 1 min.

3.4. Méthodes physico-chimiques

3.4.1. Spectrométrie de masse
Les spectres EI-MS, HRESI-MS et HRFAB-MS ont été enregistrés en utilisant un
spectrometre Brucker JEOL JMS-60H.

3.4.2. Spectroscopie IR

Les spectres d'absorption IR sont enregistrés sur un spectrometre FT-IR Tensor 27
(Bruker). Les composés solides, sont inclus dans une pastille de KBr. Les nombres d'onde des
bandes d'absorption correspondant aux différentes vibrations sont exprimés en cm™, a leurs
intensités maximales. Les spectres IR des molécules ont été réalisés au moyen des
spectrophotomeétres FT-IR Tensor 27 (Bruker) et Shimadzu 8900 FT-IR sur une lame de AgCl
et dans des pastilles de KBr respectivement.

Pour cela, une quantité de 1 mg d’échantillon a été mélangée a 100 mg de KBr (qualité IR).
La pastille a été obtenue a I’aide d’une presse Shimadzu 8900FT-IR. Le balayage des nombres
d’onde a été fait entre 4000 et 600 cm-1 sur une durée de 20 minutes. D’autre part 1 mg
d’échantillon a été dissout dans le CH2Cl; et dépose sur une lame de AgCI et introduit dans le
spectrophotometre FT-IR Tensor 27. Le balayage des nombres d’onde a été fait entre 4000 et

600 cm™ sur une durée de 5 minutes.

3.4.3. Spectroscopie UV
L’enregistrement des spectres UV s’est fait a I’aide d’un spectrophotometre Hitachi U-

320, piloté par un logiciel adapté, développé par la méme entreprise.

3.4.4. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

L’enregistrement des spectres RMN s’est fait a 'aide d'un spectrométre Bruker Avance

400, Avance 500, Avance 600 MHz en utilisant le TMS comme standard interne, avec les
déplacements chimiques enregistrés comme valeurs J. Les déplacements chimiques sont
exprimés en ppm et les constantes de couplage sont en Hz. En ce qui concerne les solvants de
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RMN utilisés pour analyser nos composés, nous avons fait recours au méthanol deuteuré
(CD30D), Chloroforme deuteré (CDCIs), le diméthylsulfoxyde deuteré (DMSO-ds), la pyridine
deuteré (CsDsN-ds).

Figure 120 : Appareil de RMN (photo Djikam, Hej- ICCBS, Université de Karachi, 2021).

3.4.5. Hydrolyse acide

Cette technique permet la libération de toutes les unités osidiques engagées dans des
liaisons O-glycosidiques, ainsi leur identification sera possible par comparaison a des sucres
standards. Tous les triterpenes glycosilés (2 mg) sont hydrolysés avec 2 ml de HCI 2M a 85 °C
pendant 2 h. Apres refroidissement, le solvant est éliminé sous pression réduite. Le mélange de
sucre est extrait de la phase aqueuse (10 ml) et lavé avec CH2Cl> (3x 5 ml). Les extraits
combinés de CH2Cl sont lavés avec de I'eau distillée pour donner aprés évaporation le fragment
aglycone. Les sucres sont d'abord analysés par CCM sur gel de silice (CHClz — MeOH — Hz0,
8: 5: 1) par comparaison avec des échantillons standards. La configuration absolue de chaque

monosaccharide a été déterminée a partir d'une analyse GC-MS de leurs dérivés

185



triméthylsilylés par comparaison avec des échantillons authentiques en utilisant la méthode
décrite précédemment (Chaabi et al., 2010).

3.4.6. Pouvoir rotatoire

Les rotations optiques ont été mesurées avec un polarimetre numérique automatique
P2000 a la longueur d’onde de la raie D du sodium (A =589 nm) dans une cuve de 1 dm a 20°c.
Le pouvoir rotatoire spécifique [a]o, exprimé en degré, est calculé a partir de la formule suivante
: [a]o=1000.0/1.c, (o : angle de rotation, en degré, lu sur le polarimétre, 1 : longueur de la cuve

en dm, c : concentration de la molécule en solution en g/L).

3.4.7. Point de fusion (P.F.)
L'appareil de point de fusion Gallenkamp a été utilisé pour la détermination du point de

fusion dans des tubes capillaires ouverts.

3.5. Méthodes biologiques
3.5.1. Evaluation de I’activité antiplasmodiale in vitro

3.5.1.1. Culture in vitro de Plasmodium falciparum

Des souches 3D7 (Pf 3D7) sensibles a la chloroquine et Dd2 (PfDd2) résistantes a la
chloroquine de P. falciparum ont été maintenues au laboratoire de recherche du paludisme,
International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology, New Delhi, Inde, et ont été
utilisées pour tester in vitro I'activité antiplasmodiale des extraits et fractions de plantes au stade
sanguin. La culture de Plasmodium falciparum a été maintenue selon la méthode décrite par
Trager et Jensen (1976) avec des modifications mineures (Kaushik et al. 2015), dans des
érythrocytes humains frais O positifs en suspension a 4% d'hématocrite dans du RPMI 1640
16,2 g/L (Sigma-Aldrich, New Delhi, Inde) contenant 25 mM HEPES, 11. 11 mM de glucose,
0,2% de bicarbonate de sodium (Sigma-Aldrich, New Delhi, Inde), 0,5% d'albumax | (Gibco,
Waltham, MA USA), 45 mg/L d’hypoxanthine (Sigma-Aldrich, New Delhi, Inde) et 50 mg/L
de gentamicine (Gibco, Waltham, MA USA) puis incubés a 37 °C sous un mélange gazeux de
5% Oz, 5% CO> et 90% N2. Chaque jour, les érythrocytes infectés ont été transferés dans un
milieu complet frais pour propager la culture. Lorsque la parasitémie était supérieure a 10%,
les cultures etaient diluées dans des globules rouges sains afin de réduire le pourcentage de

parasitémie a 1-2% et de maintenir les cultures dans des conditions sans stress.

186



3.5.1.2. Essai in vitro de Plasmodium falciparum

L'extrait brut et les fractions ont été évalués pour leur activité antiplasmodiale contre les
souches 3D7 et Dd2 de P. falciparum. Pour le criblage des médicaments, le test de fluorescence
a base de SYBR green | a été mis en place comme décrit par Smilkstein et al. (2004).
Précisement, 100 uL de parasites synchronisés au sorbitol (Lambros et Vanderberg 1979) ont
été incubés dans des conditions de culture normales (37 °C, 5 % de CO», 5 % d'O2, 90 % de N>)
a 1 % de parasitemie et 2 % d’hématocrite dans des plaques a 96 puits a fond plat (Corning,
Etats-Unis) en I'absence ou en présence de concentrations croissantes d'extraits bruts ou de
fractions pendant 48 heures. La chloroquine (Sigma-Aldrich, New Delhi, Inde) a été utilisee
comme témoin positif, tandis que le DMSO a 0,4 % (v/v) a servi de témoin négatif. Apres
I'incubation, 100 pL de tampon de lyse SYBR green | (Tris (20 mM ; pH 7,5), EDTA (5 mM),
saponine (0,008 %, p/v) et Triton X-100 (0,08 %, v/v) ont été ajoutés a chaque puits et mélangés
doucement deux fois, puis incubés dans I'obscurité a 37 °C pendant 1 heure. La fluorescence a
ensuite été mesurée a l'aide d'un lecteur de plagues multipuits a fluorescence Victor (Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA) avec des bandes de longueur d'onde d'excitation et d'émission
centrées sur 485 et 530 nm, respectivement. Les comptes de fluorescence ont été tracés en
fonction de la concentration du médicament et la concentration inhibitrice de 50 % (Clso) a été

déterminée par analyse des courbes dose-réponse a l'aide d'une régression non linéaire.

3.5.1.3. Activité antileishmaniale in vitro

Les promastigotes de Leishmania donovani 1S (MHOMY/SD/62/1S) ont été cultivés a
28°C dans un milieu de culture axénique M199 (Sigma Aldrich) complété par 10 % de sérum
feetal bovin (FBS) inactivé par la chaleur (Sigma Aldrich) et 1 % de streptomycine/pénicilline
(Sigma Aldrich). L'activité antileishmaniale des échantillons testés a été déterminée comme
décrit précédemment (Siqueira et al. 2010) en utilisant le test a base de résazurine. Les
composés ont été dilués en série dans du milieu M199 incomplet et 10 pL. de chaque composé
ont été introduit dans 90 uL de promastigotes de L. donovani (4x105 parasites) provenant d'une
culture en phase exponentielle en milieu complet. 1ls ont tous été criblés a des concentrations
finales de 100-0,16 pg/mL pour les extraits et les fractions et de 50-0,08 pg/mL pour les
composés et les plaques de tests ont été incubées pendant 28 h a 28°C, suivie de I'ajout de 1
mg/mL de résazurine. Les contrbles négatifs et positifs étaient respectivement le DMSO a 0,1
% et I'amphotéricine B (Sigma Darmstadt, Allemagne) (10-0,016 pg/mL). Aprés une incubation

supplémentaire de 44 h, les plaques ont ensuite été lues sur un lecteur de plaques multipuits a
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fluorescence Magelan Infinite M200 (Tecan) a une longueur d'onde d'excitation et d'émission
de 530 et 590 nm, respectivement. Pour chaque échantillon, les pourcentages de croissance ont
été calculés et des courbes dose-réponse ont été construite pour déterminer la concentration
inhibitrice de 50 % (Clso) a l'aide du logiciel GraphPad-version 5.0.

3.5.1.3.1. Essai de cytotoxicité

Le profil de cytotoxicité de I'extrait et des composés a été évalué en utilisant I'essai au
bleu d'Alamar (Bowling et al., 2012) contre les cellules RAW 264,7 cultivées dans un milieu
d'Eagle modifié de Dulbecco (DMD) complet.

Modified Eagle's Medium (DMEM) contenant 13,5 g/L de DMEM (Sigma Aldrich), 10
% de sérum feetal de bovin (Sigma Aldrich), 0,2 % de bicarbonate de sodium (m/V) (Sigma
Aldrich) et 50 ng/mL de gentamicine (Sigma Aldrich). Globalement, les macrophages ont été
ensemencés dans des plaques a fond plat de 96 puits de culture cellulaire a une densité de 104
cellules dans 100 pL. de milieu complet/puits et incubés pendant 24 h a 37°C, 5 % de CO. pour
permettre l'adhésion des cellules. Dix microlitres de chaque solution d'échantillons a tester
diluée en série ont €té ajoutés dans des puits triples de plaques d'essai et ont ensuite été incubés
pendant 48 h dans les mémes conditions expérimentales. Des puits de contrdle de croissance
(0,1 % DMSO-100 % de croissance) et de contrdle positif [podophyllotoxine (Sigma
Darmstadt, Allemagne) a 20 uM] ont été inclus dans les plaques d'expérimentation. La
prolifération cellulaire a été vérifiée en ajoutant 10 uLL d'une solution mere de résazurine (0,15
mg/mL dans du PBS stérile) a chaque puits, puis en incubant les plaques pendant 4 h. La
fluorescence a ensuite été lue sur un lecteur de plaques multi-puits a fluorescence Tecan Infinite
M200 (Tecan) & une excitation/émission de 530/590 nm. Les resultats ont été exprimés en
concentrations cytotoxiques a 50 % (CCso) et les indices de sélectivité (CCso cellule

mammalienne/Clso L. donovani) ont été calculés pour chaque substance testée.

3.5.1.3.2. Analyse des donneées

Toutes les données d'activité représentent la moyenne * I'écart-type (SD) de trois
expériences indépendantes. Le logiciel Microsoft Excel a été utilisé pour calculer le
pourcentage d'inhibition. Les valeurs Clso et CCso ont été déterminées a I'aide du logiciel Graph

Pad prism 5.0, les données étant ajustées par régression non linéaire.
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3.6. Sreening phytochimique des extraits

Un sreening phytochimique a permi de déterminer les grands groupes de composés présents

(tableau XXI1X).

Tableau XXIX : Protocole du screening phytochimique des extraits de plantes.

Classe des composes

Tests caractéristiques

Alcaloides

(Test de Dragendorff)

Préparer une solution composée de 0,85 g de nitrate basique de
bismuth et 10 mL d’acide acétique dans 40 mL d’eau (= A) et une
solution contenant 16 g de KI dans 40 mL d’eau (= B). Mélanger
extemporanément 5 mL de A, 5 mL de B, 100 mL d’eau et 20 mL
d’acide acétique. Vaporiser le mélange sur la plaque. Les
alcaloides apparaissent sous forme de taches orange apres
chauffage de la plaque (Wagner et Bladt, 1996).

Triterpenoides et
phytosterols

(Test de Liebermann-

A 2 mL de I’extrait contenu dans un tube a essai, on y ajoute 2 mL
de chloroforme. Le filtrat est par la suite traité avec quelques mi
d’anhydride acétique a chaud, puis refroidi. La formation d’une

interface rouge foncé indique la présence de triterpenoides et de

Burchard) phytostérols (Cook, 1961).
A 2 mL de ’extrait contenu dans un tube a essai, on y ajoute deux
gouttes de solution alcoolique de a-naphtol (20%). Le meélange est
sucres agité, puis 1 mL d’acide sulfurique concentré est ajouté lentement

(Test de Molisch)

le long du tube puis refroidi dans de la glace. La présence des
sucres est indiquée par la formation d’une interface de couleur
violette (Foulger, 1931). Le solvant utilisé pour 1’identification
des sucres est : CHClz-MeOH-H-0 (8-5-1) (Chaabi et al., 2010).

Composés phénoliques

(Test au chlorure Ferrique)

A 2 mL de ’extrait contenu dans un tube a essai, on y ajoute 3 a 4
gouttes d’une solution de chlorure Ferrique (5%). La présence des
composés phénoliques est indiquée par la formation d’une

coloration bleue (Wagner et Bladt, 1996).
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Alcools (Test de Lucas)

Dans un tube a essai, introduire 10 mL d’acide chlorydrique
concentré et une spatule de chlorure de zinc anhydre de facon a
saturer 1’acide. Agiter et décanter. Ensuite ajouter au mélange
obtenu quelques gouttes de 1’alcool a tester. Pour un alcool
primaire, le précipité blanc se forme tres lentement ; pour un
alcool secondaire, un précipité de chlorure d’alkyle se forme
lentement ; pour un alcool tertiaire, le précipité blanc se forme

instantanément (Kjonaas et al., 1991).

3.6. Caractéristiques physico-chimiques

Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés

Composés isolés

Caractéristiques spectroscopiques

TAF:

-
R
\\
N\

23

Atheruroside A

LC-ESI-SM mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z

575,4066 [M + H]*

Formule brute : CssHsg06

RMN *H et *C méthanol (CDsOD) :
500 et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif

TAR

Atheruroside B

LC-ESI-SM mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire & m/z 575,4068 [M+
H]*

Formule brute : C3sHs0O7

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500
et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif
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Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés (suite)

Atheruramine

LC-ESI-SM mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 369,1805 [M +
H]*

Formule brute : C21H24N204

RMN !H et C méthanol (CDsOD) :
500 et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Draggendorff : positif

TAF,

LC-ESI-SM mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 571,2086 [M
+H]*

Formule brute : CosH34014

RMN IH et 13C méthanol (CD30OD) : 500
et 1256MHz

Aspect physique : solide jaune amorphe
Test de Molish et au Chlorure

Ferrique: positif

Acide strictosidinique

ESI-SM mode négatif : pic de 1’ion
pseudo-moléculaire & m/z 515,3717 [M -
H] .

Formule brute : Co7H34N20g

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500
et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Draggendorff : positif
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Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés (suite)

TAFs

ESI-SM mode positif : pic de 1’ion
pseudo- moléculaire a m/z 479,3497 [M +
Na] *.

Formule brute : C3oHsg03

RMN *H et 13C méthanol (CDsOD) : 500
et 125 MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif

ESI-SM mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 349,1 [M +H] *
Formule brute : C20H250s

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500
et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Tricalysiamide D

EI-MS mode positif : pic de I’ion
moléculaire a m/z 347,1 M*™

Formule brute : CooH29NO4

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500
et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Draggendorff : positif

TAR

24 23

Acide ursolique

ESI-MS mode négatif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire & m/z 455,5 [M-H] -
Formule brute : C30Hsg03

RMN *H et 13C méthanol (CD30D) :
500 et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif
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Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés (suite)

TAF10 ESI-MS mode positif : pic de I’ion
pseudo- moléculaire a m/z 445,1963 [M +
H] "

Formule brute : C3oHsoO2

RMN *H et 13C méthanol (CDs0D) : 500
et 1256MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Liberman-buchard : positif

ESI-MS mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 443,3373
[M+H] ™

Formule brute : C3oHs002

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500
et 125 MHz

Aspect physique : poudre amorphe

) blanche
19a- hydroxy-a- amyrine _ »
Test de Lieberman-Burchard : positif

TOF1 LC-ESI-MS mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 441,3362

HO\l/\/\/\/\)\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ M+
10 Formule brute : C29Hg00>

RMN !H et '3C Dichlorométhane
(CD3Cls) : 500 et 125MHz

Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Test de Lucas : positif

LC-EI-MS mode négatif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 680,6154 [M-

H]-
Formule brute : C42Hs3sNOs
3 % | RMN 1H et 13C
19 Dichlorométhane /méthanol

(CDsOD/CD3Cls) : 500 et 125MHz
Aspect physique : poudre amorphe
blanche

Oligoneuramide
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Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés (suite)

TOF:3

NHCOCH,
Oligoneurine

LC-ESI-MS mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 649,4762

[M+H]*.

Formule brute: CzgHgsNO7

RMN IH et 3*C méthanol (CDs0D) : 500 et
125MHz

Aspect physique : poudre amorphe blanche
Test de Lieberman-Burchard : positif

TOF4

p-sitosterol-3-#-O-D-glucopyranoside

EI-MS mode positif : pic de I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 576,4469 [M+H] *.
Formule brute : CasHeoOs

RMN *H et 13C méthanol (CDs0OD) : 500 et
125MHz

Aspect physique : poudre amorphe blanche
Test de Lieberman-Burchard : positif

TOFs

p-D-fructofuranosyl-a-D-glucopyranoside

EI-MS mode positif : pic de I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 343,1 [M+H] *

Formule brute : CeH140¢

RMN *H et 13C méthanol (CDsOD): 400 et
100MHz

Aspect physique : solide blanc

Test de Molisch : positif

TOFe
OH  OH

L. 4 s OH
HO

OH OH

D-mannitol

EI-MS mode positif : pic de I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 182,1 [M+H] *.

Formule brute : C12H22011

RMN *H et 13C méthanol (CDsOD): 400 et
100MHz

Aspect physique : solide blanc

Test de Molisch : positif
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Tableau XXX : Données spectrales et constantes physiques des composés isolés (suite et fin)

TOF

p-sitostérol

EI-MS mode positif : pic de I’ion pseudo-
moléculaire a m/z 415,3055 [M+H] *.
Formule brute : C29Hs001

RMN IH et 3*C méthanol (CDs0D) : 500 et
125MHz

Aspect physique : poudre blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif

TOFs

EI-MS mode positif
moléculaire a m/z 354,3 M™
Formule brute : C20H180s
RMN *H et 1*C méthanol (CD30OD) : 400 et
100 MHz

Aspect physique : solide blanc

pic de I’ion

Asarinine
TOF9
18 10\ e EI-MS .mo\de positif pic de Iion
\/W\/\g/\/\/\/Y moléculaire & m/z 280,3 M*
OH Formule brute : C1gH320>
Acide oléique RMN !H et 13C méthanol (CDsOD): 500 et
125MHz
Aspect physique : poudre blanche
TOF10

HOHo > 1 23 24
NHCOCH;
Aridanine

LC-ESI-MS mode positif : pic de I’ion
pseudo-moléculaire a m/z 683,39 [M + Na] ™.
Formule brute : CasHs1NOg

RMN IH et 3C méthanol (CD3sOD) : 500 et
125MHz

Aspect physique : poudre amorphe blanche

Test de Lieberman-Burchard : positif
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