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Avant-propos

Les plantes médicinales sont utilisées depuis toujours comme une source pour le traitement
de maladies et 'amélioration de la santé humaine (Azmir et al., 2013). L'Organisation mondiale de la
santé (OMS) a estimé que 80 % des habitants de la planéte s’appuient principalement sur les
médicaments traditionnels pour leurs soins de santé primaires et que la majorité implique
I'utilisation d’extraits de plantes (Farnsworth et al., 1985).

Les intoxications ciguatériques sont la conséquence d’'un phénomeéne ancien, la ciguatéra, et
sont causées par des toxines marines connues pour étre parmi les plus puissantes. Actuellement, il
n’'existe pas de traitement permettant de soigner ces intoxications, seuls les symptémes sont
soulagés. Les populations du Pacifique, particulierement touchées par cette affection, ont su
s’adapter en utilisant la flore qui les entourait. Le partage de ces connaissances traditionnelles avec
la communauté scientifique a permis le recensement d’une centaine de remedes traditionnels a base
de plantes, utilisée dans la région du Pacifique, pour traiter les intoxications ciguatériques (Laurent
et al., 1993).

A partir de ce recensement, une série de travaux, réalisée par I'IRD et visant a établir
I'activité biologique de ces plantes, a été menée. Ces travaux ont permis d’orienter le sujet de thése
développé dans ce manuscrit, qui s’inscrit dans la continuité des théses de doctorat de
Boydron-Le Garrec (2005) et de Kumar-Roiné (2009), en sélectionnant une plante a étudier en
particulier, Heliotropium foertherianum Diane & Hilger (Borraginacées). Cette plante fait partie des
remedes traditionnels les plus populaires a travers la Mélanésie et la Polynésie (Bourdy et al., 1992).
Les précédentes études sur la composition chimique d’H. foertherianum ont mis en lumiere la
présence de l'acide rosmarinique, composé possédant de multiples activités biologiques
(Kumar-Roiné, 2009) mais également d’alcaloides pyrrolizidiniques, composés réputés toxiques, dans
les tiges de cette espéce (Ogihara et al., 1997b).

Les principaux objectifs de ces travaux de these ont été, dans un premier temps, de
confirmer I'activité biologique, pour le traitement des intoxications ciguatériques, de I'extrait de
feuilles d’H. foertherianum. La suite des travaux a eu pour but la caractérisation de la composition
chimique de I'extrait et la vérification de son innocuité. Enfin, en vue d’une valorisation de cet extrait
de plante, la détermination des conditions optimales de production d’un extrait d’H. foertherianum a
été entreprise.

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres. Le premier chapitre est un état de I'art du
contexte dans lequel se placent ces travaux de these. Tout d’abord, le phénomene de la ciguatéra et

les traitements existants seront détaillés puis les connaissances sur H. foertherianum, plante utilisée
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en médecine traditionnelle, seront exposées. Ensuite, des informations sur la biosynthése, les
activités biologiques et I'identification de I'acide rosmarinique et des alcaloides pyrrolizidiniques,
composés retrouvés chez H. foertherianum, seront précisées. Enfin, un point sur la réglementation
en vigueur pour la commercialisation des produits a base de plantes sera abordé.

Le deuxieme chapitre de ce manuscrit concerne [|'évaluation biologique de [I'extrait
d’H. foertherianum et de son principe actif face aux toxines responsables des intoxications
ciguatériques. Dans ce but, deux tests in vitro déja employés pour la détection des toxines en
laboratoire ont été utilisés. Une étude de relation structure activité a aussi été menée avec des
composés structuralement proches de I'acide rosmarinique afin de vérifier sa spécificité d’action.

Le troisieme chapitre expose les travaux réalisés sur la caractérisation chimique de I'extrait
d’H. foertherianum. Une méthode de dosage des principes actifs, I'acide rosmarinique et
I'acide caféique, a été établie puis une comparaison des teneurs en principes actifs suivant les lieux
de collecte des échantillons a été effectuée. Afin de connaitre I'ensemble des composés présents
dans I'extrait et leur potentielle activité biologique, la composition chimique globale de I'extrait a
aussi été étudiée.

La quatrieme et derniére partie de ce manuscrit traite de la détermination des conditions
optimales de production d’'un extrait d’H. foertherianum en vue d’une valorisation industrielle.
Le travail décrit dans ce chapitre a permis de déterminer des indications quant au choix des zones de
collecte, des parameétres de collecte, d’extraction et de conservation des feuilles et des extraits.
Les possibilités d’installation industrielle, utilisée dans la production d’extraits de plantes, seront
aussi abordées.

Les travaux de thése décrits dans ce manuscrit ont été réalisés en Polynésie frangaise dans le
cadre d’une convention industrielle de formation pour la recherche (CIFRE) et effectués au sein de
I'UMR-152 « Pharmacochimie et pharmacologie pour le développement » de I'IRD et de I'UPS pour
les deux premieres années, en partenariat avec I'lLM et I'UPF, puis pour la suite des travaux au sein
de 'UMR-241 « Ecosystémes insulaires océaniens ». Ces trois années de recherche ont été menées
en collaboration avec une entreprise locale, Pacific Biotech. Un financement de fonctionnement pour
le projet Ciguatrait, labellisé par le p6éle d’innovation de Polynésie francaise Tahiti Fa’ahotu, a aussi

été obtenu par le Contrat de projets Etat-Polynésie francaise 2008-2013.
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Chapitre 1 — Etat de I'art

1. Laciguatéra

1.1. Historique

La ciguatéra ou ciguatera fish poisoning est, comme son nom l'indique en anglais, une
intoxication alimentaire provoquée par l'ingestion de poissons évoluant dans des écosystémes
coralliens.

Cette intoxication est connue depuis la haute Antiquité. On en retrouve la trace, tant dans
I’ancienne Egypte, plus de 2 000 ans avant J.-C. (Halstead, 1965), qu’en Chine au début de I'ére
chrétienne (Lewis et King, 1996). Les anecdotes rapportées par les navigateurs
Pedro Fernandes de Queiros et James Cook, lors de leurs expéditions entre les 16°™ et 18°™ siécles,
ne font que confirmer I'ancienneté du phénomene (Morrison, 1935). C'est en 1675, que John Locke,
philosophe anglais, décrit pour la premiere fois de maniéere clinique ce syndrome qui toucha bon
nombre d’équipages en ces périodes de grandes expéditions (Bourée et al., 2002). En 1787, le
naturaliste portugais Don Antonio Parra dans sa Descripcion de diferentes piezas de historia natural
las mas del ramo maritimo fait référence a un syndrome neurologique qu’il nomme «siguatera» (Poli
et al,, 1997 ; de Fouw et al., 2001 ; Pearn, 2001). D’apres Felipe Poey, zoologue-ichtyologue cubain,
ce nouveau terme est dérivé de I'appellation du gastéropode Turbo (Cittarium ou Livona pica L.)

ieme

nommé «cigua» au 18" siecle dans les Antilles espagnoles (Randall, 1958). Ce mollusque est connu
pour provoquer une intoxication neuro-digestive. Cette dénomination est progressivement
transférée a la maladie causée par certains poissons de récifs et au phénomene écologique qui en est

a l'origine (Laurent, 1993).

1.2. Incidence et répartition

Il est difficile de donner un chiffre précis de I'incidence mondiale de la ciguatéra. Elle touche,
selon Bruslé, (1997) entre 10 000 et 50 000 personnes dans le monde annuellement, alors que
Fleming et al. (1998) suggerent une incidence beaucoup plus large, entre 50 000 a 500 000 cas
par an. Avec un tel niveau d’incidence, la ciguatéra représente I'intoxication par produits marins la
plus répandue au niveau du globe (Lange et al., 1992 ; Glaziou et Legrand, 1994).

L'écart entre les différentes estimations provient d’abord de la difficulté de poser un
diagnostic, au vu de la diversité des symptdmes et de leur intensité variable, surtout pour des
médecins situés hors des zones d’endémie (Dickey et Plakas, 2010). Ensuite, les intoxications ne sont
déclarées que dans les pays ou il existe une procédure de recensement des cas et pour finir méme
dans ces derniers, le pourcentage de cas non déclarés est estimé a 80 %. Ce taux de non-déclaration

peut s’expliquer d’une part par le recensement d’une seule personne pour un groupe de personnes
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intoxiquées et ayant partagé le méme repas, et d’autre part, par I'absence de traitement efficace
disponible (Dickey et Plakas, 2010). En effet, le recours a la médecine traditionnelle (Bourdy et al.,
1992) n’incite pas les personnes intoxiquées a se tourner vers les structures de santé sauf en cas de
complications séveéres.

La ciguatéra est endémique aux régions coralliennes de la ceinture circumtropicale comprises

ieme ieme

entre le 35 paralléle nord et le 35 paralléle sud (Chateau-Degat, 2005). La prévalence de la
ciguatéra est inégalement répartie dans les régions endémiques avec moins de 0,1 % de la
population concernée sur les zones comme le Queensland en Australie et la Floride aux Etats-Unis a
plus de 50 % de la population pour les fles du Pacifiqgue (iles Fidji, Hawaii, iles Cook,
Nouvelle-Calédonie, Polynésie francgaise, Tuvalu, Tonga, Vanuatu, Wallis et Futuna...) et des Caraibes
(Fleming et al., 1998 ; Dickey et Plakas, 2010) (figure 1).

Une étude récente a tenté de faire le bilan de lincidence de lintoxication de type
ciguatérique dans 18 pays et territoires insulaires du Pacifique (PICTs), entre 1998 et 2008 (Skinner
et al., 2011). Au premier rang des PICTs faisant état d’un taux d’incidence annuel moyen supérieur a
10 cas pour 10000 habitants sur I'ensemble de la période considérée, on trouve par ordre
décroissant : les Tokelau, les iles Cook, les iles Marshall, le Vanuatu, la Polynésie francaise,
les Kiribati, et I'lle de Niue. Toujours selon Skinner et al. (2011), la Polynésie francaise affichait
jusqu’a récemment le nombre de cas le plus important de tous les PICTs, mais les iles Fidji la
devancent a présent. Selon I’'OMS, la situation sanitaire est préoccupante des que le taux d’incidence
dépasse les 100 cas pour 10 000 habitants. Or les chiffres concernant I'ensemble de la
Polynésie francgaise (tableau 1) sont vraisemblablement sous-estimés. lls masquent la situation tres
préoccupante de certaines de ses iles qui sont inégalement touchées par la ciguatéra. Par exemple,

les taux d’incidence relevés pour les fles de la Société sont de I'ordre de 5 cas pour 10 000 habitants

alors que ceux pour les fles Gambier sont supérieurs a 300 cas pour 10 000 habitants.

Tableau 1: Nombre des cas de ciguatéra et du taux d’incidence de 1998 a 2012 en
Polynésie francaise (environ 270 000 habitants en 2012) (source ILM).

1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

Nombre de cas 692 702 779 583 NC 577 576 456

Taux d'incidence

2 2 2 21 21 21 1
(pour 10 000 habitants) > 6 8 NC /

Malgré la sous-estimation de I'incidence de la ciguatéra, on observe une nette augmentation
de cas dans les PICTs sur la période de 1973 a 2008. En effet, I'incidence annuelle entre la période
1973-1983 et la période 1998-2008 augmente globalement de 60 %, chaque pays ayant sa propre

variabilité (Skinner et al., 2011).
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Par ailleurs, il ne faut pas négliger les cas d’importation (figure 1) qui sont de plus en plus
fréquemment signalés dans des pays comme les Etats-Unis, le Canada, le Japon, ou encore en
Europe, et qui résultent directement de I'expansion des échanges commerciaux, des activités
touristiques et de I'augmentation mondiale de la consommation de poissons tropicaux (Haro et al.,
2003).

Par exemple, en 2007, I'Union européenne et les Etats-Unis ont importé plus de 80 % de
leurs produits de la péche pour subvenir a la demande du consommateur. Or, aux Etats-Unis, plus de
la moitié des importations de la péche proviennent d’Asie, environ 2,4 % des iles d’Océanie et 2 %

des Caraibes et de I’Atlantique tropical (Dickey et Plakas, 2010).

Canada
°Europe 3 o0
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S BRIy apon o Etats-Unis o
[ ] o [ o
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Hong K.czng Caraibes
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Zones d’endémie de la ciguatéra

* Cas «importés»
® Zones nouvellement touchées (depuis 2005)

Figure 1 : Carte de la répartition de la ciguatéra dans le monde.

Les cas d’importation sont toutefois a distinguer des nouveaux cas de ciguatéra ou cas
endogenes (figure 1) signalés récemment dans plusieurs zones tempérées du globe (e.g. fles Canaries
et zone méditerranée (Aligizaki et Nikolaidis, 2008 ; Fraga et al., 2011) et dans le nord-ouest du golfe
du Mexique, (Villareal et al., 2007)) ou encore a Rapa, I'lle la plus extréme de I'archipel des Australes.
Ces cas autochtones sont directement liés a I'extension des aires de prolifération de la micro-algue
Gambierdiscus sp. (Pawlowiez et al., 2013), agent causal de la ciguatéra, vraisemblablement en
réponse aux effets du changement climatique (réchauffement global des eaux de surface et
blanchiment du corail) (Llewellyn, 2010) ou a I’activité humaine avec la construction d’infrastructures

(Villareal et al., 2007).

22



Chapitre 1 — Etat de I'art

La reconnaissance de cas d’'importation de la ciguatéra dans les zones non-endémiques a
poussé les institutions de santé publiqgue mondiales a classer la ciguatéra comme la plus commune
des maladies d’origine alimentaire liée a la consommation de poissons (Lehane et Lewis, 2000 ;
de Fouw et al.,, 2001). De plus, 'augmentation de cas dans des zones nouvellement touchées
renforce lI'idée du classement de la ciguatéra a I'OMS comme « maladie tropicale négligée ».
Ce statut permettrait d’attirer I'attention de la communauté scientifique et biomédicale (Llewellyn

et al., 2013) et donc de renforcer les recherches a ce sujet.

1.3. Les toxines responsables de I'intoxication et les vecteurs

C'est en 1977 que I'équipe de R. Bagnis de I'Institut Louis Malardé (ILM) découvrit I'agent
responsable de la ciguatéra dans les iles Gambier, alors atteintes d’une importante flambée de
toxicité. 1l s’agit d'une algue unicellulaire benthique de la famille des Goniodomaceae,
Gambierdiscus spp. (Yasumoto et al., 1977 ; Bagnis et al., 1980) (figure 2), qui est ingérée par les
poissons herbivores lorsqu’ils broutent les algues macrophytes qui lui servent de support (Laurent

et al., 2005).

Figure 2 : Cellule du dinoflagellé Gambierdiscus spp. © ILM,
(A) vue en microscopie optique, (B) vue au microscope électronique a balayage.

Gambierdiscus spp. est connu pour étre capable de synthétiser plusieurs toxines telles que les
ciguatoxines (CTXs), le gambiérol, les acides gambiériques et les maitotoxines (Roeder et al., 2010).
Ces dernieres, hydrophiles, seraient peu susceptibles d’induire une intoxication chez les humains, car
peu bioaccumulées dans la chair des poissons (Lewis, 2006), mais pourraient cependant participer au
syndrome de type ciguatérique.

Plus de onze espéces distinctes du genre Gambierdiscus sont aujourd’hui recensées aussi
bien dans I'océan Atlantique que Pacifique. Parmi ces espéces, G. polynesiensis Chinain & Faust 1999,
G. australes Chinain & Faust 1999, G. pacificus Chinain & Faust 1999 et G. excentricus Fraga 2011
sont connues pour étre toxinogenes (Chinain et al., 2010a ; Fraga et al., 2011) mais toutes les

souches ne produisent pas de toxines selon leur patrimoine génétique et les conditions

23



Chapitre 1 — Etat de I'art

environnementales dans lesquelles elles évoluent (Chateau-Degat et al., 2005 ; Chinain et al., 2010a ;
Nishimura et al., 2013).

En Polynésie, les micro-algues du genre Gambierdiscus se développent de fagcon épiphyte sur
des macro-algues du genre Turbinaria ou Halimeda (Darius et al., 2007). Les espéeces lagonaires ou
récifales de poissons herbivores broutent ces macro-algues (figure 3), accumulent et biotransforment
les CTXs dans leur chair mais surtout dans leurs viscéres et leur téte. Les poissons carnivores vont a
leur tour ingérer les poissons herbivores et les CTXs sont ainsi transférées le long de la chaine
alimentaire. Les humains s’intoxiquent ainsi par la consommation de poissons herbivores ou

carnivores (Lehane et Lewis, 2000) (figure 4).

Figure 3 : Macro-algues du genre Turbinaria (A) et Halimeda (B), © ILM.

Depuis quelques années, un deuxieme phénomene a été mis en évidence et a été nommé
« ciguatera shellfish poisoning ». Il implique la consommation de mollusques et/ou d’échinodermes
et déclenche les mémes symptomes que la ciguatéra avec, semble t-il, d’autres signes cliniques tels
que des paralysies des membres et des brilures de la bouche et de la gorge (Laurent et al., 2008).
La présence de dinoflagellés du genre Gambierdiscus n’a pas été rapportée dans les sites incriminés
alors que de larges tapis de cyanobactéries appartenant a I'ordre des Oscillatoriales étaient visibles.
Les cyanobactéries d’eau douce étant déja bien connues pour produire des toxines nocives pour
I’humain, il est donc fort probable que les cyanobactéries marines (figure 5) puissent elles aussi
métaboliser des toxines susceptibles d’étre impliquées dans le phénomene de la ciguatéra (Laurent

et al., 2008, 2012 ; Roué et al., 2014) (figure 4).
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Figure 4 : Transfert des ciguatoxines dans la chaine alimentaire (adapté de Laurent et al., 2008).

Figure 5 : Cyanobactéries marines benthiques du genre Hydrocoleum®© GolubicS.,
(A) tapis de cyanobactéries, (B) vue au microscope optique.

Les dinoflagellés et les cyanobactéries se retrouvent surtout dans des zones coralliennes
impactées par I'étre humain ou naturellement abimées (Van Dolah, 2000 ; Laurent et al., 2012).
Ainsi, des files jusqu’a présent indemnes du phénomene ciguatérique peuvent étre I'objet
d’efflorescences de ces micro-organismes et ainsi se retrouver en pleine flambée apres une

perturbation de leur environnement lagonaire (Pawlowiez, 2012).
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Les CTXs, responsables du syndrome ciguatérique, sont des polyéthers cycliques d’un poids
moléculaire d’environ 1 000 Da (Lewis, 2006). Selon les régions du monde, il existe plusieurs types de
CTXs qui ont des structures chimiques similaires : pour I'océan Pacifique les P-CTXs, pour I'océan
Indien les I-CTXs, et pour la mer des Caraibes les C-CTXs (Caillaud et al., 2010).

Les P-CTXs, composées de treize cycles éthers, sont décrites selon deux types 1 et 2, dont la
différence réside notamment au niveau du cycle E (figure 6). Les C-CTXs possedent, quant a elles,
quatorze éthers cycliques (figure 7). La structure des I-CTXs n’a pas encore été élucidée a ce jour.
Au total, on dénombre plus d’'une quarantaine de congéneéres : 29 P-CTXs, 12 C-CTXs et 4 I-CTXs,
isolés principalement a partir de cellules de dinoflagellés du genre Gambierdiscus et de matrices
pisciaires (Wang, 2008 ; Dickey et Plakas, 2010).

La diversité des CTXs provient de leur origine géographique mais aussi de leurs divers degrés
d’oxydation. En effet, les CTXs peu oxydées (P-CTX-4) se retrouvent chez les dinoflagellés du genre
Gambierdiscus et dans les poissons herbivores mais pas dans les poissons carnivores contrairement
aux P-CTX-3 et P-CTX-1 qui sont plus polaires (Dechraoui Bottein et al., 2011). Plus les CTXs sont
oxydées et plus leur toxicité est élevée. Par exemple, la P-CTX-1 est onze fois plus toxique que la
P-CTX-4 (Satake, 2006). Il existe un phénoméne de bioaccumulation et de biotransformation le long
de la chaine alimentaire qui fait que I'on retrouve les CTXs les plus toxiques dans les hauts maillons
de la chaine (Yasumoto, 2005).

Les CTXs font partie des toxines marines les plus puissantes (Lehane, 1999). La létalité de la
P-CTX-1 (DLso de 0,35 pg/kg) injectée en intra-péritonéale a une souris est 280 fois plus importante
que celle de la tétrodotoxine, retrouvée chez le poisson ballon ou fugu. Chez I'étre humain,
I'ingestion d’une quantité de 70 ng de CTX peut suffire a provoquer les symptomes d’une intoxication
(Satake, 2006).

La P-CTX-1 a été isolée pour la 1% fois en 1967 (Scheuer et al., 1967 ; Dickey et Plakas, 2010)
et sa structure a été élucidée en 1989 (Dickey et Plakas, 2010). Pour isoler 350 ug de CTX pure,
4 tonnes de murénes javanaises ont été collectées en Polynésie francaise et 125 kg de visceres ont
été extraits (Yasumoto, 2005). La 1° synthése totale de la CTX-3C a été réalisée par Hirama et al. en
2011. A ce jour, les CTXs, nécessaires pour les études scientifiques, doivent étre extraites de murénes
et de poissons ou produites par des cultures de dinoflagellés du genre Gambierdiscus (Chinain et al.,

2010a).
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Figure 6 : Structure chimique de ciguatoxines du Pacifique (P-CTXs)
(d’apres Nicholson et Lewis, 2006).

Figure 7 : Structure chimique d’une ciguatoxine des Caraibes (C-CTX-1)
(d’apres Nicholson et Lewis, 2006).

1.4. Les mécanismes d’action des toxines

Les mécanismes d’action détaillés des CTXs, provoquant la multitude de symptémes de la
ciguatéra, ne sont pas encore complétement connus (Yamaoka et al., 2011). On sait néanmoins que
la fixation des CTXs sur le site 5 des canaux sodium dépendant du potentiel (CSDPs), au niveau des

sous-unités a de ces récepteurs, va entrainer un flux entrant continu d’ions sodium vers les cellules
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nerveuses, engendrant une dépolarisation membranaire et des potentiels d’action spontanés et/ou
répétitifs. Cette augmentation marquée de I'excitabilité nerveuse active a son tour une libération
soutenue de neurotransmetteurs (jusqu’a épuisement) au niveau des terminaisons nerveuses,
provoquant alors une modification de I'efficacité synaptique voire une déficience de la transmission
des messages nerveux (Bidard et al., 1984 ; Benoit et al., 1986 ; Molgé et al., 1990).

Les CSDPs sont la cible de nombreuses biotoxines, particulierement la sous-unité a, selon le
site de fixation considéré (Nicholson et Lewis, 2006). Cependant, seules les brévétoxines (PbTxs)
produites par le dinoflagellé Karenia brevis (Davis) Hansen & Moestrup, ainsi que les CTXs possédent
comme site de fixation cellulaire le site 5 de la sous-unité a des CSDPs (figure 8). Ces deux familles de
toxines sont donc en compétition pour la méme cible (Lombet et al., 1987). C’'est sur cette propriété
commune a ces deux familles de toxines qu’est basé notamment le principe du test d’interaction

ligand-récepteur (TILR) (cf. chap. 2 parag. 3.1.) (Pawlowiez, 2012).
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Figure 8: Structure moléculaire et sites récepteur de neurotoxines du canal sodium de la
sous-unité a (Nicholson et Lewis, 2006). Les résidus d’acides aminés (EEDD et DEKA), localisés sur les
boucles reliant les segments 5 et 6, forment le filtre de sélectivité aux ions Na®. Le site 6 récepteur
des &6-conotoxines n’est pas représenté car a ce jour non défini précisément.

L’action des CTXs sur les CSDPs, en tant que cible principale, est la plus connue et la plus
étudiée. Cependant, de récentes études ont permis de mettre en évidence I'action inhibitrice des

CTXs sur les canaux potassium de myotubes de rats. Les canaux potassium jouent aussi un role dans
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I’excitabilité des cellules nerveuses (Hidalgo et al., 2002 ; Nicholson et Lewis, 2006).

Les CTXs ont aussi une influence sur les mécanismes d’échange Na'-Ca®*. Les ions calcium
intracellulaires jouent un rdle fondamental dans le fonctionnement des cellules excitables,
notamment comme second messager. Les CTXs activent les CSDPs entrainant une augmentation de
la concentration cellulaire d’ions sodium, ce qui réduit la capacité de I'échangeur d’ions Na'-Ca*" a
faire sortir les ions calcium. Il en résulte une augmentation de la concentration intracellulaire d’ions
calcium et une libération favorisée des neurotransmetteurs Ca**-dépendant (Nicholson et Lewis,
2006).

Plus précisément, les mécanismes déclenchés par les CTXs (figure 9) sont :

(A) Dans les motoneurones et les neurones sensoriels, les CTXs provoquent une activation
continue des canaux Na’' (1) et bloguent les canaux K' (2). Cela cause la dépolarisation de la
membrane (3) et conduit a la propagation de potentiels d'actions spontanés et répétitifs (4).
’accumulation des ions Na* qui s'en suit provoque un gonflement des axones, des nerfs terminaux et
des cellules de Schwann périsynaptiques (5).

(B) Au niveau des synapses, les CTXs induisent une augmentation de la concentration
intracellulaire en ions Ca®* via la libération d’ions Ca”, régulée par I'inositol triphosphate (InsP3),
depuis les zones de stockage interne (6) ou via l'activation des canaux Ca®*, provoquée par la
dépolarisation terminale (8). La concentration intracellulaire d’ions Ca** augmente aussi & cause
d'une modification dans le gradient des ions Na®qui active I'échangeur Na*-Ca®* (7), un effet qui se
produit également dans les myocytes cardiaques. La propagation du potentiel d'action tonique,
initiée dans les axones, induit des libérations répétitives de neurotransmetteurs synchrones et
asynchrones au niveau des synapses et de la jonction neuromusculaire (9), pour produire des
élévations et diminutions transitoires dans la teneur en quanta des réponses synaptiques. Ceci a
pour conséquence des contractions musculaires spontanées et tétaniques (10). De plus, les CTXs
peuvent également nuire au recyclage des vésicules synaptiques, ce qui épuise le groupe de vésicules

de neurotransmetteurs disponibles pour la libération.

Ainsi, la meilleure connaissance des mécanismes d’action des CTXs permet de mieux
comprendre l'origine des symptomes neurologiques de l'intoxication ciguatérique (Nicholson et
Lewis, 2006).

L'excrétion des CTXs par I'organisme est tres lente car elles sont stockées dans les tissus
adipeux (Lewis, 1991). D’aprés Dechraoui Bottein et al. (2011), les CTXs sont éliminées de la
circulation sanguine de rats intoxiqués selon une demi-vie de quatre jours. L'excrétion se fait par les
urines ou de fagon plus importante par les féces, cette derniere voie indiquant une élimination

hépatique. De plus, les toxines ne seraient pas seulement excrétées mais aussi biotransformées et

29



Chapitre 1 — Etat de I'art

distribuées dans les compartiments extravasculaires.
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Figure 9 : Sites et modes d’action des ciguatoxines (Nicholson et Lewis, 2006).

1.5. Symptémes et syndrome chronique

Les symptdomes de l'intoxication ciguatérique sont divers et variés. lls rendent d’ailleurs
difficile le diagnostic de [Iintoxication (Ting et Brown, 2001). Les premiers symptomes qui
apparaissent dans les heures suivant le repas toxique sont plutét gastro-intestinaux, avec des
vomissements et des diarrhées. Les manifestations suivantes sont d’ordre neurologique avec un
intense prurit, de la paresthésie, des myalgies et une allodynie au froid, qui est un des symptomes
caractéristiques de cette intoxication (Zimmermann et al., 2013). Dans certains cas, on observe des
symptomes cardiovasculaires avec notamment de la bradycardie et de I’'hypotension. Une fatigue
générale peut étre ressentie (figure 10) (Stewart et al., 2010). Le taux de mortalité de cette
intoxication est estimé a moins de 0,1 % des cas, cependant la mort du patient peut survenir en

raison d’une insuffisance respiratoire (de Fouw et al., 2001).
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Figure 10 : Apparition et évolution des symptdmes de la ciguatéra (d’apres Lawrence et al., 1980).

Les symptomes sont déclenchés trés rapidement aprées une intoxication mais leur rémanence
peut étre variable notamment pour les troubles neurologiques. La durée et la sévérité d’une
intoxication dépendent de plusieurs facteurs. En effet, le type et la quantité de toxines ingérées, la
condition physique et I'historique du patient déterminent en général la réaction de I'organisme
(Nicholson et Lewis, 2006).

La diversité des symptomes tient aussi a la diversité chimique des CTXs (cf. parag. 1.3.) qui
n‘ont pas exactement la méme structure suivant les régions du monde ou se produisent les
intoxications.

En effet, dans le Pacifique, une intoxication de type ciguatérique s’exprimera avec des
symptomes a dominance neurologique lors de la phase aiglie, pouvant parfois étre séveres (i.e. coma
du patient) (Lewis, 2001 ; Chateau-Degat, 2005 ; Friedman et al., 2008). Dans les Caraibes, on
rencontrera une forme avec une prédominance des symptémes gastro-intestinaux, alors que dans
I’'océan Indien, les cas de ciguatéra sont similaires a ceux de la région Pacifique et se doublent d’'une
composante hallucinatoire observée dans 16 % des cas (Quod et Turquet, 1996 ; Lewis, 2001 ;
Friedman et al., 2008).

Dans les cas graves, cette affection peut s’installer de maniere chronique aprés la phase
aiglie de la maladie, avec principalement la persistance de certains symptomes neurologiques,
plusieurs mois voire méme plusieurs années apres la primo-intoxication (Lewis et Holmes, 1993 ;
Lewis, 2006 ; Chateau-Degat, et al., 2007a et 2007b). Ce phénomeéne pourrait s’expliquer en partie
par la lente élimination des CTXs par I'organisme des patients, en raison du fort caractere lipophile
de ces composés, d’ol la notion de «seuil symptomatique» (i.e. dose a partir de laquelle les

symptomes sont déclenchés) souvent évoquée dans le cas de cette intoxication (Lehane et Lewis,
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2000 ; Dickey et Plakas, 2010 ; Hamilton et al., 2010).

Enfin, certains patients développent une intolérance a la consommation de certains produits
alimentaires, ressentant de nouveau les symptémes neurologiques méme aprés une longue période
de rétablissement. Les produits les plus souvent cités sont I'alcool, les protéines (poisson, poulet,
porc...), les cacahuetes, etc. L'origine de ce phénoméne pseudo-allergique reste a étudier (Lewis,

2006).

1.6. Impacts socio-économiques

Au-dela du probléme de santé humaine, le phénomeéne de la ciguatéra cause des probléemes
socio-économiques comme une augmentation des colts de santé, une perte de la productivité au
travail, une perte pour le tourisme, une perte de vente de poissons sur les marchés locaux ou
internationaux, une perte de ressource alimentaire et enfin des migrations de population.
Par exemple, les co(ts relatifs a la ciguatéra dans les années 90 étaient estimés a 22 millions de
dollars par an aux Etats-Unis et & 1,1 million de dollars par an en Polynésie frangaise (Rongo et al.,
2012).

La présence de la ciguatéra entrave le développement de la péche lagonaire et du marché
des fruits de mer dans I'océan Pacifique et les Caraibes. Certains produits sont interdits a la vente
suivant leur espeéce, leur taille ou leur provenance géographique (Llewellyn et al., 2013).

Dans la plupart des PICTs, la péche est I'une des rares activités rémunératrices et source de
recettes en devises. Un excellent exemple nous est donné par le commerce des poissons de récif
vivants destinés a la restauration, aux Kiribati. Ce commerce a été florissant pendant plusieurs
années, assurant aux pécheurs locaux des revenus tres convenables. Selon les estimations, la valeur
annuelle nette de cette activité pour les pécheurs locaux avoisinait un quart de million de dollars
australiens, pour un total d’une trentaine de pécheurs actifs, soit un revenu annuel, par pécheur,
légerement supérieur a 8 000 dollars australiens, somme considérable au regard de la norme en
vigueur dans les fles. En 1999, un grand nombre de consommateurs de Hong Kong ont contracté la
ciguatéra en consommant du poisson qui aurait, parait-il, été exporté par les Kiribati. Cette affaire a
été a l'origine de l'interdiction de I'importation a Hong Kong de poissons de récif vivants destinés a la
restauration en provenance des Kiribati, ce qui a entrainé la disparition totale de cette filiere et la
perte de revenus pour les pécheurs locaux qui se consacraient a cette activité (Laurent et al., 2005).

En Polynésie francgaise, la réglementation protégeant le consommateur entraine, pour les
pécheurs locaux, une perte d’environ 3 000 tonnes de poissons coralliens interdits de

commercialisation chaque année, ce qui équivaudrait a une perte de gain estimée par Bagnis et al.

(1992b) a un million de dollars américain. En effet, un arrété municipal du 8 novembre 1939 interdit
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la vente de 13 especes de poissons lagonaires au niveau du marché de Papeete.

De méme, en Australie, certaines espéces sont interdites a la vente et certaines régions,
comme la baie Platypus sur I'lle Fraser, sont interdites a la péche des thazards et des barracudas.

A Iile de la Réunion, certaines espéces sont interdites a Iimportation et a la
commercialisation comme les carangues et les bécunes alors qu’a I'lle Maurice dix-sept espéces de
sept familles différentes sont interdites a la vente.

En revanche, actuellement il n’existe pas de réglementation sur la péche de poissons a risque
ciguatérique en Nouvelle-Calédonie (Laurent et al., 2005).

Une des conséquences de la ciguatéra, pour les PICTs ayant pour principale ressource la
péche, est une transition alimentaire vers d’autres sources de protéines telles que le poulet et le
boeuf surgelé ou en conserve (Rongo et al., 2012). Par exemple aux fles Cook, 70 % de la population
ne consomment plus de poissons de récif locaux (Llewellyn et al., 2013). Leur changement de régime
alimentaire et la réduction du temps d’exercice physique et de I'activité de péche n’est donc pas sans
conséquence sur |'apparition de maladies comme le diabéte et I'obésité (Chinain et al., 2010b).
De plus, I'arrét de la péche est aussi une perte du savoir traditionnel pour les générations a venir et

donc une perte d’un moyen de subsistance et d’une ressource économique (Llewellyn et al., 2013).

1.7. Conclusion

La ciguatéra est un phénoméne connu depuis toujours, a l'origine restreint aux zones
tropicales du globe mais qui tend a s’étendre vers les zones tempérées. Ce phénoméne écologique
complexe a des conséquences aussi bien sur la santé publique que sur I'économie des pays qui en
sont affectées. L'absence d’une procédure unique de déclaration de la ciguatéra a entravé la
compréhension de I'ampleur du probleme régional de santé publique. La ciguatéra devrait étre
traitée comme une maladie émergente pour d’autres régions du monde de plus haute latitude. Une
des actions proposées est la classification de la ciguatéra comme «maladie tropicale négligée» pour
attirer I'attention et les compétences des communautés biomédicales et écologiques (Llewellyn

et al., 2013).

2. Les traitements anticiguatériques

Peu de travaux sont consacrés a la mise au point d’un traitement contre la ciguatéra, malgré
le probléeme de santé publique qu’elle engendre dans les pays du Pacifique. La complexité du
phénoméne ciguatérique entrave la compréhension des mécanismes d’action des ciguatoxines et

retarde le développement de traitements efficaces.
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2.1. Dans la médecine occidentale

2.1.1. Les traitements symptomatiques

Les traitements occidentaux anticiguatériques sont essentiellement symptomatiques.
A chaque phase de I'intoxication, de nombreux médicaments apportant un soulagement relatif pour
un symptéme en particulier ont été testés (cf. Kumar-Roiné et al. 2011a pour revue).

Lors d’une intoxication aiglie, il est important de maintenir les fonctions vitales et il peut étre
nécessaire de controler I'équilibre hydro-électrolytique et de le rétablir avec une injection en
intraveineuse de fluide isotonique (Friedman et al., 2008).

Juste aprés l'intoxication, il peut étre réalisé un lavage gastrique, ou une administration
d’apomorphine (effet émétique) (Laurent et Amade, 1992), ou de charbon actif pour tenter
d’éliminer les toxines plus rapidement (de Fouw et al., 2001). Par la suite, les désordres
gastro-intestinaux sont traités avec des antispasmodiques, des antiémétiques, et des
antidiarrhéiques (Laurent et Amade, 1992 ; Haro et al., 2003).

La similarité des symptomes entre |'avitaminose B6 et la ciguatéra a conduit a employer un
complexe vitaminique (B1, B6 et B12) dans le traitement de cette derniere (Boydron-Le Garrec,
2005). Les signes neurologiques peuvent également étre traités avec de la colchicine, de
I'acide acétylsalicylique, et du gluconate de calcium en injection (Palafox et Buenconsejo-Lum, 2001).

Le prurit est atténué par des antihistaminiques mais reste difficile a éliminer (Geller et al.,
1991 ; Laurent et Amade, 1992 ; Ting et Brown, 2001). Le paracétamol et la nifédipine sont utilisés
contre les maux de téte (Calvert et al., 1987 ; Friedman et al., 2008). Contre les douleurs musculaires,
des analgésiques sont prescrits (Cheng et Chung, 2004). L'emploi anecdotique d’autres molécules
telles que la néostigmine est également rapporté pour traiter les désordres neurologiques (Banner
et al., 1963 ; Matsui, 2009).

Le recours a un antidépresseur, I'amitryptiline, est aussi préconisé pour soulager les
symptomes neurologiques comme les dysesthésies et les paresthésies (Davis et Villar, 1986 ; Calvert
et al.,, 1987 ; Geller et al.,, 1991 ; Matsui, 2009). La gabapentine, un antiépileptique ayant une
efficacité connue dans les douleurs neuropathiques, a permis une amélioration dans les symptémes
polyneuropathiques de deux patients atteints de la ciguatéra. Malheureusement, I'arrét du
traitement a provoqué le retour des symptomes (Perez et al., 2001). L’amitryptiline, la nifédipine et
la gabapentine ont notamment été utilisées pour le traitement de formes chroniques avec une
efficacité limitée (Boydron-Le Garrec, 2005).

Récemment, Zimmermann et al. (2013) ont évalué I'effet d’analgésiques sur I'allodynie au
froid chez la souris et sur des cellules de neuroblastomes humains. Les traitements par le topiramate,

I’'amitriptyline, le mexiletine et la carbamazepine n’ont pas montré d’amélioration. Cependant, la
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lamotrigine et la flupirtine semblaient étre de bons candidats avec une inhibition quasi-compléte de
I'allodynie au froid alors que la phenytoine ne I'a inhibée que partiellement.

Enfin, dans les formes graves, des analeptiques cardio-vasculaires sont administrés, en cas de
choc ou de collapsus (Bagnis, 1968 ; Laurent et Amade, 1992). L'utilisation de stabilisateurs de
membrane a également été proposée. La lidocaine et tocainide (Lange et al., 1988) qui bloquent les
CSDPs, se sont montrées efficaces par voie parentérale pour atténuer les effets cardio-vasculaires de
la CTX chez le chat (Boydron-Le Garrec, 2005).

Les formes aiglies d’intoxication ciguatérique incluant la détresse respiratoire, et parfois le
coma, peuvent nécessiter I'hospitalisation et la mise sous assistance respiratoire des patients
touchés ainsi que I'administration d’atropine pour corriger les problémes cardiovasculaires comme la
bradycardie et I’hypotension (Haro et al.,, 2003 ; Friedman et al., 2008). Dans les cas séveres, la
dopamine ou l'adrénaline ont été utilisées (Cheng et Chung, 2004).

Enfin, il a été recommandé d’éviter I'absorption d’opiacés et de barbituriques qui pourrait
provoquer de I’hypotension. Par ailleurs, les opiacés pourraient interagir avec la maitotoxine au vu

de son rble potentiel dans le phénomeéne de la ciguatéra (Friedman et al., 2008).

2.1.2. Un produit testé par essais cliniques : le mannitol

Le mannitol a beaucoup été étudié depuis les années 90. C'est un polyol (figure 11) qui est

utilisé en solution pour réduire la pression intracranienne de par sa propriété hypertonique (Wise et

Chater, 1962).

OH OH

Figure 11 : Structure chimique du mannitol.

Il semble étre le traitement le plus efficace chez I’humain pour inverser les manifestations
neurologiques de la ciguatéra, surtout quand il est administré a large dose (1 g/kg) pendant la phase
d’intoxication aiglie qui dure de 1 a 5 jours (Palafox et al., 1988). Une seule étude en simple aveugle
(seul le patient ne connait pas la nature du traitement : placebo ou molécule active) a montré que
I'administration de mannitol en injection intraveineuse était plus efficace qu’un mélange de
vitamines et de gluconate de calcium (Bagnis et al., 1992a). De plus, I'utilisation d’une solution

hyper-osmotique contenant du mannitol a permis de prévenir ou de contrer 'augmentation de
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I'excitabilité et le gonflement nodal des nerfs myélinés de grenouilles (Mattei et al., 1999).
Plus récemment, une étude sur le mannitol a permis de comparer I'action de solutions iso-osmolaire
et hyper-osmolaire de mannitol sur des neurones de ganglions rachidiens de rats. Les deux solutions
ont eu une influence positive sur la majorité des effets induits par les CTXs et ont permis de contrer
les symptomes de la ciguatéra (Birinyi-Strachan et al., 2005).

Le mécanisme d’action du mannitol reste inconnu. Une des théories est que le mannitol
entre en compétition avec les CSDPs (Palafox et al., 1988). Une seconde théorie est que son efficacité
est due a sa propriété d’agent osmotique et a sa capacité a réduire I'exces de flux des cellules
nerveuses ou a prévenir I'influx d’ions sodium a travers les CSDPs au niveau cellulaire (Friedman
et al., 2008). Il est aussi suggéré que le mannitol réagit directement avec les CTXs pour les neutraliser
ou les déplacer de leur site d’action (Swift et Swift, 1993). Birinyi-Strachan et al. (2005) ont confirmé
que le mécanisme d’action du mannitol n’était pas limité a un effet osmotique mais impliquait un
processus plus complexe avec une inhibition de la liaison des CTXs au récepteur.

Cependant, le mannitol injecté en intraveineuse chez la souris n’a pas montré d’efficacité
face a des CTXs injectées en intra-péritonéale, que ce soit en préventif ou curatif (Lewis et al., 1993).
Purcell et al. (1999) ont réalisé le méme type d’expérience mais sur des rats cette fois-ci. lls ont ainsi
confirmé les résultats sur souris en montrant que le mannitol n’agissait pas sur les effets des CTXs au
niveau de la conduction nerveuse. Ces résultats vont donc a I'encontre des études précédentes qui
montraient une amélioration de I'état des patients. Les premiers essais cliniques n’ayant pas été
menés en double aveugle (le patient et le médecin ne connaissent pas la nature du traitement) et le
modele d’étude n’étant pas le méme, les recherches ont été poursuivies sur le mannitol (Lewis et al.,
1993). Une des seules études en double aveugle a alors comparé le mannitol a une solution saline

mais n’a pas permis de confirmer la supériorité de I'efficacité du mannitol (Schnorf et al., 2002).

2.1.3. Les pistes prometteuses : antagonistes et anticorps des toxines

2.1.3.1. Le brévénal et les dérivés de la brévétoxine

Les PbTxs étant des analogues des CTXs (figure 12), et ayant comme cible le méme site des

CSDPs, leurs antagonistes pourraient aussi étre des antagonistes des CTXs et donc représenter une

voie dans le traitement des intoxications ciguatériques.
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Figure 12 : Structure chimique de la brévétoxine-3.

Le brévénal (figure 13) est un produit naturel issu du dinoflagellé Karenia brevis et isolé de
cellules en culture par Bourdelais et al. (2004). Il a un effet inhibiteur sur la PbTx-3 qui a été montré
par le test d’interaction ligand-récepteur. Le brévénal entre en compétition avec la PbTx-3 pour le
site 5 des CSDPs et rend le site indisponible, il agit comme une molécule antagoniste. Ills ont aussi
démontré in vivo un effet bénéfique contre la PbTx-3 sur des poissons Gambusia daffinis Baird &
Girard 1853 (Bourdelais et al., 2004). Le brévénal est aussi efficace contre les dommages sur ’ADN
induits par les PbTxs sur des lymphocytes humains (Sayer et al., 2005). Un brevet a été déposé en
2004 pour l'utilisation du brévénal dans le traitement des intoxications par les CTXs ou par les PbTxs

et pour d’autres affections telles que la fibrose kystique (Baden et al., 2005).

“HIOH

OH

Figure 13 : Structure chimique du brévénal.

Mattei et al. (2008) et Nguyen-Huu et al. (2009) ont étudié I'effet stimulant de la P-CTX-1B
sur la sécrétion de catécholamine des cellules chromaffines bovines. lls ont aussi montré que le
brévénal inhibe cet effet de maniére dose-dépendante sans pour autant affecter les sécrétions de
catécholamine induites par la nicotine. Le B-naphtoyl-brévétoxine, synthétisé a partir de la PbTx-3, a
aussi montré cet effet. Le brévénal et le B-naphtoyl-brévétoxine (figure 14) ont aussi manifesté un
effet inhibiteur des effets bronchoconstricteurs induits par les PbTxs chez la brebis (Abraham et al.,
2004).

Un autre dérivé de la PbTx-3, le a-naphtoyl-brévétoxine (figure 15) a été synthétisé par

Purkerson-Parker et al. (2000) et s’est avéré étre également un antagoniste de la PbTx-3.
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Figure 15 : Structure chimique du a-naphtoyl-brévétoxine.

2.1.3.2. Le gambiérol

L’équipe d’Inoue et al. (2003) a montré que le gambiérol (figure 16) et I'acide gambiérique A
(figure 17), qui sont des toxines de type polyéther cyclique produites par les dignoflagellés du genre
Gambierdiscus, inhibaient la liaison de la brévétoxine tritiée au site 5 des CSDPs dans le test
d’interaction ligand-récepteur. La yessotoxine (figure 18), composé polyéthéré isolé de bivalves, n’a
pas montré d’effet inhibiteur et ce résultat suggere qu’il y a un lien entre la taille de la région
polycyclique (11 cycles contigus pour la yessotoxine contre 8 pour le gambiérol) et le degré

d’inhibition.

HO

Figure 16 : Structure chimique du gambiérol.
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Figure 18 : Structure chimique de la yessotoxine.

LePage et al. (2007) ont confirmé cet effet inhibiteur sur des cultures de neurones
granulaires du cervelet de rats en permettant de diminuer I'élévation de la concentration des ions
calcium induite par la PbTx-2. Ces résultats ont été comparés avec le brévénal qui a aussi montré un
potentiel inhibiteur.

Cependant, Schlumberger et al. (2010) ont observé que le gambiérol était en fait
prioritairement actif sur les canaux potassium et non sodium dans les cellules de muscle strié, ces
résultats concordant avec ceux de Ghiaroni et al. (2005) sur les cellules gustatives de souris.
Les analogues heptacycliques et tétracycliques du gambiérol inhibent aussi les canaux potassium sur
les cultures de neurones granulaires du cervelet de souris mais ne montrent pas de toxicité chez la
souris contrairement au gambiérol (Pérez et al., 2012).

Les sites d’action du gambiérol semblent étre les canaux sodium et calcium sur les cellules de
neuroblastomes humains (Louzao et al.,, 2006). D’aprés Cagide et al. (2011), le gambiérol semble

induire une réduction de la viabilité des cellules de neuroblastomes pour une longue période
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d’incubation. Pour le moment, deux cibles possibles ont été trouvées pour le gambiérol : a faible
concentration, la toxine inhibe les canaux potassium dépendant du potentiel et a haute
concentration, elle active les CSDPs provoquant un influx d’ions calcium dans les cellules de
neuroblastomes. Chez la souris, on observe une neurotoxicité de 50 a 80 ug/kg en injection

intra-péritonéale (Fuwa et al., 2004).
2.1.3.3. Un inhibiteur de maitotoxines
Un inhibiteur des maitotoxines (figure 19) a été congu par Oishi et al. (2012). C'est un

polyéther heptacyclique qui a montré la plus grande efficacité face a I'influx de Ca** induit par les

maitotoxines (figure 20), sa capacité d’inhibition est méme supérieure a celle de la PbTx.
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Figure 20 : Structure chimique d’une maitotoxine.

2.1.3.4. Les anticorps

L’équipe d'Inoue et al. (2009) a réussi a produire deux anticorps monoclonaux spécifiques de

la P-CTX-3C a partir d’hapténes non-toxiques (figure 21). Ces deux anticorps ont montré leur
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efficacité in vitro sur des neuroblastomes de souris et in vivo chez la souris. Les pré- et
post-traitements par les anticorps chez la souris réduisent les symptémes et la mortalité induite par
la P-CTX-3C (figure 21). L'équipe de Tsumuraya et al. (2012) s’est intéressée a la détection de la

P-CTX-1B et a produit un anticorps monoclonal pour la détecter par la méthode ELISA.

Son application pour le traitement de la ciguatéra est en cours d’étude.
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Figure 21 : Structure chimique de la CTX-3C et de ses hapténes (Inoue et al., 2009).

2.2. Dans la médecine traditionnelle

A ce jour, les pistes de traitement du syndrome ciguatérique n’en sont qu’a I’état de
recherche et 'utilisation du brévénal, avec un brevet déposé en 2004 est la plus sérieuse mais n’est
toujours pas validée chez I'étre humain ni développée commercialement. En revanche, de nombreux

témoignages rapportent l'utilisation des plantes médicinales pour traiter ce syndrome.
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L'IRD a commencé a s’intéresser aux remédes traditionnels utilisés contre la ciguatéra il y a
une vingtaine d’années. Dans le Pacifique, un grand nombre de remedes traditionnels a base de
plantes est préférentiellement utilisé pour traiter la ciguatéra (cf. Kumar-Roiné et al. 2011b pour
revue).

Une liste des plantes utilisées dans le Pacifigue (Nouvelle-Calédonie, Vanuatu,
Polynésie francaise, Guam, Samoa, Tonga et Fidji) avec leur mode de préparation a ainsi été dressée
(Laurent et al., 1993). Les plantes les plus populaires a travers la Mélanésie et/ou la Polynésie sont :
Heliotropium foertherianum Diane & Hilger (syn. Argusia argentea (L.f.) Heine), Artocarpus altilis
(Parkinson ex F.A. Zorn) Fosberg, Carica papaya L., Syzygium malaccense (L.) Merrill & Perry,
Vitex rotundifolia L.f. Moldenke (Bourdy et al., 1992). Le grand nombre de plantes utilisées contre la
ciguatéra peut surprendre mais est bien corrélé avec la multiplicité des symptomes observés
(Kumar-Roiné et al., 2011b).

Le premier test biologique réalisé sur une vingtaine de ces plantes a été le suivi de souris
intoxiquées en intrapéritonéale par des CTXs, auxquelles on a ensuite administré chacune des
plantes préparées selon la méthode traditionnelle. Le temps de récupération et la courbe de poids
des souris ont été suivis comme indicateur de I'efficacité des plantes. Des effets bénéfiques ont alors
été observés pour le mannitol, les feuilles d'H. foertherianum et les feuilles de
Schinus terebenthifolius Raddi (Laurent et Amade, 1992).

Dans le cadre des théses de doctorat de Raphaélle Boydron-Le Garrec et de
Shilpa Kumar-Roiné, une trentaine de plantes parmi la soixantaine recensée précédemment a été
criblée au moyen d’un test d’inhibition de la cytotoxicité de la PbTx-3 sur neuroblastomes de souris
avec 5 et 0,5 mg/ml d’extraits de plantes. Les extraits les plus actifs ont aussi été testés avec de la
CTX (Boydron-Le Garrec, 2005). Une trentaine de plantes a également été testée sur des cellules de
macrophages murins. L'inhibition de la production d’oxyde nitrique déclenchée par les CTXs a été
observée et sept plantes ont ainsi montré une activité dont par exemple Euphorbia hirta L.,
S. malaccense, S. terebenthifolius et Vitex trifolia L. (Kumar-Roiné et al., 2009).

A la suite de ces études, quatre extraits de plantes, E. hirta, Cerbera manghas L., V. trifolia et
H. foertherianum, ont été sélectionnés et leurs effets sur I'expression de cytokines inflammatoires et
du gene iNOS, induite par le LPS, ont été étudiés par les techniques de qPCR et d’ELISA. Seuls E. hirta
et H. foertherianum pouvaient agir efficacement sur les médiateurs de I'inflammation (Matsui et al.,
2009).

Le test d’interaction ligand-récepteur a ensuite été utilisé sur une vingtaine de plantes afin
de déterminer si la réponse inhibitrice de la cytotoxicité observée était due a leur action sur le site 5
des CSDPs. Seuls trois extraits, H. foertherianum, Pandanus tectorius Parkinson ex du Roi et V. trifolia

ont montré une réponse face a la liaison de la PbTx-3 sur le site 5 des CSDPs (Kumar-Roiné, 2009).
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Les résultats de ces différents tests biologiques ont permis de sélectionner trois des plantes
les plus actives : E. hirta, V. trifolia et H. foertherianum. Le fractionnement chimique bio-guidé, par le
test de Griess (i.e. pour la détection de I'oxyde nitrique) et/ou le test d’interaction ligand-récepteur
(pour H. foertherianum), a alors permis I'isolement des principes actifs supposés de chacune de ces
plantes. Les composés qui ont été isolés des fractions actives sont respectivement la quercitrine,
I'agnuside et l'acide rosmarinique. Seul le composé majoritaire de chaque fraction a été isolé

(Kumar-Roiné, 2009).

2.3. Conclusion

Ces résultats prometteurs suggerent 'application potentielle d’'un traitement basé sur les
plantes utilisées dans les remédes traditionnels. De plus, I'incapacité ou le peu de volonté actuelle,
du fait de la zone de répartition de la ciguatéra pour le moment limitée aux régions tropicales, de la
médecine occidentale a développer un traitement efficace renforce la nécessité de s’orienter vers la
médecine traditionnelle. Notre projet s’est intéressé plus particulierement a H. foertherianum en
raison de ses résultats aux tests biologiques mais aussi pour son utilisation traditionnelle répandue a

travers le Pacifique.

3. Heliotropium foertherianum Diane & Hilger

3.1. Botanique

Heliotropium foertherianum N. Diane & H.H. Hilger (figure 22) fait partie de la sous-famille
des Heliotropiacées, famille des Borraginacées. Il a été appelé Argusia argentea (L.f.) H.H. Heine,
Tournefortia argentea (L.f.) et enfin, pour le nom le plus ancien, Messerchmidia argentea (L.f.) .M.
Johnston (Diane et al., 2003 ; Craven, 2005). D’autres noms moins connus ont aussi été utilisés :
Tournefortia arborea Blanco, sarmentosa sensu Christian non Lam., et sericea Cham. (Manner et
Elevitch, 2006). Aucune variété n’a été déterminée jusqu’a présent et la variabilité génétique de
cette espéce n’est pas documentée.

Les noms communs qui lui sont attribués sont le faux-tabac ou l'arbre a gratte, d’usage
surtout en Nouvelle-Calédonie (Pétard, 1986 ; Butaud et al., 2008) ou en anglais octopus tree
(Schmelzer et Gurib-Fakim, 2008). Les noms indigénes les plus utilisés en Polynésie frangaise sont

tahinu, tohonu ou geogeo (Pétard, 1986).
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Figure 22 : Croquis botanique d’H. foertherianum (Laurent et al., 1993).

Cette espéce peut se présenter sous la forme d’un arbuste ou d’un arbre pouvant atteindre
5-6 m de hauteur et 50 cm de diametre, a écorce gris clair a brun noir, profondément crevassée. Les
feuilles sont simples, insérées en spirale a I'extrémité des rameaux, a limbe de couleur vert clair,
couvert d'une pubescence soyeuse développant une couleur argentée au soleil. Le limbe est charnu,
oblancéolé a obovale porté par un court pétiole ailé. Les inflorescences en panicules de cymes dont
les rameaux ultimes sont scorpioides portent de trés nombreuses fleurs. La corolle blanche est
divisée en cinq lobes. Le fruit est sous la forme d'une drupe verte charnue, globulaire, se divisant a
maturité en deux a quatre petites noix (pyréenes) de couleur brun clair contenant chacune deux a

quatre graines insérées dans un tissu liégeux (Butaud et al., 2008).

Ses feuilles et inflorescences distinctes font qu’il est difficile de le confondre avec une autre
espéce de son aire de répartition (Manner et Elevitch, 2006). Plusieurs spécimens sont consultables a
I’herbier de Polynésie (figure 23).

Cet arbre pousse pratiqguement continuellement, la floraison et la fruitaison se font en

continu tout au long de I'année (Manner et Elevitch, 2006 ; Butaud et al., 2008).
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Figure 23 : Echantillon de I'herbier de la Polynésie francaise (A) et individu correspondant (B)
© Rossi F.

3.2. Aires de répartition

H. foertherianum pousse dans un climat maritime équatorial a subtropical de I'Océan Indien
a I’Océan Pacifique (Manner et Elevitch, 2006). Il est indigéne en Polynésie frangaise, et est plus
particulierement retrouvé dans I'archipel des Tuamotu mais n’est pas présent aux Marquises (Pétard,
1948 ; Butaud et al., 2008). Il se retrouve dans toute la région Pacifique (Butaud et al., 2008) : aux iles
Pitcairn (Waldren et al., 1995), au Japon dans la province d’Okinawa (Tomihara et al., 1993 ; Ogihara
et al., 1997a), en Nouvelle-Calédonie, au Vanuatu, aux iles du nord-est de I'Australie (Flood, 1977 ;
Rogers, 1993), en Papouasie Nouvelle-Guinée (Butaud et al., 2008), a Hawaii (Manner et Elevitch,
2006), aux iles Fidji (Thompson, 1949). On le retrouve aussi aux iles Xisha en Chine (Cao et al., 2005),
en Indonésie et en Malaisie (Butaud et al., 2008), aux Seychelles (Cazes-Duvat et al., 2002), a I'lle
Maurice (Sauer, 1962), a Madagascar (Butaud et al., 2008), au Kenya et au Mozambique (Schmelzer
et Gurib-Fakim, 2008).

Son statut UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature) est aujourd’hui

LR/Ic (faible risque/faible préoccupation) (World Conservation Monitoring Centre, 1998).

3.3. Ecologie

H. foertherianum est généralement présent en bord de mer, croissant sur des sols

sablonneux ou rocheux. Il tolere des sols infertiles, salins et peu profonds (Manner et Elevitch, 2006).
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C’est une espece pionniére dans les atolls, grace a ses graines capables de flotter en gardant
leur capacité germinative (Guezennec et al., 2006) et a leur dissémination par les oiseaux ou le vent
(Butaud et al., 2008). L’exposition a I'eau salée apparait méme étre un pré-requis a la germination
des graines (Lowman, 1984).

Cet arbre est donc adapté aux conditions écologiques difficiles des atolls et des motu d’iles
hautes (Butaud et al., 2008). Les seuls critéres affectant la survie d’H. foertherianum semblent étre
I’exposition au sel, au vent et la disponibilité de I'’eau et des nutriments, bien qu’aucune étude ne se
soit véritablement intéressée a I'impact de ces facteurs (Lowman, 1984).

Cette espéce peut étre retrouvée sous forme de forét ou en pied individuel associé avec
d’autres especes (Manner et Elevitch, 2006). D’aprés I'Atlas de la Polynésie francaise de I'IRD,
H. foertherianum se retrouve aussi bien du c6té lagon que du coté océan des atolls, formant une
frange en bord de mer (Sachet, 1983). C6té lagon, il est plutét associé a Suriana maritima L. et
Scaevola sericea Vahl (syn. Scaevola taccada (Gaertn.) Roxb.) alors que c6té océan, sur un substrat
plus grossier, il est associé a Pemphis acidula Forst & Forst et S. sericea (Jamet et Trichet, 1987 ;
Fosberg, 1992). Plus a l'intérieur des terres c6té océan, on retrouve Guettarda speciosa L. et
Pandanus tectorius avec H. foertherianum mais plus développé qu’en bordure de mer (Sachet, 1983 ;

Jamet et Trichet, 1987) (figure 24).
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Lagon - Océan
1| Achyranthes velutina 5 | Cocos nucifera 9 Pandanus tectorius 13 | Scaevola sericea
2 Argusia argentea § | Guettarda speciosa 10 Pemphis acidula 1% | Suriana maritima
3| | Chamasyce atoto 7 - Heliotropium anomalum 11 |t Pisonia grandis 15 - Triumfetta procumbens

4 - Cladium jamaicense B- Lepturus repens 12 - Portulaca lutea 18 [ [ Timonius polygamus

Figure 24 : Coupe schématique d’'un motu d’atoll des Tuamotu,
tiré de I’Atlas de la Polynésie frangaise © IRD.
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3.4. Utilisations traditionnelles

Une multitude d’utilisations traditionnelles est recensée pour H. foertherianum, autant pour
son bois, pour ses emplois divers que pour ses propriétés médicinales.

Son bois est par exemple exploité pour la construction de maison, canoé, ou pour I'artisanat
fait-main (Manner et Elevitch, 2006 ; Butaud et al., 2008) et aux Tuamotu il est utilisé en tant que
combustible (Butaud et al., 2008).

Ses feuilles sont utilisées comme appat pour poissons aux iles Tokelau. A Tahiti, elles sont
employées dans la préparation d’une teinture rouge (Manner et Elevitch, 2006). Aux Kiribati et
aux lles Marshall, les femmes ont recours aux feuilles pour leur déodorant (Manner et Elevitch,
2006).

Les feuilles sont ingérées crues en salade aux Kiribati et en Inde ou utilisées pour le fourrage
des cochons ou méme en tant qu’épice pour la cuisson des cochons (Manner et Elevitch, 2006).
Dans les iles des Tuamotu, les feuilles sont réputées pour leur utilisation comme paillis dans les
fosses a taro (Doty et al., 1954).

Aux fles Marshall, les feuilles sont préparées en thé ou en bain de vapeur pour arréter les
hémorragies ou pour masquer les blessures (Manner et Elevitch, 2006). Aux fles Tokelau et Tuvalu,
c’est par application locale que les feuilles montrent un bénéfice antihémorragique (Guezennec
et al., 2006).

A Kosrae, I'écorce est mixée avec de la chair de coco pour traiter les hémorroides et les
feuilles sont utilisées dans un bain de vapeur comme fortifiant pour les femmes venant d’accoucher
alors qu’aux Fidji la plante entiere sauf les racines est réputée pour cette utilisation (Manner et
Elevitch, 2006).

Aux fles Cook, ce sont les bourgeons foliaires qui sont employés en cas de douleurs locales et
rhumatismes. Ces affections sont traitées par les racines aux Fidji (Manner et Elevitch, 2006).

Aux fles Samoa et en Nouvelle-Calédonie, les feuilles sont utilisées contre la fievre
(Guezennec et al., 2006). En Polynésie francaise, une décoction préparée avec des feuilles est
considérée comme un dépuratif énergique (Pétard, 1986). A Nauru, on emploie I'écorce des racines
pour soigner le prurit des enfants et la diarrhée (Manner et Elevitch, 2006).

D’aprés Ogihara et al. (1997b) et Aung et al. (2010), les piglres de méduses sont soulagées
grace aux feuilles et tiges au Japon. A Maiao, les jeunes pousses sont utilisées en application locale
contre les piglres de poisson-pierre (Pétard, 1986 ; Butaud et al., 2008).

Enfin, I'utilisation des feuilles sénescentes et de I'écorce d’H. foertherianum est répandue
dans le Pacifique sud comme anticiguatérique, notamment en Nouvelle-Calédonie, au Vanuatu, en

Polynésie francaise (Bourdy et al., 1992), et aux Tonga (Manner et Elevitch, 2006).
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3.5. Molécules identifiées

H. foertherianum n’a pas beaucoup été étudié en chimie, seules quelques publications concernent la
composition de ses tiges et de ses fruits. L'équipe d’Ogihara a montré la présence, d’acides
phénoliques (figure 25), de triterpenes (figure 26), d’alcaloides pyrrolizidiniques (figure 27) (Ogihara
et al.,, 1997a et 1997b ; Ogihara et al.,, 2002) et de flavonoides (figure 28) (Wu et Inoue, 1996 ;
Ogihara et al., 2012) dans ses tiges et ses fruits. Aung et al. (2010a) ont confirmé la présence d’acides
phénoliques dans ses tiges et ses feuilles. Trois hydrocarbures et seize esters méthyliques d’acides

gras ont aussi été isolés de ses fruits (Ogihara et al., 2012).

OH OH
OH OH
(o] COOCOH 9] COOCH;3
\ 6] \ O
HO 1 HO 2
OH OH
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HO 3 HO 4
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5 OoH 6 7 o
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Figure 25 : Les acides phénoliques d’H. foertherianum : 1. Acide rosmarinique
2. Méthyl ester d’acide rosmarinique 3. Acide caféique 4. Méthyl ester d’acide caféique
5. Acide 3-(3,4-dihydroxyphényl) lactique 6. 3,4-dihydroxybenzoate de méthyle
7. Dopacétate de méthyle.
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Figure 26 : Les triterpénes d’H. foertherianum : 1. Acétate de B-amyrényle
2. Aldéhyde 3-O-acétyl-oléanolique
3. Acétate d’acide oléanolique 4. 3-Acétate d’érythrodiol.

)| T

Figure 27 : Les alcaloides pyrrolizidiniques d’H. foertherianum : 1. Indicine 2. Acétyl indicine.
Leurs équivalents N-oxydes ont aussi été isolés de cette espece.

Ry
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R; R,
HO 0 1 H B-D-glucopyranosyl
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Figure 28 : Les flavonoides d’H. foertherianum : 1. 3-O-B-D-glucoside de kaempférol 2. Kaempférol
3. 3-0O-B-glucoside de quercétine.
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3.6. Activités biologiques

D’aprés une enquéte ethnopharmacologique, l'utilisation d’H. foertherianum dans la
médecine traditionnelle pour traiter la ciguatéra est répandue dans le Pacifique. Afin de vérifier son
potentiel, des extraits de feuilles et d’écorce ont été administrés a des souris apres intoxication par
un foie de murene. lls permettraient une perte de poids réduite des souris et un retour a la normale
plus rapide (Laurent et Amade, 1992).

L’extrait de feuilles serait aussi efficace contre les effets neurologiques induits par les CTXs.
En effet, il a permis de contrer I'augmentation de I'excitabilité de la membrane nodale des axones
myélinés de grenouilles (Benoit et al., 2000). Il a également montré un effet protecteur contre la
cytotoxicité induite par la PbTx-3, analogue des CTXs, sur les neuroblastomes de souris
(Boydron-Le Garrec et al., 2005).

Tomihara et al. (1993) ont mis en évidence pour la premiére fois la propriété
antihémolytique d’une décoction de feuilles d’H. foertherianum sur des globules rouges mis en
contact avec du venin de méduse. Aung et al. (2010b) ont ensuite confirmé cette activité par des
tests antihémorragiques sur des souris empoisonnées par du venin de serpent. La propriété
antihémolytique de I'extrait a aussi été révélée avec l'inhibition de la lyse des érythrocytes
provoquée cette fois-ci par une CTX (Boydron-Le Garrec et al., 2002).

Concernant ses propriétés anti-inflammatoires, il a été montré que I'extrait d’écorce inhibait
la production d’oxyde nitrique induite par le lipopolysaccharide sur des macrophages RAW 264.7
(Kumar-Roiné et al., 2009). L’'extrait de feuilles a cependant présenté une faible efficacité sur la
modulation des médiateurs de I'inflammation c'est-a-dire I’oxyde nitrique synthase et la production

de cytokines (Matsui, 2009).

3.7. Données sur la sous-famille des Heliotropiacées et le genre Heliotropium

Une trentaine d’espéces appartenant au genre Heliotropium, et Tournefortia, ou a la sous-
famille des Héliotropiacées (tableau 2) a été étudiée depuis les années 70 et les molécules identifiées
peuvent se classer en quatre familles chimiques : les stérols, les terpénes, les polyphénols dont
I'acide rosmarinique, et les alcaloides pyrrolizidiniques qui sont trés présents dans cette famille.

Les activités biologiques recensées sont variées et peuvent étre autant anti-appétante pour

les insectes que antihémorragique ou anti-inflammatoire.
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Tableau 2 : Liste des molécules identifiées d’especes du genre Heliotropium ou de la sous-famille des
Héliotropiacées et de leurs activités biologiques.

Heliotropium

Molécules identifiées des extraits de plantes

Activités biologiques
recensées des extraits
de plantes (gras et
symbole) ou de leurs
molécules (a, b, ou c)

Références
bibliographiques

angiospermum
Murray

arbainense
Fresen.

bacciferum
Forssk. (syn.
undulatum Vabhl)

bovei Boiss.

bracteatum R.Br..

chenopodiaceum
(A.DC.) Clos var.
ericoideum
(Miers) Reiche
circinatum
Griseb.
crassifolium
Boiss.

curassavicum L.

dissitiflorum
Boiss.

dolosum De Not.

ellipticum Ledeb.

europaeum L.

bluménol A, bluménol B, loliolide, B-sitostérol,
a-amyrine, B-amyrine
héliotrine, europine, 7-angélyl-héliotrine,
lasiocarpine, europine

héleurine, héliotrine, supinine, europine, acides
y-linoléique

lasiocarpine, europine (a), 5'-acétyl-lasiocarpine,
7-acétyl-europine, bovéinine

hélibractéatinine, hélibractéatine, rétronécine,
hélibractinécine

7,3'-diméthyl-ériodictyol, ayanine, sakuranétine,
kumatakénine, rhamnocitrine

europine, héliotrine, lasiocarpine
europine, ilamine

héliocurassavicine, héliocurassavinine,
héliocoromandaline, héliocurassavine,
curassavinine, coromandalinine, héliovinine,
curassanécine, curassavine, acide curassavique,
coromandaline, héliovicine, 9-(3'-isovaleryl)
viridifloryl rétronécine, 3'-acétyl-indicine

héliotrine, europine, 5'-déoxy-lasiocarpine

lasiocarpine, europine, héliosupine, héliotrine,
échimidine

stigmastérol, B-amyrine (a), épifriedélénol,

cycloarténone (a), acétate de B-amyrényle,

friedéline (a), europine (b), héliotridine (b),
lasiocarpine et son N-oxyde (b)

europine, héliotrine, supinine, héleurine,
lasiocarpine, 7-angelyl-héliotrine,

acétyl-lasiocarpine, héliotridine estérifié, supinine,

supinidine estérifié

toxicité sur un
coléoptere*

antifongique (a),
anti-appétant pour les
insectes (a)

toxicité sur les cailles et
leurs ceufs*

génotoxique*,

antiprotozoaire®

toxicité sur les cailles et
leurs ceufs*,
hépatotoxicité sur les
souris et les poulets®

antimicrobien* (a et b)

hépatotoxique*

Erosa-Rejon et al.,
2009

Rizk et al., 1991 ;
Zalkow et al., 1979
Farrag et al., 1996 ;

El Nadi et al., 2001* ;
Guil-Guerrero et al.,
2006

Reina et al., 1995 (a)
et 1998b

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1994 et 1995 a

Urzla et al., 1993

Eroksiz et al., 2008*

Farsam et al., 2000

Mohanraj et al., 1978
et 1982 ;
Carballo et al., 1992*
; Subramanian et al.,
1980 ; Davicino et al.,
1988 ; Abdel-Sattar
etal., 2010*

Shafiee et al., 2002

Eroksuz et al.,
2001a® et b*®, 2002*
et 2008*

Jain et al., 1987* (b)
et 2001 (a)

Tosun et Tamer,
2004 ; Lee et al.,
2007b ; O'Dowd et
Edgar, 1989 ; Caple
et Heath, 1979% ;
Hill et al., 1997* ;
Culvenor et al., 1975
; Culvenor, 1954
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filifolium |.M.
Johnst

floridum Clos

foertherianum
Diane & Hilger

(ou Tournefortia
argentea L. f.)

glutinosum Phil.

huascoense |.M.
Johnst.

indicum L.

lasiocarpum
Fisch. & C.A.
Mey.

marifolium ).
Konig ex Retz.

filifolinol (a et c), sénécionate de filifolinyl (b),
galangine, acide 3’-hydroxy-2’,2’,6’-triméthyl-3H-
spiro[1-benzofurane-2,1’-cyclohexane]-5-
carboxylique, méthyl 3’-acétyloxy-2’,2’,6’-triméthyl-
3H-spiro[1-benzofurane-2,1’-cyclohexane]-5-
carboxylate, méthyl 3’-isopentanoyloxy-2’,2’,6'-
triméthyl-3H-spiro[1-benzofurane-2,1’-
cyclohexane]-5-carboxylate, méthyl3’-benzoyloxy-
2’,2’,6’-triméthyl-3H-spiro[1-benzofurane-2,1’-
cyclohexane]-5-carboxylate, ayanine,
3-O-méthylgalangine

héliovicine, 3'-acétyl-trachélanthamine (a),
floridine, floridinine (b), floridimine

cf. parag. 3.5.

4-méthoxy-3-[(2)-7’-méthyl-3’-hydroxyméthyl-2’,6'-
octadienyl] phénol (a),
5,3'-dihydroxy-7,4'-dimethoxyflavanone,
5,4'-dihydroxy-7-methoxyflavanone,
4'-acetyl-5-hydroxy-7-methoxyflavanone
3-méthylgalangine, 3,7-diméthylgalangine,
alpinone, acide carrizaloique

pestalamide B (a), N-(1-oxooctadécyl)glycyl-L-
alanylglycyl-L-histidyl glycinamide (a), hélindicine,
lycopsamine, indicine et son N-oxyde (b),
acétyl-indicine, indicinine, héliotrine, rétronécine,
trachélanthamidine, composés volatiles,
lindélofidine, supinidine, putrescine, spermidine,
spermine, homospermidine

héliotrine, lasiocarpine, europine, héleurine,
héliotropine, acides gras

B-sitostérol (a), stigmastérol, B-amyrine,
épifriedélénol (a), cycloarténone,
acétate de B-amyrényle (a), friedéline,
acétate d'épifriedényl, héliotrine, lasiocarpine et
son N-oxyde, europine, indicine N-oxyde

antiviral* (a et b),
antimicrobien (b),
antifongique® (c)

anti-appétant* (a) et
antifongique* (a et b)

cf. parag. 3.6.

antioxydant* (a)

améliore la guérison des

plaies* (a),
hépatotoxicité®,
antitumeur® (b),
antimicrobien™,

antituberculeux™,
anti-inflammatoire*,
analgésique”,
histo-gastroprotectif’

veino-occlusif*

antimicrobien* (a)

Modak et al., 2004a*
(a) et 2010* (b) ;
Urzua et al., 1993,
2001 (b) et 2008* (a)
; Mendoza et al.,
2008% (c) ;
Larghi et al., 2009

Reina et al., 1997*
(aeth)

Aung et al., 2010 ;
Ogihara et al., 1997a
et b; Ogihara et al.,

2002 et 2012 ;
Laurent et al., 1992 ;
Tomihara et al., 1993
; Benoit et al., 2000 ;
Boydron-Le Garrec et

al., 2002 et 2005 ;

Kumar-Roiné et al.,
2009 ; Wu et Inoue,

1996

Modak et al., 2007*
(a)

Urzua et al., 2000 ;
Villarroel et al., 2001
Reddy et al., 2002* ;
Yeo et al., 2011* (a) ;

Souza et al., 2005 ;

Sanz et al., 1993¢;
Mattocks et al., 1961

; Mattocks, 1967a ;
Pandey et al., 1982 ;

Kugelman et al.,
1976® (b) ;

Osungunna et al.,

2011™ ; Machan et
al., 2006" ; Ogunbinu
et al., 2009 ; Dash et

Murthy, 2011 (a) ;
Srinivas et al., 2000*
; Boye etal., 20127 ;
Adelaja et al., 2008%;

Birecka et al, 1984 ;
cf. Dash et Abdullah

2013 pour revue
Culvenor et al.,

1986* ; Shakirov et
al., 1967 ; Akramov,
1990 ; Chernenko et

al., 2011

Singh et Dubey, 2001
(a) ; Jain et Purohit,
1986 ; Radha et al.,

2003*
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megalanthum
I.M. Johnst.

ovalifolium
Forssk.

peruvianum L.
(syn. arborescens
L.)
ramosissimum
(Lehm.) Sieber ex
DC.
rotundifolium
Sieber ex Lehm.

sarmentosum
(Lam.) Craven (ou

Tournefortia
sarmentosa Lam.)

scabrum Retz.

sclerocarpum
Phil.

sinuatum (Miers)
I.M. Johnst.

spathulatum
Rydb.

stenophyllum
Hook. & Arn.

strigosum Willd.

subulatum
(Hochst. ex DC.)

Vatke (syn.

zeylanicum
(Burm.f.) Lam.)

supinum L.

taltalense (Phil.)

I.M. Johnst.

transalpinum
Vell.

mégalanthine (a), mégalanthonine, lycopsamine (b),

5-hydroxy-7,3',4',5'-tétraméthoxyflavanone,
5,4-dihydroxy-7,3',5'-triméthoxyflavanone,
3,5-dihydroxy-7,3',4',5'-tétraméthoxyflavone

acide 4,7,8-triméthoxy-naphthaléne-2-carboxylique,

6-hydroxy-5,7-diméthoxy-naphthalene-2-
carbaldéhyde (a), héliotropinone A et B (b),
supinine, 7-angelylhéliotridine, rétronécine,
hélifoline, héliophénanthrone, héliotropamide,
rétronécine

acide rosmarinique, acides lithospermique A et B,
composés volatiles

héliotrine, lasiocarpine, 5-acétyleuropine, europine

tournefolal (a), acides tournefolique et leur ester
éthylique (a), acide salvianolique A (a), acide
isosalvianolique (a), acide lithospermique (a), acide
salvianolique F, acide rosmarinique (a), tournefolins
A, B et C, 2-éthoxy-4,5-dihdroxybenzaldéhyde,
acide 2-éthoxy-4,5-dihydroxybenzoique, supinine,
acide salicylique, allantoine

héliscabine et rétronécine

filifolinol, naringinine, sclérocarpidine

8 flavonoides (flavo n°3=3-méthylgalangine),
4-(3',5'-dihydroxynonadécyl)phenol (a),
pentacosanol, 1-hydroxy-3-docosanone (b),
pinocembrine, 7-O-méthylériodictyol (c)
lycopsamine, amabiline, curassavinine,
coromandalinine, héliovicine, coromandaline,
curassavine, héliospathine, héliospathuline

sesquiterpénes, pinocembrine,
3-0-méthylgalangine

strigosine

subulacine, subulacine-N-oxyde,
7-angéloyle héliotrine (a), rétronécine,
acide heliotrique, héliotrine

supinine, échinatine,
trachélanthyl-7-angélylhéliotridine, viridofloryl-
7-angélyhéliotridine, héliosupine

filifolinol, sénécionate de filifolinyl, naringinine,
3-0-méthylgalangine, 7-O-méthyleriodictyol
transalpinécine, subulacine,

la-2a-époxy-1B-hydroxyméthyl-8a-pyrrolizidine,

intermédine, lycopsamine, indicine, rindérine,
supinine, 3'-acétylindicine, 3'-acétylintermédine,
3'-acétylrindérine

anti-appétant* (a et b)
et antifongique (a)

anti-inflammatoire* (a),
antifongique (b),
antibactérien (b)

tumorigéne*

antiperoxydation des
lipides (a),
antihépatotoxique*,
antioxydant et agent
pro-inflammatoire®

antioxydant* (a),
antibactérien (b),
antiviral (c)

insecticide*

anti-inflammatoire*,
antioxydant®,
antibactérien®,
cytotoxique®,
phycotoxique®
antimicrobien* (a),
antidiabétique®,
antioxydant®, anti-
hyperlipidémique®,
anthelminthique®

tumorigéne pour le
pancréas*, répulsif pour
les insectes®

Macias et al., 2009
(a) ; Urzba etal,,
2000 ; Reina et al.,
1998a* (b)
Kulkarni-Almeida et
al., 2008* (a) ;
Guntern et al., 2001
(b) et 2003 ; Rizk et
al., 1991 ; Mohanraj
et al.,, 1981 ; Guilet et
al., 2003
Motoyama et al.,
1996 ; Kays et al.,
2005

Schoental et
Cavanagh, 1972*

Asibal et al., 1989

Lin et al., 2002 (a);
Linetal., 1999 ;
Teng et al., 2012* ;
Crowley et Culvenor,
1955;

Chen et al., 2013*

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1995b

Modak et al., 2009b

Modak et al.,
2003* (a) ; 2004b (b),
2005 et 2012 (c) ;
Campos et al., 2012*

Roeder et al., 1991

Modak et al., 2011 ;
Urzua et al., 2013*;
Campos et al., 2012

Mattocks, 1964 ;
Khan et al., 2013* ;
Hussain et al., 2010*
; Shah et al., 2013®

Singh et al., 2002* (a)
; Murugesh et al.,
2006* ; Latha et al.,
2009® ; Stermitz et
L'Empereur, 1988
Schoental et al.,
1970* ; Khan et al.,
1983* ; Crowley et
Culvenor, 1959

Modak et al., 2009a

Medina et al., 2009 ;
Trigo et al., 1993
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3.8. Conclusion

H. foertherianum est une plante tropicale de bord de mer de la famille des Borraginacées.
L'acide rosmarinique, son principe actif majeur, semble étre responsable de son activité
antihémolytique et protectrice vis-a-vis des ciguatoxines. Cependant, cette plante produit aussi des

alcaloides pyrrolizidiniques, molécules hépatotoxiques couramment retrouvées dans cette famille.

4. L’acide rosmarinique

4.1. Généralités

Les recherches sur l'identification des tannins ont commencé dans les années 50 et
I’acide rosmarinique (AR) a été isolé du romarin ou Rosmarinus officinalis L. (Lamiacées) par Scarpati
et Oriente (1958). L'AR (figure 29) est un ester dacide caféique et
d’acide 3,4-dihydroxyphényllactique (Petersen et al.,, 2009). Son nom IUPAC est [lacide
(2R)-3-(3,4-dihydroxyphényl)-2-{[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphényl)prop-2-enoyl]oxy}propanoique.

C’est un métabolite secondaire qui appartient a la classe des esters hydroxycinnamiques et
qui a été retrouvé dans plusieurs familles de plantes notamment les Lamiacées, les Apiacées et les
Borraginacées (Kintzios, 2008 ; pour revue, Petersen et al., 2009).

L'AR est présent dans plusieurs herbes culinaires comme la périlla (Perilla frutescens L.)
(Makino et al., 1998), la sauge (Salvia officinalis L.) (Areias et al.,, 2000), la menthe
(Mentha arvense L.) (Ellis et Towers, 1970), le basilic (Ocimum basilicum L.) (Tada et al., 1996) et le

thym (Thymus vulgaris L.) (Dapkevicius et al., 2002).
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Figure 29 : Structure chimique de 'acide rosmarinique.

L'AR est naturellement présent sous sa forme isomére trans comme la majorité des
acides phénoliques. La forme cis est un produit de I'isomérisation de la forme trans, qui apparait
lorsque la molécule est soumise a un stress comme une exposition a la lumiére ou a la température
(Razborsek, 2011).

Les dérivés les plus connus de I'AR sont l'acide lithospermique, un conjugué d’acide
rosmarinique et d’acide caféique et I'acide lithospermique B, un dimere de |'acide rosmarinique

(Petersen et Simmond, 2003).

4.2. Biosynthése dans la plante

Les enzymes impliquées dans la biosynthese de I'’AR ont été retrouvées dans plusieurs
espéces de plantes chez les Lamiacées et les Borraginacées dont Coleus blumei Benth. (Lamiacées -
Petersen et al., 1993 ; Petersen, 1997), Salvia miltiorrhiza Bunge (Lamiacées - Yan et al., 2006 ; Huang
et al, 2008), Anchusa officinalis L. (Borraginacées - De-Eknamkul et Ellis, 1989), et
Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc. (Borraginacées - Yamamura et al., 2001 ; Matsuno et al.,
2002). Les ADNs complémentaires codant les différentes enzymes biosynthétiques ont aussi été
isolées (cf. pour revue Petersen, 2013). L’AR est biosynthétisé a partir de la L-phénylalanine et la

L-tyrosine (Petersen et Simmond, 2003) (figure 30).
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Figure 30 : Voie biosynthétique proposée par Petersen et al. (2009) pour I’acide rosmarinique.
Les enzymes impliquées sont: PAL = phénylalanine ammonia-lyase ; C4H = acide cinnamique
4-hydroxylase ; 4CL = acide coumarique acid CoA-ligase ; TAT = tyrosine aminotransférase ; HPPR =
hydroxyphénylpyruvate réductase ; RAS = « acide rosmarinique synthase » ou hydroxycinnamoyl-CoA
: hydroxyphényllactate hydroxycinnamoyltransférase ; 4C-pHPL 3H, 4C-pHPL 3’H = 4-coumaroyl-4’-
hydroxyphényllactate 3/3’-hydroxylases ; Caf-pHPL 3’H = caféoyl-4’-hydroxyphényllactate
3’-hydroxylase ; 4C-DHPL 3H = 4-coumaroyl-3’,4’-dihydroxyphényllactate 3-hydroxylase.
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4.3. Activités biologiques

L’AR a de multiples activités biologiques in vitro et in vivo comme en témoigne une grande
guantité de publications sur ce sujet. Les activités qui sont le plus souvent mises en avant sont :

- antioxydante (Frankel et al.,, 1996 ; Chen et Ho, 1997 ; Nakamura et al., 1998 ;
Ogihara et al., 2002 ; Dapkevicius et al., 2002 ; Akowuah et al., 2004 ; Bors et al., 2004 ; Soobrattee
et al., 2005 ; Tepe et al., 2007 ; Lee et al., 2008a ; Lee et al., 2013 ; Tepe, 2008 ; Erkan et al., 2008 ;
Meng et al., 2009b ; Falé et al., 2009 ; Lamien-Meda et al., 2010 ; Ding et al., 2010 ; Feng et al., 2010 ;
Fadel et al., 2011 ; Fujimoto et Masuda, 2012 ; Tache et al., 2012 ; Couto et al., 2012 ; Ferreres et al.,
2013),

- anticarcinogene et antimutagéne (Osakabe et al., 2004b ; Del Bafio et al., 2006 ;
Furtado et al., 2008 ; Ding et al., 2010 ; Moon et al., 2010 ; Nabekura et al., 2010 ; Yesil-Celiktas et al.,
2010 ; Venkatachalam et al., 2012),

- photo-protectrice (Psotova et al., 2006 ; Lee et al., 2007a ; Clé et al., 2008 ; Sdnchez-
Campillo et al., 2009 ; Vostalova et al., 2010),

- anti-inflammatoire (Bult et al., 1985 ; Ito et al.,, 1998 ; Sahu et al., 1999 ; Osakabe
et al., 2004b ; Swarup et al., 2007 ; Lee et al., 2008b ; Zdarilova et al., 2009 ; Jiang et al., 2009 ; Geller
et al., 2010 ; Gamaro et al., 2011 ; Jang et al., 2011 ; Yang et al., 2013a),

- protectrice contre les maladies neurodégénératrices (Fallarini et al., 2009 ; Ren et al.,
2009) avec notamment des activités anticholinestérase (luvone et al., 2006 ; Lee et al., 2008a ; Falé
et al., 2009 ; Wang et al., 2012) et antiamyloidogénique (Ono et al., 2004 ; Alkam et al., 2007 ; Reinke
et Gestwicki, 2007 ; Camilleri et al., 2013),

- protectrice contre les dommages du foie (Osakabe et al., 2002b ; Renzulli et al., 2004
; Lima et al., 2006 ; Li et al., 2010 ; Domitrovi¢ et al., 2013 ; Yang et al., 2013b),

- antiallergique (Ito et al., 1998 ; Osakabe et al., 2004a ; Sanbongi et al., 2004 ; Takano
et al., 2004 ; Costa et al., 2012),

- potentiatrice d’un antivenin de serpent (Ticli et al., 2005), réductrice de la toxicité
in vivo du venin de Micrurus fulvius L. (Parker-Cote et al., 2014) et antihémorragique induite par un
venin de serpent (Aung et al., 2010, 2011),

- cardioprotectrice (Chlopcikova et al., 2004 ; Kim et al., 2005 ; Karthik et al., 2011,
2012).

Baba et al. (2005) ont étudié I'absorption, la métabolisation et I'excrétion, chez I’'humain, de
I’AR présent dans un extrait de périlla. Suite a I'ingestion de I'extrait, la concentration en AR a atteint

un maximum dans le plasma sanguin au bout de 30 min, suivi par une augmentation graduelle de la
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concentration d’AR mono-méthylé, un des principaux métabolites formé a partir d’AR, qui a atteint
un pic de concentration au bout de 2 h. La majorité de I’AR et de ses métabolites étaient présents
sous leur forme conjuguée dans le plasma sanguin. Ces résultats montrent que I’AR a été rapidement
absorbé, conjugué et methylé dans les tissus, que ses métabolites étaient présents dans le plasma
sanguin et qu’ils ont été excrétés dans les urines (figure 31). Environ 75 % des métabolites provenant
de I’AR ont été excrétés dans les urines dans les 6 h. En revanche, on ne retrouve pas exactement les
mémes métabolites de I’AR apres administration orale chez des rats (Nakazawa et Ohsawa, 1998,

2000 ; Baba et al., 2004).
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Figure 31 : Possible devenir métabolique d’acide rosmarinique (AR) contenu dans un extrait de périlla
et ingéré par I’humain. Les fleches en gras correspondent a la voie principale. GIcA : groupement
glucuronide ; Sulf : groupement sulfate (Baba et al., 2005).

Les activités des composés phénoliques tels que I'AR interviennent avant tout dans les

mécanismes de défense des plantes. Le réle des composés phénoliques dans la défense des plantes
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est généralement relié a leurs propriétés antibiotique, antinutritive ou antiappétante. En outre, la
production d’acides phénoliques participe aussi a la croissance et au développement normal des
plantes et n’est pas seulement un moyen de se protéger des facteurs de stress biotiques (e.g. la
prolifération de champignons) et abiotiques (e.g. I'exposition aux ultraviolets (UV)). Ces composés
sont impliqués entre autres dans la croissance, la pigmentation, la reproduction et la résistance aux

pathogénes de la plante (Noel et al., 2005 ; Lattanzio, 2008).

4.4. Détection et quantification

L'AR est facilement détectable par les UV car, d’apres la bibliographie, son absorbance
maximale se situe entre 325 et 335 nm suivant les conditions expérimentales. La chromatographie
sur couche mince (CCM) de méme que la chromatographie liquide avec détection UV peuvent étre
utilisées pour sa détection. Les méthodes décrites dans la bibliographie et présentées ci-apres
(tableau 3) concernent la chromatographie liquide a haute pression couplée a un détecteur a
barrettes de diodes (CLHP-DAD).

La préparation des échantillons nécessite uniquement I'extraction du matériel végétal puis
selon les cas une sonication, filtration ou un passage sur une cartouche d’extraction en phase solide
(SPE) avant injection dans le systeme chromatographique.

Généralement, les analyses chromatographiques sont réalisées en phase inverse avec des
colonnes CLHP de type C18. Les éluants sont le méthanol (MeOH) ou I'acétonitrile (MeCN) et I'eau
acidifiée. La longueur d’onde de détection est usuellement fixée a 280 ou 320-330 nm. La plupart des
méthodes utilisent un gradient multi-étapes.

La quantification de I’AR est le plus souvent mise en ceuvre par une méthode de calibration
externe. A partir du standard, disponible sur le marché, une droite de calibration est réalisée puis la

quantité présente dans I’échantillon est déduite de cette droite.
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Tableau 3 : Méthodes de CLHP-DAD employées pour I'analyse de I’acide rosmarinique.

s . . " Temps
Référence Solvants Préparation . . Débit Volume Longueur . . . .
S . , . B} . Colonne Solvants d'élution Gradient . e \ rétention Calibration
bibliographique échantillons échantillons (ml/min) d'injection d'onde de 'AR
Wang et al., EtOH/H,0 sonication et C18 0,1 % H3PO4aqueux (A) et 0-10’ 40-50 % B ; 10-15’ 1 10 ul 330 nm 3 min externe avec
2004b (30:70) centrifugation 150*4,6 mm H;PO, dans MeOH (B) 50-60 % B ; 10’ 60 % B H standard
Bandoniene et extraction et 2 % CH3;COOH aqueux (A) et 0-40’ 2-40 % B ; 40-50’ . externe avec
Murkovic, 2002 MeOH filtration ODS-80TS MeCN (B) 40 % B; 50-60' 40-80% B 2 280 nm 33 min standard
C18 0-10'5-20% B ;
o 5
Xu et al., 2008 H,0 extraction 200*4,6 mm O'ié’ol'gcl_? do:nz?\:sg:l((?a)) et 10-17' 20-25% B ; 1 20 pl 2820é 63' i(:t 22,5 min exsttear:jaar‘éec
5um 17-35’ 25-55% B
1% MeCN 34,9 9
Troncoso etal., MeOH/H,0 extraction et RP-18e 65, 0/2)2 ;CH F?OIQ(A{; Z‘:u et 2’100% B ; 2-8’ 100 % A 15 330 nm 2 7 min externe avec
. . . * ’ o M3 4 .10 o, ’ 4
2005 (2:1) centrifugation 100*4,6 mm 22:78:0,25 (B) ;8-10°100% B standard
. . 0-10’ 13 % B ; 10-20’
0, 7
Sah'z':)ﬁal" MeOH ex]fifrc:t'%“net ZCSIOS*z'z ;’:‘n gL Hco“(/l):ca,\?g)“x (Aet 4 o B:20-25 70 %B 0,5 10l 360 nm 25 min exst:ar:j;‘éec
! ;25-35"10% B
Hong et Kim, EtOH/H,0 extraction et C185um MeCN/H,0 (22:78) et . . . externe avec
2010 (50:50) filtration 250*4,6 mm 1% CH;COOH Isocratique ! 0u 320nm 10,5 min standard
Meng et al., extraction et C18 0,45 um 0,5 % HCOOH aqueux (A) et o A En 325 et 280
2009a 2 colonne 250*4,6 mm HCOOH dans MeCN (B) Sl BV YA g2 nm
0-15’ 15-25 % B ; 15-25’
Mulinacci et . RP18 4 um 0,1 % HCOOH aqueux (A) et 25-35 % B ; 25-35’ 35-50 . externe avec
al., 2011 EtOH extraction 150*3,9 mm MeCN (B) %B;3540'50-100%B; % Sl 330 nm 20 min standard
40-48' 100 % B
o extraction et C18 10 um 2 % CH3COOH aqueux (A) et 70-30 % A en 40’ . externe avec
Tepe, 2008 70 % EtOH filtration 250*4,6 mm CH;COOH et MeCN 7:3 (B) gradient linéaire 1 320 nm 15 min standard
extraction c18 0-15’ 100 % A ; 15-20" 85
Oztiirk et al., ) ) * MeOH/H,0/HCOOH 10:88:2 % A;20-3050% A ; . interne avec le
5010 MeOH/H,0 flls':aflc;r;ft 10034,?nmm (A) et 90:8:2 (B) 3035 0 %A : 1 0ul 280 nm 25,9 min propylparaben
PP H 35-42' 100 % A
Falé et al., 0,3 % H3PO, (A) MeCN (B) 0'90% A ; entre 200 . externe avec
1 2 2
2009 MeOH RP18 MeOH (C) 50'5%A80% B 15 % C [ et 600 nm 0 min standard
Natsume et al., UG1205 um 0,1 % TFA aqueux (A) et 10-50 % de B sur 50’ 08 10ul interne avec
2006 250*%4,6 mm TFA dans MeCN (B) gradient linéaire ! N AR spiké
extraction et RP18 152*4 mm 2 % CH3;COOH aqueux (A)et 20" 4-12%B;30°20% B .
Lueilion, D262 HIOGITRED colonne 5 um CH;COOH dans MeCN (B) ;45'50% B 1 280 nm 31 min
. extraction et ODS 5 um MeOH (A) et 0-105%A; externe avec
Kim etal., 2010 MeOH/H,0 filtration 100*4,6 mm 0,5 % CH3;COOH aqueux (B) 10-40'5-75% A ! 20ul 280 nm standard
Abdullah et al., extraction et ODS 5 um 45 % MeOH et . . externe avec
2008 AL centrifugation 280*40 mm 0,01 % H3PO,4aqueux Isocratique 08 20 333 nm standard

Me,| ap 1813 — T aJndeyd
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4.5. Production et utilisation dans le commerce

La synthese de I'AR a longtemps été recherchée et a finalement été achevée en 1991
(Zinsmeister et al., 1991). Depuis, plusieurs voies de synthese chimique de I'AR et de ses dérivés
comme l'ester de méthyle, les différents stéréoisoméres ou I'acide isorinique, moins hydroxylé, ont
été réalisées avec succes (Matsuno et al., 2002).

Les cultures cellulaires et de tissus de plantes sont considérées comme des moyens
importants dans la production d’AR (Petersen et Simmond, 2003). Un soin particulier est donc
apporté dans I'étude des conditions nécessaires a lI'augmentation du rendement en AR dans les
cultures (Pavlov et al., 2005 ; Georgiev et al., 2006). Les taux d’accumulation d’AR varient
considérablement suivant les espéces utilisées et certaines espéces peuvent méme contenir d’autres
composés phénoliques supplémentaires (Kintzios, 2008).

La premiére culture cellulaire de plante accumulant de I’AR provenait de Coleus blumei
(Razzaque et Ellis, 1977 ; Zenk et al., 1977). Les cultures en suspension de cette espece ont été les
premieres a étre utilisées dans un but de production biotechnologique de I’AR car elles peuvent
accumuler jusqu’a 21 % d’AR par rapport au poids sec (Petersen et Simmond, 2003). Ulbrich et al.
(1985) ont rapporté I'isolement d’environ 100 g d’AR depuis une suspension cellulaire cultivée lors
d’un procédé a deux étapes dans un bioréacteur de 32 litres pendant une durée de 14 jours.

D’aprés Sakuta et Komamine (1987), les métabolites secondaires peuvent appartenir a deux
catégories suivant leur mode de production (i.e. ceux dont la production est dépendante de la
croissance de la plante et ceux dont la synthese débute aprés la croissance et est dépendante de la
différenciation des cellules). Cette hypothese ne semble pas s’appliquer a I’AR. En effet, la connexion
entre les métabolismes primaires et secondaires semble étre causée par la pression dans le milieu de
culture, dans laquelle la pression osmotique joue un role régulateur. D’autres facteurs peuvent étre
impliqgués comme le type d’hormones ou des facteurs génétiques (Kintzios, 2008). Plusieurs auteurs
ont montré que lI'accumulation de I’AR pouvait étre stimulée par I'ajout d’éliciteurs fongiques
(e.g. extraits de levure, préparations a base de Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.) ou du
jasmonate de méthyle (Szabo et al., 1999). Ceci renforce I'idée du réle dans la plante de I’AR en tant
que composé de défense contre les pathogeénes et les herbivores (Petersen et Simmond, 2003).

L'AR, synthétisé ou isolé de Rosmarinus officinalis L., est disponible chez les fournisseurs de
produits chimiques a un prix de 217,50 euros les 5 g (pureté de 96 %). Dans le commerce, il est
présent surtout sous forme d'extraits de plantes (romarin, origan ou mélisse) (tableau 4). Il est utilisé
pour ses propriétés antimicrobiennes et antioxydantes dans les aliments comme par exemple avec le
conservateur alimentaire Aquarox® (Vitiva). Dans les produits cosmétiques, il a des propriétés

apaisantes et purifiantes (e.g. les soins purifiants Aroma-Perfection® et Masque purifiant doux
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(Nuxe)). Enfin, dans les compléments alimentaires, il permet entre autres d’améliorer I'élimination

des xénobiotiques.

Tableau 4 : Utilisation de I'acide rosmarinique comme complément alimentaire.

. N . . Forme Dose journaliere .
Dénomination Laboratoire Indication .. ; \ Posologie
galénique maximale d'AR
ROMARINEX® . Digestion et Solution
D | | 1,27 12
CLASSIQUE Issolvuro élimination buvable 275 mg CIeb
ROMARINEX® . Digestion et équilibre  Solution .
D | I 106,72 1
CHROME 1ssolvuro métabolique buvable 06,72 mg 0jours
, . Nutreov , . ) ., .
Ménodraine . Rétention d’eau comprimé 20 mg 2 mois
Physcience
Good Bye Stress ® P } . .
Dietactiv Carrare Equilibre et détente gélule 20 mg 15 jours
Holy Basil New chapter Résistance au stress gélule 5,4 mg 2 par jour
Butterbur extract Protection contre les
with standardized LifeExtension . capsule 50 mg 2 par jour
substances irritantes

rosmarinic acid

Plusieurs brevets concernant les différentes propriétés de I’AR ont été déposés (tableau 5).
En 2010, un brevet de référence PCT/FR2010/000527 sur I'utilisation de I’AR et de ses dérivés pour

traiter la ciguatéra a été déposé par I'IRD et étendu a l'international en 2011 (Laurent et al., 2011).

Tableau 5 : Exemples de brevets impliquant I'acide rosmarinique et a vocation santé.

Nom du déposant Titre Référence
L’Oréal et Nestec S.A. Effets biologiques de compositions d’acide rosmarinique US 2014/0023625
Shangdong luye Utilisation de I'acide rosmarinique dans la fabrication de
natural drug research médicaments pour traiter ou prévenir les affections US 2010/0130604
and development rénales ou hépatiques
Kott et Fletcher Production d'acide ros.r.narl.mque a pa.rtlr de menthe verte US 2010/0137433
et utilisation de celui-ci
Menon et Fast Composition antiallergique et méthode associée WOQ0/2005/074959
SK Chemicals Co Ltd Composition phytom'edlcament.euse destinée a la W0/2002/094301
protection du cartilage
Meiji Seika Kaisha Procédé de production d'un extrait végétal de Lamiacées W0/2002/062365

contenant des phénols, et utilisation de ce dernier

Utilisation de I'acide rosmarinique dans le traitement des
Nattermann & Cie GmbH inflammations et produits pharmaceutiques utilisés pour US 1982 4,329,361
cet usage
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4.6. Conclusion

Les multiples propriétés déja connues de I’AR pourraient étre utiles dans le traitement des
intoxications ciguatériques. En effet, sa propriété anti-inflammatoire permettrait la réduction des
effets inflammatoires induits par les CTXs, récemment démontrés a I’état chronique de I'intoxication
(Matsui et al., 2010). De plus, son effet antiallergique pourrait traiter des patients atteints de la
ciguatéra qui développent des réactions d’ordre allergique aprés consommation de poissons, de
noix, ou d’alcool. Enfin, les patients les plus séverement intoxiqués bénéficieraient de ses propriétés

cardioprotectrice et anti-hypotensive.

5. Les alcaloides pyrrolizidiniques

5.1. Généralités

Les alcaloides pyrrolizidiniques (APs) sont composés d’un noyau pyrrolizidine (figure 32),
formé par deux cycles a cing carbones qui partagent un atome d’azote en position 4, et de

substituants en position 1 et 7 du noyau.

7
g 1
6 2
N
5 4 3

Figure 32 : Structure de base des alcaloides pyrrolizidiniques : noyau pyrrolizidine.

Les APs trouvés chez H. foertherianum ont une base rétronécine (figure 33). La base
rétronécine peut étre estérifiée avec un ou plusieurs acides néciques et peut posséder une
insaturation en position 1,2 ou étre saturée (Hartmann et Witte, 1995 ; Roeder, 1995). Il existe huit
types de base nécine qui se différencient par la position de leurs substituants en position 1, 7 et 8 qui
se retrouvent en a ou en B du cycle (Roeder, 1995). Les APs sont généralement retrouvés sous la
forme de mélanges de la forme classique et de son dérivé N-oxyde qui prédomine le plus

fréquemment (Mattocks, 1986).

Figure 33 : Base rétronécine des alcaloides pyrrolizidiniques.
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Plusieurs centaines d’APs ont été décrits dans des familles de plantes allant des Astéracées,
Borraginacées, Léguminacées (Rizk et al., 1991 ; Hartmann, 1995), aux Orchidacées et Fabacées
(Frolich et al., 2006). lls sont restreints aux familles faisant parties de la division des Angiospermes

(Hartmann et Witte, 1995 ; Hartmann et Ober, 2000).

5.2. Biosynthése dans la plante

Bien que la base de la biosynthése des APs et son origine soient connues, les différentes
étapes et les mécanismes de régulation sont encore trés peu compris. Afin de sélectionner des
plantes contenant un minimum ou étant dépourvues d’APs, il est important de connaitre les enzymes
impliquées dans leur voie de biosynthése (Dreger et al.,, 2009). Les bases nécines et les acides
néciques sont produits dans le métabolisme des acides aminés (Roeder, 1995).

L’homospermidine synthase est la premiere enzyme spécifique de la voie de biosynthese des
APs, reliant les métabolismes primaires et secondaires (Ober et Hartmann, 1999). Toutes les cultures
de plantes chez les Astéracées, qui produisent des APs, montrent la présence de
I’'homospermidine synthase (Bottcher et al., 1993).

A partir de la putrescine et de la spermidine, provenant de I’arginine et de 'ornithine (Graser
et Hartmann, 2000), I'homospermidine synthase transfére un groupement aminobutyl de l'un a
I'autre et forme ainsi 'homospermidine (Ober et Hartmann, 1999) (figure 34).

Les acides néciques sont principalement composés de L-valine, L-leucine, L-isoleucine et de
son produit secondaire, la L-thréonine. lls ne suivent pas la méme voie biosynthétique que les
nécines (Roeder, 1995).

La biosynthése des APs intervient en général dans les racines ou les jeunes pousses des
plantes ou ils sont sous leur forme N-oxyde. lls sont ensuite transportés vers les parties aériennes de
la plante puis sont stockés dans les vacuoles (Borstel et al., 1989). Le lieu de la biosynthése peut
varier entre les espéces mais concerne en général les trés jeunes tissus en croissance (i.e. les
extrémités des racines ou des jeunes pousses) (Hartmann et Ober, 2000).

Par exemple, dans les racines d’Eupatorium cannabinum L. (Astéracées), les cellules du
parenchyme cortical expriment 'lhomospermidine synthase a I'inverse des cellules de I'endoderme.
Dés que la croissance végétative s’arréte et que les boutons de fleurs s’ouvrent, I'expression de
I’'enzyme s’éteint (Anke et al., 2004). Ce mécanisme de régulation permet un niveau relativement
constant d’APs par biomasse puisque les APs sont seulement produits tant que la plante produit de la
biomasse durant sa croissance (Ober et Kaltenegger, 2009). Les feuilles les plus jeunes de
Cynoglossum officinale L. (Borraginacées) contiennent une dose d’APs plus de 190 fois supérieure a

celle observée au niveau des feuilles matures (van Dam et al, 1994). Chez une autre des
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Borraginacées, Heliotropium indicum, les APs sont détectables dans tous les organes mais sont
majoritairement présents dans les inflorescences (e.g. a plus de 71 % des APs totaux),

particulierement dans les fleurs et les boutons (Frolich et al., 2007).
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Figure 34 : Précurseurs des alcaloides pyrrolizidiniques
(d’apres Roeder (1999) et Ober et Kaltenegger (2009)).

5.3. Activités biologiques

5.3.1. Bénéfice et toxicité

Les APs sont plus connus pour leur toxicité que pour leurs activités biologiques bénéfiques.
Les APs ont été et sont responsables de I'intoxication de bétail par leur fourrage ou d’humain par

I'utilisation de plantes médicinales ou la consommation de lait (Dickinson et al., 1976). Une autre
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source de contamination pour I'humain est le miel qui contient les APs du pollen des plantes
butinées par les abeilles (Boppré et al., 2008).

Depuis le début des années 90, I'utilisation des compléments alimentaires a base de plantes
a rapidement augmenté a I'échelle mondiale. Certains de ces compléments pouvant contenir des
alcaloides pyrrolizidiniques (Betz et al.,, 1994), I'exposition des humains par cette voie est une
préoccupation majeure (Fu et al., 2004).

Par exemple, la consoude, utilisée pour les affections inflammatoires, contient de la
lasiocarpine, de la symphytine et d’autres alcaloides pyrrolizidiniques. L'utilisation des feuilles de
consoude a été récemment reconnue comme un important risque de santé, car susceptible
d’occasionner une toxicité hépatique chez les humains et pouvant présenter un potentiel
carcinogénique chez les rongeurs (Stickel et Seitz, 2000).

L'intoxication humaine par des APs recensée comme la plus importante s’est produite en
1974 en Afghanistan, quand environ 35 000 personnes ont été contaminées a partir de graines de
plantes du genre Heliotropium. 7 200 personnes ont été examinées et 1 600 ont été malades dont
plusieurs sont mortes trois a neuf mois apres les premiers signes cliniques (Mohabbat et al., 1976).

Apreés la découverte de I'effet antitumoral de certains APs, plusieurs tentatives ont été faites
pour les utiliser dans le traitement des carcinomes (Kupchan et Suffness, 1967 ; Culvenor, 1968 ;
Zalkow et al., 1985). Etant donné que I'indicine, entre autre isolée d’H. foertherianum, n’a pas d’effet
mutageéne, son dérivé N-oxyde a été utilisé avec succes dans des essais cliniques contre la leucémie
infantile (King et al., 1987). Malheureusement, une nécrose et une cirrhose du foie ont été observées
comme effet secondaire et son utilisation thérapeutique a été interrompue immédiatement (Kovach

et al., 1979 ; Letendre et al., 1981, 1984).

5.3.2. Manifestations de la toxicité

Le caractere progressif de l'intoxication chronique par les APs suggere qu’une exposition
chronique faible a des effets cumulatifs. Les caractéristiques classiques de l'intoxication chronique
par les APs sont la maladie veino-occlusive, I’hépato-splénomégalie, la cirrhose et I’émaciation.
La maladie veino-occlusive, caractérisée par une douleur épigastrique avec une distension
abdominale due aux ascites, a été associée a la consommation humaine de graines, accidentellement
contaminées par des APs, ou de remeédes traditionnels a base de plantes (Prakash et al., 1999).

Apres le foie, les poumons sont les sites les plus souvent touchés par la toxicité des APs.
Les pyrroles formés par le métabolisme du foie peuvent se déplacer vers les poumons. Les premiers
changements observés dans le systéme vasculaire pulmonaire incluent un thrombus dans les

vaisseaux de méme que l'inflammation aigiie et I'épaississement des parois des vaisseaux conduisant
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a une occlusion. Ces effets, ainsi que la fibrose septale interalvéolaire, conduisent a I'hypertension
artérielle pulmonaire. Le débit sanguin pulmonaire est donc réduit et le travail est amplifié pour le
ventricule droit amenant a une hypertrophie et aboutissant finalement a de I'insuffisance cardiaque
congestive (Butler et al., 1970).

Le groupe de Schoental a montré la formation de tumeur primitive du foie chez les rats aprés
gu’ils aient ingérés des APs de Senecio jacobaea L. (Cook et al., 1950). Ceci a soulevé la possibilité
qgue les APs pouvaient jouer un réle dans la carcinogénése humaine (Schoental, 1968). Depuis lors,
plusieurs APs et leurs métabolites ont montré un effet carcinogene chez les rongeurs.
Malgré I'enregistrement de plusieurs cas d’exposition humaine aux APs, avec des niveaux
d’exposition variant d’intoxication aigle a chronique, il n’existe pas, a ce jour, de rapports de cancer
associé a de telles expositions (Prakash et al., 1999). Cependant, il est largement accepté, prenant en
compte leur mécanisme de carcinogénése chez les rongeurs, qu’ils sont aussi carcinogenes chez les

humains (Xia et al., 2003 ; Edgar et al., 2011).

5.3.3. Métabolisation

Lors de l'activation métabolique, les APs montrent une diversité de manifestations
génotoxiques (incluant des liaisons a I’ADN, une réticulation de I’ADN, une réticulation entre ADN et
protéine, I'échange de chromatide sceur et des aberrations chromosomiques), mutagenes,
tératogenes et carcinogenes (cf. citations dans Fu et al. (2004)).

D’apres Swick et al. (1982), les APs ingérés sont directement absorbés dans le petit intestin et
transportés jusqu’au foie ol ils sont métabolisés. lls sont des substrats pour les enzymes des
cytochromes P450 oxydases qui y sont présentes. Les intermédiaires pyrroliques métabolisés sont
toxiques pour les cellules car ils réagissent avec les nucléophiles tels que les protéines ou les acides
nucléiques (Fu et al., 2002b ; Fu et al., 2004).

Il existe trois routes majeures de métabolisation des APs insaturés, la route empruntée
dépendant de leur structure (figure 35). La premiere est I'hydrolyse des groupements ester de la
base nécine, la deuxieme est I'oxydation de la base nécine pour former son dérivé N-oxyde et la
troisieme est la déshydrogénation de la base nécine pour former son didéshydropyrrolizidine (Fu et
al., 2004 ; Rosemann, 2006).

Les APs N-oxydes sont plus hydrophiles et donc plus facilement excrétés que les APs
correspondants. Cependant, certains APs N-oxydes sont tout aussi toxiques que leurs homologues
car ils peuvent aussi étre métabolisés par le foie (Mattocks, 1986 ; Chou et al., 2003). Les APs saturés
sont quant a eux rapidement excrétés par I'urine et ne montrent donc pas de toxicité particuliere

(Mattocks, 1986 ; Rosemann, 2006).
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Figure 35: Exemples de voies de métabolisation des APs de type rétronécine (d'apres Fu et al.
(2002a) et Rosemann (2006)). Les noms soulignés correspondent aux composés toxiques, GSH pour
glutathion.

Dans la plante, les APs sont des précurseurs de molécules de défense ou des phéromones
d’insectes comme les papillons, d’ou le nom d’arbre a papillons donné a H. foertherianum (Boppré,
1986 ; Trigo, 2011). L'adaptation des insectes, qui butinent les plantes contenant des APs, leur
permet non seulement de faire face a leur toxicité mais aussi de les accumuler pour leur propre

défense. Ceci est en faveur de I’hypothése du réle de défense des APs (Hartmann et Ober, 2008).

5.3.4. Spécificités structurales et toxicité

Certaines spécificités structurales telles qu’une insaturation a la position 1,2 (1), qu’un ou
deux groupes hydroxyles rattachés a la base rétronécine (2), qu’une estérification d’au moins un des
groupes hydroxyles (3) avec une chaine branchée (4) sont requises pour obtenir une toxicité des APs
chez les animaux ou chez I’humain (Mattocks, 1986 ; Prakash et al., 1999). Les APs ont des toxicités

in vivo tres variées suivant leur structure (tableau 6 et figure 36).
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Tableau 6 : Exemples d’APs et de leur toxicité chez le rat aprés une injection intrapéritonéale
(d'aprés EFSA (2007) et FAO/OMS (2011))

Alcaloides pyrrolizidiniques Structure chimique DLso (mg/kg)®

. 1500
Lycopsamine
Intermédine 1500
Echinatine
350
1
Symphytine 30
Rétrorsine 34
Rétrorsine-N-oxyde 250

® DL50 : dose léthale médiane
L'indicine, isolée de chez H. foertherianum, est un diastéréoisomere de la lycopsamine, de
I'intermédine et de I’échinatine et la stéréochimie de son cycle pyrrolizidine correspond a celle de la

lycopsamine et de lI'intermédine. Ces derniéres ont une faible toxicité chez le rat (tableau 6) tout
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comme l'indicine, en raison de leur excrétion rapide, vraisemblablement due a la similarité de leur

TN

configuration absolue.

o) O
7 o
o (2)
R ~ R
(4)

N

N

Figure 36 : Nécessités structurales pour la toxicité des APs
(d'apres Prakash et al. (1999)).

Les doses et la durée nécessaires a I'intoxication ne sont pas trés bien connues. Bien que des
traitements variés et des compléments alimentaires aient été suggérés, aucun ne s’est avéré efficace
sur le bétail. En général, le bétail intoxiqué et montrant des signes cliniques, ne s’en remet jamais.

La prévention est la meilleure mesure de contréle (Stegelmeier, 2011).
5.4. Réglementation

Kempf et al. (2010) ont fait la synthése de la situation Iégale des réglementations concernant
les APs dans différentes régions du monde (pour les détails, cf. le rapport de FAO/OMS, 2011).

Dés la fin des années 80, 'OMS a publié un rapport alertant du potentiel risque sur la santé
de la contamination par les APs dans la chaine alimentaire. Les principales causes d’intoxications par
les APs sont alors la contamination des céréales par des graines et |'utilisation de plantes médicinales
contenant des APs. A cause du potentiel génotoxique des APs, la commission recommande de
diminuer le plus possible la contamination de la chaine alimentaire. Enfin, 'OMS conseille de
surveiller les teneurs en APs du miel et des produits laitiers provenant de régions a risque (WHO,
1988 ; Kempf et al., 2010).

Au niveau européen, I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) indique dans un
rapport de 2007 que du point de vue épidémiologique humain, la maladie veino-occlusive est
véritablement liée a la consommation d’APs tandis que leur potentiel carcinogénique n’est pas bien
documenté jusqu’a présent. Contrairement aux anciennes recommandations, cette commission exige
le principe de non dilution. Cela signifie que les aliments contaminés et leurs produits dérivés ne
doivent pas étre mélangés avec du matériel non contaminé pour atteindre les limites tolérables de

teneurs en APs. Le matériel contaminé doit plutét étre décontaminé ou détruit afin de réduire
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I'entrée de composés nocifs dans la chaine alimentaire. Récemment, la Commission Européenne a
approuvé I'huile d’Echium plantagineum L. cultivée en tant que nouvel ingrédient alimentaire. C'est
la premiere fois qu’une limite en teneur d’APs est fixée (ils ne doivent pas étre détectables, la limite
de détection étant a 4 mg/kg d’huile) pour une denrée alimentaire. La commission a aussi exprimé le
besoin de méthodes analytiques pour quantifier les APs dans les plantes ingérées par les animaux ou
les humains (EFSA, 2007 ; Kempf et al., 2010).

Aux Etats-Unis en 2001, la FDA (Food and Drug Administration) a recommandé aux fabricants
de préparations orales dérivées de Symphytum spp. ou de produits contenant des APs de les retirer
du marché et aux consommateurs d’arréter de les consommer. Puis la FDA s’est référée a son
autorité pour confisquer ces produits si nécessaire. Malgré les différents rapports sur les sérieux
effets des APs sur la santé humaine, l'autorité s’est trouvée incapable de définir une dose
garantissant I'innocuité par exposition orale (Kempf et al., 2010 ; FAO/OMS, 2011).

En Australie et en Nouvelle-Zélande, I’ANZFA (Australia New Zealand Food Authority) a publié
un rapport technique en 2001 sur I’évaluation des risques des APs dans les aliments. Comme indiqué
par I'EFSA, I'effet carcinogénique des APs chez les rongeurs est établi mais ne peut pas encore étre
extrapolé aux humains. Les APs sont donc seulement considérés comme un facteur de risque chez les
humains dans un scénario d’exposition chronique causant éventuellement une maladie
veino-occlusive. Basée sur cette considération, une dose journaliere provisoire de 1 mg/kg a été
calculée (ANZFA, 2001 ; Kempf et al., 2010).

Actuellement, il n’existe pas d’évaluation toxicologique unique nationale ou internationale et
légale des APs dans les aliments. Un consensus européen semble au moins se cristalliser dans lequel
les APs sont une classe de composés non désirés dans les aliments destinés aux humains et aux

animaux (Kempf et al., 2010).

5.5. Méthodes d’identification et de quantification

Les APs sont des composés plutdt polaires avec une nature basique. Des revues ont recensé

leurs différentes méthodes d’analyse (cf. Roeder, 1999 et Crews et al., 2010).

5.5.1. Extraction et purification

Un large panel d’extraction des APs a été utilisé, le plus souvent avec des solvants polaires
tels que le méthanol acidifié ou non (Crews et al., 2010). Les extractions avec des solvants moins
polaires ne permettent pas de récupérer tous les APs N-oxydes car ils y sont moins solubles (Oberlies

et al., 2004).
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Une étape additionnelle de purification est généralement réalisée préalablement a I'analyse
de I'échantillon en chromatographie. A I'origine, une extraction classique acide-base, répétée 2 ou 3
fois, était effectuée mais la procédure est longue et consomme des volumes importants de solvants.
Aujourd’hui, la méthode de choix utilisée sur les extraits bruts est celle des extractions en phase
solide SCX (strong cation exchange) pour isoler a la fois les bases libres et les dérivés N-oxydes avec
un grand rendement et pour éliminer la plupart des molécules interférentes co-extraites (Roeder,
1999 ; Beales et al., 2004). Les phases solides a base de sulfonate de benzyle sur silice sont
recommandées. Le solvant d’élution est le plus souvent du méthanol avec une solution aqueuse

d’ammonium (Crews et al., 2010).

5.5.2. Détection par spectroscopie UV-visible

Une méthode de spectroscopie UV-visible a été utilisée avec le réactif d’Ehrlich par
Azadbakht et Talavaki (2003), elle permet de déterminer la quantité totale d’APs insaturés grace a

une courbe de calibration utilisant des standards.

5.5.3. Chromatographie sur couche mince

La faible absorbance UV de la plupart des APs les empéche d’étre visualisés sans réactif.
Le réactif le plus utilisé pour la révélation des APs sur plaques de CCM de silice est le réactif d’Ehrlich
(Mattocks, 1967b, 1986). Les bases insaturées, transformées avec un cycle pyrrolique insaturé, sont
détectées en donnant une couleur rouge magenta tandis que le réactif de Dragendorff détecte les

APs saturés (Birecka et al., 1981).

5.5.4. Chromatographie gazeuse et liquide

La chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (CG-SM) a
beaucoup été utilisée pour I'analyse des APs mais la méthode est destructive et les APs N-oxydes
doivent étre dérivatisés pour étre détectés. Des bibliothéques de plusieurs centaines d’APs ont été

créées. La plupart des méthodes utilisent maintenant la CLHP (Crews et al., 2010).

Pour la CLHP, des colonnes C18 sont préférentiellement utilisées avec des phases mobiles
composées d’acétonitrile et d’un tampon acide ou basique. La détection par UV se fait a une
longueur d’onde non-spécifique de 220 nm pour les APs insaturés car ils n‘ont pas de chromophore

(Hosch et al., 1996 ; Gray et al.,, 2004). Une dérivatisation est possible et permet une meilleure
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détection en UV mais la CLHP-SM (chromatographie liquide a haute pression couplée a un
spectrometre de masse) est devenue la méthode de choix dans les cing derniéres années. En effet, la
détection est beaucoup plus sensible et cette méthode nécessite une préparation moins lourde de
I’échantillon (Wuilloud et al., 2004).

L'atome d’azote du cycle des APs est facilement ionisable et permet une utilisation en
spectrométrie de masse. Le mode d’ionisation positive et I'ionisation par électronébuliseur (ESI) sont
les parameétres d’analyse les plus utilisés a cause de la nature polaire des APs. Cependant, I'ESI est
moins efficace avec les phases mobiles basiques alors que lionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI) voit sa sensibilité augmentée dans ces phases (Beales et al., 2004 ; Boppré
et al., 2005). La limite de la CLHP-SM est due au fait que certains APs ont le méme poids moléculaire
et la méme formule brute et tous les standards ne sont pas disponibles; aussi, de plus amples
analyses sont nécessaires afin de connaitre leur configuration absolue (Lin et al., 1998 ; Wuilloud et
al., 2004). Les ions fragments typiques des rétronécines (figure 37), retrouvés chez H. foertherianum,

sont détectés par spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) a m/z 94, 120 et 138 (WHO, 1988).
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Figure 37 : Schéma de fragmentation d’APs de type rétronécine (d’apres Rosemann, 2006).

5.6. Conclusion

Les APs sont probablement les composés toxiques les plus communs issus de plantes et
intoxiquant le bétail, la faune et les humains mondialement. Par conséquent, il est important de
déterminer les sources d’exposition humaine, d’évaluer le risque pour la santé et de réduire

I’exposition a ces composés. Aujourd’hui, une restriction réglementaire sur 'utilisation des plantes
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ou des produits dérivés de plantes contenant des APs est appliquée dans plusieurs pays. L’évaluation
du risque de santé humaine de I'exposition aux APs doit étre justifiée sur la base des mécanismes
toxicologiques pour une meilleure efficacité, leurs biotransformations induisant plusieurs types de
toxicité (Fu et al., 2004).

A notre connaissance, aucun effet secondaire n’a a ce jour été reporté dans I'utilisation
d’'H. foertherianum, en tant que remeéde traditionnel contre les intoxications ciguatériques.
Néanmoins, la famille des Borraginacées et le genre Heliotropium étant connu pour produire ce type

d’alcaloides, il est nécessaire de s’assurer de I’absence des APs dans |"extrait utilisé a ces fins.

6. Réglementation pour la commercialisation des produits a base de plantes

Les médicaments a base de plantes sont devenus partie intégrante du systeme de santé
actuel. Par exemple, aux Etats-Unis, entre les années 90 et 2000, leurs ventes ont augmenté
d’environ 400 %. Les produits a base de plantes peuvent contenir une ou plusieurs plantes sous
n’importe quelle forme. Ils sont constitués soit de plantes brutes soit d’extraits de tout ou partie de
plantes (Mosihuzzaman et Choudhary, 2008).

Les produits a base de plantes sont généralement commercialisés sous trois formes:
les médicaments, les compléments alimentaires ou les produits naturels en I’état par exemple
distribués par les herboristes (Imbert, 2012).

Il faut cependant distinguer les médicaments a base de plantes, soumis a une autorisation de
mise sur le marché (AMM) classique, et les médicaments traditionnels a base de plantes qui sont

soumis a une mesure d’enregistrement simplifiée (Cirriez, 2012).

6.1. Notions générales de médicaments et de compléments alimentaires

6.1.1. Les médicaments a base de plantes

La Pharmacopée est le recueil a caractére réglementaire des matiéres premiéres autorisées a
entrer dans la composition des médicaments. C'est un ouvrage destiné aux professionnels de santé
(utilisateurs de matiéres premiéres ou en charge des préparations pharmaceutiques) et aux
laboratoires chargés des controles de qualité et de I’évaluation des médicaments. Elle définit les
criteres de pureté des matieres premieres ou des préparations entrant dans la fabrication des
médicaments (a usage humain et vétérinaire) et les méthodes d'analyses a utiliser pour en assurer
leur controle.

La Pharmacopée est constituée de différentes monographies. Chaque monographie est un

ensemble de spécifications qui définissent les caractéristiques qualitatives et quantitatives d'une
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substance en vue d'assurer une qualité optimale compatible avec les exigences de santé publique.
Les normes de ce référentiel scientifique font autorité pour toute substance ou monographie
figurant dans la Pharmacopée.

Les normes de la Pharmacopée européenne s’appliquent réglementairement a I'ensemble
des états membres signataires de la Convention pour I’élaboration de la Pharmacopée européenne
(36 états). La Pharmacopée européenne est complétée, pour certains Etats, par des Pharmacopées
nationales. La Pharmacopée américaine (ou USP) et la Pharmacopée japonaise (ou JP) sont avec la
Pharmacopée européenne les trois référentiels intégrés dans le systéme d’harmonisation
internationale des normes. D’autres pharmacopées, sans avoir le méme statut juridique, sont

publiées par différents Etats du monde (e.g. le Brésil, I'Inde, la Chine).

La liste des Plantes Médicinales de la Pharmacopée francaise est structurée en deux parties :

e liste A « Plantes médicinales utilisées traditionnellement » (332 plantes),

e liste B « Plantes médicinales utilisées traditionnellement en I'état ou sous forme de
préparation dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice thérapeutique
attendu » (123 plantes).

Cette liste est mise a jour au fur et a mesure de I'évolution des textes réglementaires ou des
connaissances scientifiques concernant les médicaments a base de plantes et des demandes

d’inscription de drogues végétales (ANSM, 2013).

A ce jour, la liste A contient 4 plantes de la famille des Borraginacées dont
Borago officinalis L. (bourrache) pour l'utilisation de sa partie aérienne et de ses fleurs, en usage
alimentaire ou condimentaire pour ces derniéres, en médecine traditionnelle européenne et
d’outre-mer. Des plantes enregistrées dans la liste A, et pour lesquelles tous les organes sont connus
pour étre toxiques, sont par exemple Artemisia absinthium L. (grande absinthe - Astéracées),
Atropa belladona L. (belladone - Solanacées) et Symphytum officinale L. (grande consoude -
Borraginacées). Les racines de S. officinale sont utilisées en usage cutané pour leurs propriétés
cicatrisantes et anti-inflammatoires dans la médecine traditionnelle européenne et d’outre-mer
(ANSM, 2012a). Cette plante a aussi été utilisée dans le traitement des ulcéres, par la prise de thé ou
de gélules disponibles dans le commerce, mais la présence d’APs hépatotoxiques est responsable de
la maladie veino-occlusive du foie chez les personnes en consommant régulierement. Son utilisation
a donc été réglementée (Stickel et Seitz, 2000).

La liste B contient 7 plantes de la famille des Borraginacées dont Heliotropium europaeum L.

(héliotrope ou herbe aux verrues) dont la partie aérienne est utilisée en médecine traditionnelle
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européenne et d’outre-mer (ANSM, 2012b). Cette plante, contenant des APs, a été responsable

d’intoxications chez le bétail (Hill et al., 1997).

Les médicaments a base de plantes sont soumis aux mémes procédures d’AMM que les
médicaments classiques, cependant depuis 2004, des procédures d’AMM allégées ont été mises en

place.

6.1.2. Les compléments alimentaires a base de plantes

Pour étre classé comme complément alimentaire, un produit a base de plantes doit
correspondre aux critéres suivants :
- @tre destiné a compléter le régime alimentaire ;
- contenir un ou plusieurs ingrédients alimentaires (acides aminés, vitamines, minéraux,
herbes ou autres produits a base de plantes) ;
- étre destiné a une prise par voie orale sous forme de comprimé, gélule ou liquide ;

- @tre étiqueté comme complément alimentaire (FDA, 2004, 2006 ; Bandaranayake, 2006).

La position réglementaire par rapport aux compléments alimentaires est indéfinie (aliments
ou médicaments ?) et le nombre croissant de produits de ce type sur le marché pose la question de
leur innocuité (Schilter et al., 2003 ; Kroes et Walker, 2004 ; Walker, 2004). Plusieurs cas
d’intoxications avec des produits a base de plantes ont été rapportés (Betz et al., 1994) et les
différences climatiques et agronomiques peuvent conduire a une variabilité dans leur composition
chimique (Harkey et al., 2001).

Aux Etats-Unis, la FDA régule les compléments alimentaires et ceux a base de plantes.
Cela signifie qu’ils n‘ont pas a respecter les mémes standards que les médicaments et les
médicaments en vente libre, ils ne sont pas tenus d’étre standardisés, et il n'y a pas de définitions
légales ou réglementaires qui existent pour leur normalisation (Bandaranayake, 2006).

Les emballages de compléments alimentaires peuvent mentionner des allégations de santé
mais pas d’indications thérapeutiques comme pour les médicaments (Cirriez, 2012).

Certains produits peuvent n’avoir aucun historique significatif en tant qu’ingrédient
alimentaire mais étre dérivés de sources qui ont été utilisées dans des produits a base de plantes,
dans différentes régions du monde, et ainsi étre considérés pour I'utilisation alimentaire (Schilter et
al., 2003 ; Kroes et Walker, 2004 ; Walker, 2004). L’historique d’utilisation (pratique alimentaire ou
médicale) apporte des informations utiles concernant I'innocuité du produit. Les produits n’ayant

jamais été utilisés auparavant dans I'Union Européenne peuvent étre considérés comme nouveaux
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aliments sous la nouvelle réglementation européenne de 1997 (CE, 1997). Une distinction est faite
entre « usage traditionnel », pour lequel les données scientifiques sont limitées et « usage établi »

appuyé par des publications scientifiques (Bast et al., 2002).

6.2. Différences de réglementation suivant les régions du monde

Les médicaments a base de plantes sont généralement vendus comme compléments
alimentaires aux Etats-Unis et comme médicaments en Europe, un cadre réglementaire commun
n'existant pas entre tous les pays. En conséquence, les informations sur les indications cliniques pour
|'utilisation, I'efficacité et lI'innocuité sont influencées par I'expérience traditionnelle disponible dans
chaque lieu. Par exemple, dans le cas de la grande consoude, en Allemagne, son utilisation externe
est restreinte a 100 pg/jour et son utilisation interne a été bannie pour les drogues et médicaments
(Stickel et Seitz, 2000). En revanche, aux Etats-Unis en 2001, a la demande de la FDA, les
compléments alimentaires a base de cette plante ont été retirés du marché mais les feuilles, les
racines et leurs extraits sont toujours disponibles.

Les critéres législatifs pour reconnaitre les médicaments a base de plantes utilisés
traditionnellement comme thérapies de soins approuvées se heurtent a plusieurs difficultés.
Dans une enquéte menée dans 129 pays (WHO, 2005), 'OMS a signalé les problémes suivants
concernant les médicaments a base de plantes, notamment le manque :

- de données de recherche ;

- de mécanismes appropriés pour le contréle des médicaments a base de plantes ;

- d’éducation et de formation ;

- d’expertise au sein des autorités sanitaires nationales et organismes de controle ;

- de partage de I'information ;

- de surveillance de I'innocuité ;

- de méthodes pour évaluer leur innocuité et efficacité (Benzie et Watchel-Galor, 2011).

6.2.1. Amérique du nord

Aux Etats-Unis, sous le Dietary Supplement Health and Education Act (DSHEA) de 1994,
n’importe quelle herbe, concentré botanique et naturel, métabolite et constituant de I'extrait, est
classé comme complément alimentaire. Les compléments alimentaires n'ont pas besoin de
I'approbation de la FDA avant d’étre commercialisés. En vertu de la DSHEA, les plantes médicinales,
qui sont classées comme compléments alimentaires, sont présumées sires, et la FDA n'a pas le

pouvoir d'exiger qu'ils soient approuvés pour leur innocuité et leur efficacité avant d’entrer sur le
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marché, contrairement aux médicaments. Cela signifie que le fabricant est en charge de déterminer
si les compléments alimentaires fabriqués ou distribués sont en effet inoffensifs et si les indications
données sont soutenues par des preuves suffisantes. Toutefois, un fabricant de compléments
alimentaires ou le distributeur d'un complément contenant un « nouvel ingrédient alimentaire », qui
est un ingrédient qui n'a pas été commercialisé aux Etats-Unis avant octobre 1994, peut étre tenu de
suivre un examen de pré-commercialisation concernant les données d’innocuité. En outre, toutes les
entreprises nationales et étrangeéres qui fabriquent des étiquettes d'emballage ou détiennent des
compléments alimentaires doivent suivre les bonnes pratiques de fabrication actuelles de la FDA, qui
décrivent des procédures pour assurer la qualité des compléments destinés a la vente. La FDA n'a
émis aucune réglementation concernant les niveaux de contaminants dans les compléments
alimentaires slrs ou dangereux, mais a mis en place certains niveaux consultatifs dans d'autres
aliments. Sous son autorité réglementaire actuelle, la FDA peut retirer du marché un complément
alimentaire a base de plantes seulement aprés qu’il ait été démontré dangereux. L'emballage ou
|’étiquette d’'un produit, vendu en tant que complément alimentaire a base de plantes aux
Etats-Unis, ne peut pas mentionner le diagnostic, le traitement, la prévention ou la guérison d’une
maladie sans |'approbation expresse de la FDA (FDA, 2011 ; Bandaranayake, 2006 ; Benzie et
Watchel-Galor, 2011).

Pour les produits a base de plantes, commercialisés en tant que médicaments, une
procédure d’AMM était nécessaire jusqu’en 2004. Aujourd’hui, il existe une procédure allégée pour
les médicaments a base de plantes qui implique une tolérance concernant la variation de la
composition chimique, une non-obligation de recherches précliniques et cliniques ainsi que de mise
en évidence des interactions entre composés de |'extrait. Enfin, I’élucidation structurale de tous les

composés n’est pas nécessaire (Lehmann, 2013).

Au Canada, les remedes a base de plantes doivent étre conformes avec les réglementations
de produits de santé naturels. Derniérement, la direction de la santé publique du Canada a élaboré
un nouveau cadre réglementaire pour les produits de santé naturels qui est entré en vigueur en
janvier 2004. La nouvelle réglementation exige entre autres, un meilleur étiquetage, de bonnes
pratiques de fabrication, des licences d’exploitation et des licences de produits, et I'apport
d’allégations de santé soutenues par des preuves. Cependant, les seules exigences réglementaires
imposées sont que tous les produits destinés a un usage médical, y compris les produits de santé
naturels, regoivent un numéro d’identification du médicament. Ce numéro n’est pas nécessaire pour

les matieres premiéeres brutes (Bandaranayake, 2006).
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6.2.2. Europe

En Europe, la directive 2004/24/CE publiée par le Parlement européen et par le Conseil de
I’'Union européenne fournit les lignes directrices pour I'utilisation des plantes médicinales et vise a
harmoniser les procédures des pays européens. La directive établie que les médicaments a base de
plantes mis sur le marche nécessitent une autorisation par les autorités nationales de régulation de
chaque pays européen et que ces produits doivent avoir un niveau reconnu d’innocuité et d’efficacité

(Calapai, 2008).

On distingue trois types d’enregistrement de médicaments a base de plantes :

- une AMM allégée, pour ceux dont I'usage médical est établi et présentant un intérét
médical et un niveau d’innocuité acceptable (données toxicologiques nécessaires) et dont |'utilisation
pendant au moins 10 ans dans la communauté européenne est prouvée ;

- une AMM simplifiée, pour ceux dont 'usage traditionnel est établi, dont I'utilisation,
pendant au moins 30 ans dans I’'Union européenne (UE), et pour ceux provenant de I'extérieur de
I’'UE au moins 15 ans dans I'UE et 15 ans a I’extérieur, est prouvée (Parlement européen et Conseil de
I’'Union européenne, 2004) ;

- une AMM classique, pour ceux qui ne correspondent pas aux deux autres catégories,

des études précliniques ou cliniques sont alors nécessaires (Lehmann, 2013).

En ce qui concerne leur fabrication et leur qualité, les produits doivent répondre aux mémes
exigences que pour les demandes d’autorisation de mise sur le marché. L'information est basée sur
la disponibilité des monographies publiques de la pharmacopée européenne et de leurs équivalents
développés par l'industrie pharmaceutique. Les normes proposées permettent non seulement de
définir la qualité des produits mais aussi d’éliminer les composés nocifs, les falsifications et les
contaminations. Un certain nombre de comités ont été mis en place au sein de I'UE pour tenter de
standardiser I'information et les lignes directrices en rapport avec les plantes médicinales (EMA,
2009). Une multitude de rapports ont été produits, des monographies sur les plantes et les
préparations, des lignes directrices sur les bonnes pratiques agricoles et de collecte, sur la
normalisation des applications et sur la détermination de la composition des plantes (Vlietinck et al.,
2009 ; Benzie et Watchel-Galor, 2011).

L'OMS a publié 88 monographies communément utilisées comme références ou comme
cadres pour développer des monographies nationales. L’agence européenne des médicaments (EMA)
a adopté ces monographies et publié une liste de substances a base de plantes pour évaluation qui

inclut 63 monographies avec une liste de produits a base de plantes reliée aux monographies
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publiées par I'ESCOP (European scientific cooperative on phytotherapy) et les pharmacopées

nationales allemandes, frangaises et chinoises (Tistaert et al., 2011).

6.2.3. Région Pacifique ouest et Polynésie frangaise

En Australie, la pharmacopée britannique est appliquée a la place d’une pharmacopée
nationale. 1 500 produits a base de plantes sont enregistrés en Australie et sont vendus dans les

pharmacies en tant que médicaments en vente libre (WHO, 2005).

La Polynésie francaise est régie par la loi francaise sauf quand il existe une loi de pays
spécifique. La pharmacopée francaise a été appliquée en Polynésie francaise dés 1987 d’apres
|’arrété suivant paru au journal officiel :

« Arrété n° 284 CM du 16 mars 1987 portant mise en application de la dixieme édition de la
pharmacopée francgaise ainsi que I'arrété 368 CM et 86 CM qui met en application les suppléments

de cette édition de la pharmacopée (Gouvernement de la Polynésie francaise, 1987). »

En France, contrairement a d’autres pays européens, les médicaments a base de plantes
relevent du monopole pharmaceutique et leur mise sur le marché nécessite un enregistrement ou
une AMM préalable aupres de ’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament, anciennement

AFSSAPS) (Lehmann, 2013).

La loi organique de 2004, complétant le statut d’autonomie de la Polynésie francaise,
détermine sa compétence en matiére de santé. Des arrétés, spécifiques au pays, sont donc rentrés
en vigueur depuis.

En ce qui concerne les compléments alimentaires, la loi francaise en Polynésie francaise a été
appliquée en 2006 par un arrété qui définit que ces derniers doivent étre inoffensifs, que seuls les
minéraux et vitamines peuvent entrer dans leur fabrication. Parmi les substances dont I'utilisation
pour leur fabrication est interdite se trouvent les plantes médicinales non alimentaires et non
condimentaires.

« Arrété n° 1169 CM du 16 octobre 2006 pris en application de I'article 11 de la loi du 1* aoGt
1905 relatif aux compléments alimentaires et aux denrées alimentaires dont la présentation
comporte des allégations nutritionnelles ou physiologiques (Gouvernement de la Polynésie francaise,
2006). »

En France, la mise sur le marché de compléments alimentaires nécessite le dépo6t d’un
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dossier auprés de la DDCSPP (direction départementale de la cohésion sociale et de la protection des
populations, anciennement DGCCRF), moins contraignant que pour une AMM de médicaments

(Lehmann, 2013).

La vente des produits issus de la médecine traditionnelle chinoise a été réglementée en 2008
en fixant la liste des produits autorisés et des herboristes agréés en Polynésie francaise avec les
arrétés suivants :

« Arrété n° 198 CM du 6 février 2008 fixant la liste des matiéres premieres de la
pharmacopée traditionnelle pouvant étre importées par les herboristes agréés.

Arrété n° 199 CM du 6 février 2008 fixant la liste des produits médicamenteux de la
pharmacopée traditionnelle chinoise et autres spécialités asiatiques dont Il'importation et la vente
sont autorisées aux herboristes agréés (Conseil de I'ordre des pharmaciens de Polynésie francaise,
2013 ; Gouvernement de la Polynésie francgaise, 2008a et b). »

En 2010, un arrété sur la liste des plantes de la pharmacopée francaise pouvant étre vendues
en dehors des pharmacies a été publié :

« Arrété n° 249 CM du 25 février 2010 relatif a la vente au public hors pharmacie des plantes
médicinales inscrites a la pharmacopée dans lequel est détaillé la liste des plantes ou parties de
plantes médicinales inscrites a la pharmacopée qui peuvent, uniquement sous la forme précisée, étre
vendues par des personnes autres que les pharmaciens (Gouvernement de la Polynésie francaise,

2010). »

6.3. Conclusion

Les exigences réglementaires pour la qualité des produits a base de plantes varient en
fonction du pays et de la catégorie réglementaire. Le méme produit peut étre commercialisé en tant
que médicament en Europe et en tant que complément alimentaire aux Etats-Unis. En Europe, les
produits a base de plantes médicinales sont produits selon des normes de qualité utilisées pour les
produits pharmaceutiques. Cela est particulierement vrai pour les produits puissants a base de
plantes dont les ingrédients actifs sont définis, contribuent sensiblement a I'activité thérapeutique et
permettent donc la standardisation des constituants dans une gamme définie et soutenue par une
monographie de la pharmacopée (Mosihuzzaman et Choudhary, 2008). En France et par extension en
Polynésie francaise, la commercialisation d’un extrait a base de plantes en tant que complément
alimentaire est moins contraignante administrativement que pour un médicament. Cependant, les
emballages des produits commercialisés en tant que complément alimentaire ne peuvent pas

comporter de mention thérapeutique mais seulement des allégations nutritionnelles ou de santé.
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La ciguatéra est aujourd’hui en passe d’étre reconnue comme « maladie tropicale négligée ».
Cette intoxication alimentaire, jusqu’alors cantonnée aux zones intertropicales, est aujourd’hui
présente dans des zones plus tempérées (Madere, iles Canaries) et commence a atteindre la
Méditerranée. Elle pose un probléme de santé publique majeur, notamment dans les pays insulaires
et territoires du Pacifique (PICTs), ou elle touche plus de 50 % de la population, et a des
conséquences économiques a la fois sur I'exploitation des ressources marines et sur les systemes de
santé.

Les pistes actuelles de recherche concernant le traitement des intoxications ciguatériques se
concentrent essentiellement sur la synthése ou I'isolement de composés tels que le brévénal, ce qui
implique un colt non négligeable pour le développement d’'un médicament potentiel. En revanche,
d’apres les études ethnopharmacologiques menées par I'IRD, une centaine de remédes a base de
plantes, correspondant a une quarantaine d’espeéces identifiées, est utilisée traditionnellement dans
les PICTs pour traiter ce syndrome. Ces plantes ont donc été testées sur différentes cibles biologiques
puis un criblage bioguidé a permis de sélectionner les plus actives d’entre elles et d’isoler leur
composé actif majoritaire. Parmi celles-ci, la plus utilisée traditionnellement est
Heliotropium foertherianum Diane & Hilger (Borraginacées) et son composé actif majoritaire est
I’acide rosmarinique.

Dans la perspective de valoriser cette plante pour le traitement des intoxications
ciguatériques, ce travail de these a ainsi tenté de réaliser plusieurs objectifs.

Le premier objectif, présenté dans le second chapitre de cette thése, a consisté a valider
I'usage traditionnel de I'extrait aqueux de feuilles sénescentes d’H. foertherianum en testant son
action et celui de I'acide rosmarinique sur l'activité toxique induite par les ciguatoxines (CTXs).
Cette validation a été réalisée grace au test de cytotoxicité sur neuroblastomes de souris et au test
d’interaction ligand-récepteur, couramment utilisés en laboratoire pour la détection des toxines
marines telles que les CTXs.

Le deuxieme objectif, présenté dans le troisieme chapitre de cette thése, a concerné la
connaissance de la composition chimique de [I'extrait aqueux de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum. En effet, la quantification de la teneur précise en principe actif est nécessaire
afin de garantir I'activité biologique de I'extrait. Dans le but d’évaluer des zones de collecte
potentielle en Polynésie francaise, une étude de variabilité géographique a été menée afin de
déterminer comment les teneurs en principe actif variaient suivant différentes zones de collecte.

D’autre part, en vue d’une valorisation de I'extrait de plante total, l'identification de ses autres
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métabolites secondaires, non majoritaires, a été abordée, nécessaire notamment pour la vérification
de la qualité de la matiere premiére ainsi que pour le suivi de la dégradation des composés de
I’extrait. Enfin, les tiges d’H. foertherianum sont susceptibles de renfermer des alcaloides
pyrrolizidiniques (APs) tels que lindicine et son dérivé N-oxyde. Etant donné leur toxicité bien
connue chez le bétail et les humains et la réglementation existante, il était donc proscrit de
recommander a la population d’utiliser ce reméde traditionnel en I'état, sans avoir au préalable
vérifiée 'absence des APs dans les extraits de feuilles sénescentes d’H. foertherianum.

Enfin, I'objectif développé dans le quatrieme et dernier chapitre de ces travaux de théese a
concerné le développement potentiel de la production d’'un extrait a base d’H. foertherianum,
standardisé et d’innocuité garantie. Les variations de la composition chimique de I'extrait et de ses
principes actifs ont ainsi été analysées suivant les conditions environnementales de collecte, les

méthodes d’extraction et de conservation des feuilles.
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Chapitre 2 — Evaluation de I'activité biologique d’H. foertherianum face aux ciguatoxines

1. Introduction

L’activité biologique prometteuse du reméde traditionnel a base d’H. foertherianum a déja
été exposée lors des théses de doctorat de Boydron-Le Garrec (2005) et de Kumar-Roiné (2009).
En effet, I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum a montré un effet protecteur face a la
brévétoxine-3 (PbTx-3), toxine de structure chimique proche des ciguatoxines (CTXs), sur des
neuroblastomes de souris (Boydron-Le Garrec et al., 2005) et a permis d’inhiber la production
d’oxyde nitrique dans des macrophages (Kumar-Roiné, 2009). Un fractionnement chimique bioguidé
par le test d’interaction ligand-récepteur a mené a l'isolement de I'acide rosmarinique (AR)
(Kumar-Roiné, 2009).

Il est particulierement important de s’assurer de I'activité biologique de I'extrait de feuilles
sénescentes d’H. foertherianum en vue de sa valorisation, mais aussi de celle de son principe actif,
I’AR (figure 38). Afin de confirmer leur activité biologique pour le traitement de la ciguatéra et donc
leur effet protecteur contre les CTXs, des tests biologiques in vitro utilisés pour détecter les CTXs ont
été employés dans cette étude. Les deux moyens de détection des CTXs mis en ceuvre en routine au
laboratoire sont : le test de cytotoxicité sur neuroblastomes de souris (Pawlowiez et al., 2013) et le
test d’interaction ligand-récepteur (TILR) (Darius et al., 2007).

Une étude de relation structure-activité a aussi été menée pour vérifier la spécificité d’action
de I'AR avec les six molécules suivantes: I'acide caféique, I'acide férulique, I'acide coumarique,
I'ester caféate de dihydroxyphénéthyle (CADPE), I'ester caféate de phénéthyle (CAPE) et la
curcumine (figure 38). Les acides caféique, férulique et coumarique ont été choisis parce qu’ils sont
produits par le corps humain aprés ingestion et métabolisation de I’AR (Baba et al., 2005).
Ces composés sont connus pour leur activité antioxydante (Chen et Ho, 1997). En ce qui concerne le
CADPE et le CAPE, leur structure chimique est proche de celle de I’AR. Le CADPE ne possede pas la
substitution carboxyle de I'AR et est cytotoxique sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Dong
et al., 2011). La molécule de CAPE porte deux substitutions hydroxyles en moins sur un de ses cycles
phénoliques comparé au CADPE. Il a des propriétés cytoprotectrice, antioxydante et antitumorale
(Wu et al., 2007). La curcumine est quant a elle composée de deux groupements aromatiques en
bout de chaine, comme I'AR, le CAPE et le CADPE, mais chaque groupement comporte une
substitution d’un groupe hydroxyle et méthoxyle comme I'acide férulique. La curcumine est aussi
réputée pour ses multiples activités biologiques, notamment sa capacité a traiter les maladies

neurodégénératives (Aggarwal et Harikumar, 2009).
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Figure 38 : Structure chimique des composés utilisés dans I'étude de relation structure-activité.

2. Test de cytotoxicité sur neuroblastomes de souris

2.1. Principe du test

Le test in vivo de détection de toxicité sur souris des extraits de produits de la mer est un des
premiers a avoir été développé mais pose quelques problémes d’éthique. C'est pourquoi des
neuroblastomes de souris (Neuro-2a) ont été cultivés in vitro en vue de détecter les CTXs.
Cette méthode a aussi une sensibilité plus élevée. Les Neuro-2a sont des neurones transformés qui
ont donc leurs propres caractéristiques et permettent d’étudier I'effet des toxines sur les canaux
sodium dépendant du potentiel (CSDPs).

La détection de [I'effet cytotoxique des CTXs est possible grace a [lutilisation de
potentialisateurs : 'ouabaine (O) et la vératridine (V). Le premier va agir sur la pompe Na* (ATPase)
en limitant I'influx d’ions potassium et la sortie d’ions sodium et le deuxieme se fixe sur les CSDPs en
les maintenant en position ouverte ce qui provoque un influx d’ions sodium au sein de la cellule
(Catterall, 1986). En présence de I’AR, trois méthodes colorimétriques complémentaires de mesure
de la cytotoxicité ont été utilisées, c’est a dire un test au MTT, un test au rouge neutre et un au LDH.

Le test au MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium) permet de

mesurer la viabilité cellulaire représentée par I'activité de la succinate déshydrogénase des
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mitochondries qui réduit les sels de tétrazolium ajoutés dans le milieu en formazan (Mosmann,
1983).

Le test au rouge neutre est tres répandu et utilisé sur beaucoup de systémes cellulaires.
Il permet de mesurer la viabilité cellulaire. Le rouge neutre est un colorant d’inclusion et la coloration
des cellules vivantes permet de montrer I'intégrité membranaire de leurs lysosomes (Borenfreund
et al., 1988).

Quant au dosage de l'activité de la lactate déshydrogénase (LDH), il permet de mesurer
I'intégrité membranaire. En effet, les cellules dont la membrane plasmique a été rompue, libérent
leur contenu cytosolique dans le milieu extracellulaire, et notamment la LDH, une enzyme stable.
La quantité de LDH relarguée dans le milieu de culture est proportionnelle a la mort cellulaire.
La mesure de l'activité de la LDH permet d'évaluer non seulement la mort cellulaire nécrotique
(caractérisée par une rupture précoce de la membrane plasmique) mais aussi une partie de la mort
cellulaire apoptotique car les cellules finissent par perdre leur intégrité membranaire au stade ultime
du processus apoptotique (« nécrose secondaire ») (Nachlas et al., 1960). En présence de la LDH, le
lactate est transformé en pyruvate et le NAD" (forme oxydée du nicotinamide adénine dinucléotide)
est alors transformé en NADH, H'. En présence de NADH, H', le sel de tétrazolium (jaune pale),
rajouté au milieu, est transformé en formazan (rouge). La mesure de I'absorbance du formazan
permet de déduire la quantité de LDH relarguée dans le milieu (figure 39 — Decker et

Lohmann-Matthes, 1988).

LDH

Acide Acide
lactique 7 § pyruvique
NAD* NADH + H*
Formazan Sel de tétrazolium

(rouge) NADH (jaune)
déshydrogénase

Figure 39 : Formation de formazan par le biais de la production de NADH induite par le LDH.

2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Produits utilisés

Les acides rosmarinique, caféique, férulique, coumarique, la curcumine et le CAPE ont été
achetés chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Le CADPE a été synthétisé par le
Dr. V. Jullian a I'UMR-152 de Toulouse parce qu’il n’était pas disponible dans le commerce.

Deux extraits de feuilles sénescentes d’H. foertherianum ont été testés, un de Tubuai et un de
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Raivavae. Les extraits ont été obtenus selon le protocole indiqué au chap. 3 parag. 2.1. et leur
concentration en AR a été dosée par chromatographie liquide haute pression couplée a un détecteur

a barrettes de diode (CLHP-DAD) selon la méthode décrite au chap. 3 parag. 2.3.

2.2.2. Entretien des cultures cellulaires et ensemencement

Les Neuro-2a (lignée CCL-131, ATCC, Manassas, Virginie) ont été cultivées dans du milieu
RPMI 1640 supplémenté avec 1 % de pyruvate de sodium (100 mM), 1 % de PenStrep (pénicilline
5000 unités/ml) et streptomycine (5000 mg/ml), 1 % de fungizone (amphotéricine B 250 mg/ml), 1 %
de glutamax (100x) et 10 % de sérum de boeuf foetal. Les cellules ont été repiquées deux fois par
semaine pour les tests cellulaires dans une flasque de 75 cm? et ensemencées dans des plaques
96 puits a fond plat a une densité d’environ 50 000 cellules par puits. Elles ont ensuite été incubées

24 h a 37°Cdans une étuve et a 5 % de CO, avant leur exposition aux produits a tester.

2.2.3. Mise en place des tests de cytotoxicité

Le test de toxicité cellulaire sur Neuro-2a de I'extrait de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum et des dérivés d’AR a été adapté du protocole de Boydron-Le Garrec et al. (2005).
Les gammes de concentration de I'extrait d’H. foertherianum, de I’AR et de ses dérivés ont donc été
ajustées entre la valeur minimale nécessaire pour observer un effet sur la cytotoxicité induite par la
P-CTX-1B et la valeur maximale provoquant de la cytotoxicité. Les valeurs de viabilité cellulaire,

déduites de tests colorimétriques, ont aussi été vérifiées par une estimation visuelle au microscope.

2.2.4. Effet des produits sur la mortalité des Neuro-2a induite par la P-CTX-1B

Pour chaque microplaque, trois puits ont été traités avec des témoins (conditions OV’)
d’ouabaine (O ; 0,5 mM) et de vératridine (V; 0,05 mM), qui sont des potentialisateurs des CSDPs
nécessaires pour la détection de la cytotoxicité des CTXs, dans le but de réduire la viabilité cellulaire a
environ 80 %. Trois puits ont été laissés intacts en tant que témoins non traités (cellules et milieu
seulement, conditions OV') et six puits ont été traités avec des témoins P-CTX-1B (OV* et 5.10™ M de
P-CTX-1B, conditions OVCTX®). L’ajout de la P-CTX-1B aux témoins OV' a permis de diminuer la
viabilité cellulaire de 80 % a 20 %. Différentes périodes d’incubation de I’AR ont aussi été testées en
fonction du moment de I'ajout de P-CTX-1B. Les puits ont été traités simultanément avec OV" et I’AR,
2 h, 1 h et 20 min avant l'ajout de la P-CTX-1B et 20 min et 1 h apres I'ajout de la P-CTX-1B pour cinq

microplaques différentes.
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L'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum a été préparé pour une gamme de
concentrations finales de 0,55 pg/ml a 5467 pg/ml et I’AR et ses dérivés de 0,12 pg/ml a 1213 pg/ml.
Six concentrations de chaque produit ont été ajoutées aux puits traités avec OV en triplicat et aux
puits traités avec OVCTX" en triplicat. Aprés un temps d’incubation de 17 h, la cytotoxicité des

produits a été évaluée grace aux mesures de viabilité cellulaire.

2.2.5. Mesure de la viabilité cellulaire

2.2.5.1.Testau MTT

La viabilité cellulaire a été déterminée grace au test au MTT. Tout d’abord, le milieu est retiré
par renversement des microplaques. Puis 50 ul de tampon phosphate salin ont été ajoutés puis
retirés. Enfin, 50 pl d’'une solution de MTT (concentration finale de 0,8 mg/ml) ont été ajoutés aux
96 puits. Apres 20 min d’incubation a 37 % et 5 % de CO,, 100 pl de diméthylsulfoxyde ont été
ajoutés pour dissoudre les cristaux de formazan formés. L'absorbance a été lue a 570 nm grace a un
lecteur de microplaques (BioRad, Hercules, Californie). Le pourcentage de viabilité cellulaire a été
calculé comme l'absorbance des puits traités par les produits divisée par I'absorbance des puits

témoins respectifs.

2.2.5.2. Test au rouge neutre

Pour I'AR, la viabilité cellulaire a aussi été mesurée par le test au rouge neutre (Kit tox-4 de
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) suivant les spécifications du fournisseur.
Le pourcentage de viabilité cellulaire a été calculé comme I'absorbance des puits traités par les

produits sur I'absorbance des puits témoins.

2.2.5.3.Test au LDH

Pour I'AR, la viabilité cellulaire a aussi été mesurée par le test au LDH (Kit Tox-7 de
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) avec le protocole suivant. Le temps d’exposition aux
produits a été de 17 h, durant lequel les cellules ont été mises en contact avec du RPMI 1640 non
supplémenté. Puis 15 pl d’une solution de lyse ont été ajoutés aux puits témoins OV' et incubés
durant 45 min a 37°C. Un volume de 45 ul de chaque puits a été transféré dans une nouvelle
microplaque et 90 pl de mélange (substrat, cofacteur et colorant) ont été ajoutés a chaque puits.
La microplaque a été incubée 10 min a température ambiante couverte par une feuille d’aluminium

et la réaction a été stoppée avec 15 ul d’acide chlorhydrique 1 N. L’absorbance a été lue a 490 nm et
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le pourcentage de viabilité cellulaire a été calculé comme la différence entre 100 % et le pourcentage

de mortalité cellulaire avec

(A puits traités — A puits témoins)

% mortalité cellulaire = - - —
(A puits lysés — A puits témoins)

2.2.6. Analyses statistiques

Chaque échantillon a été testé au minimum 3 fois indépendamment (n = 9) et des tests
statistiques avec le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, Californie) ont été
utilisés pour regrouper ou discriminer les résultats obtenus.

Afin de déterminer si les valeurs de viabilité cellulaire a différentes concentrations d’un
méme échantillon étaient statistiquement différentes, un test de normalité a été appliqué avec
Shapiro-Wilk, d’Agostino et Pearson et Kolmogorov-Smirnov. Puis si le résultat était positif, une
analyse de variance (ANOVA) a un facteur a été réalisée avec le post-test Dunnett, sinon le test de
Kruskal-Wallis (post-test Dunn) (Motulsky, 2010) a été réalisé pour comparer la réponse des

différentes concentrations testées, seuil de significativité fixé a p < 0,05.

2.3. Résultats
2.3.1. Effet de l'extrait d’H. foertherianum et de I'AR sur la cytotoxicité induite par la

P-CTX-1B

La capacité de I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum et de I'AR a inhiber la
cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les Neuro-2a a été évaluée par le test au MTT.
Une concentration de 547 pg/ml pour I'extrait d’H. foertherianum et de 121 pg/ml pour I’AR a induit
une augmentation significative de la viabilité cellulaire comparée au témoin OVCTX". Cependant, des
effets cytotoxiques sont apparus a partir de 2 734 ug/ml pour 'extrait d’H. foertherianum et de
607 pug/ml pour I'AR, indépendamment de la présence de la P-CTX-1B (figure 40 A et B). Une toxicité
similaire a aussi été observée avec |'extrait d’H. foertherianum et I'AR seuls sur les Neuro-2a (figure
41 A et B). En complément du test au MTT, le test au rouge neutre et le test au LDH ont été employés
pour mesurer la viabilité cellulaire en présence de I'AR. Avec ces deux méthodes, la concentration
d’AR nécessaire pour inhiber significativement la cytotoxicité de la P-CTX-1B sur les Neuro-2a était de
121 pg/ml, comme pour le test au MTT. De plus, lors du test au rouge neutre, 'AR a montré une
N

cytotoxicité au-dessus d’une concentration de 121 pg/ml, dans les deux conditions OV* et OVCTX

comme observé avec le test au MTT (figure 42 A). A I'inverse, avec le test au LDH, aucune cytotoxicité
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significative de I’AR n’a été observée pour les concentrations testées ce qui signifie qu’il permet de

conserver I'intégrité membranaire des cellules Neuro-2a (figure 42 B).
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Figure 40 : Effet protecteur de (A) I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum de Tubuai et de
(B) I'acide rosmarinique contre la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les cellules Neuro-2a.
Les conditions OV* correspondent a I'ajout d’ouabaine (0,5 mM) et de vératridine (0,05 mM), requis
pour I'expression de la cytotoxicité de la P-CTX-1B. Les conditions OVCTX" correspondent a I'ajout
d’ouabaine, de vératridine et aussi de P-CTX-1B (5.10™ M). Aprés 17 h d’exposition, la viabilité
cellulaire a été mesurée par le test au MTT. Les résultats sont exprimés comme la moyenne *
écart-type (EC) de trois réplicats indépendants. Les concentrations montrant une différence
significative de viabilité cellulaire comparées au contréle OVCTX" (p < 0,05) sont indiquées avec un
astérisque (* pour P <0,05; ** pour P <0,01 ; *** pour P <0,001).
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Figure 41 : Cytotoxicité de (A) I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum de Tubuai et de (B)
I’acide rosmarinique sur les cellules Neuro-2a. Les conditions Extrait ou AR correspondent aux
produits seuls en contact avec les cellules Neuro-2a. Les conditions OV' correspondent a I'ajout
d’ouabaine (0,5 mM) et de vératridine (0,05 mM), requis pour I'expression de la cytotoxicité de la
P-CTX-1B. Apres 17 h d’exposition, la viabilité cellulaire a été mesurée par le test au MTT.
Les résultats sont exprimés comme la moyenne+ EC de trois réplicats indépendants.
Les concentrations montrant une différence significative de viabilité cellulaire comparées au contrdle
(p < 0,05) sont indiquées avec un astérisque (* pour P < 0,05 ; ** pour P <0,01 ; *** pour P <0,001).
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Figure 42 : Effet protecteur de I'acide rosmarinique contre la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur
les cellules Neuro-2a mesuré (A) par le test au rouge neutre et (B) par le test au LDH. Les conditions
OV' correspondent a l'ajout d’ouabaine (0,5 mM) et de vératridine (0,05 mM), requis pour
I’expression de la cytotoxicité de la P-CTX-1B. Les conditions OVCTX" correspondent a I'ajout
d’ouabaine, vératridine et aussi de P-CTX-1B (5.10 M). Les résultats sont exprimés comme la
moyenne + EC de trois réplicats indépendants. Les concentrations montrant une différence
significative de viabilité cellulaire comparées au contrdle OVCTX" (p < 0,05) sont indiquées avec un
astérisque (* pour P <0,05; ** pour P <0,01; *** pour P <0,001).
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Un extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum de Raivavae (collecté en mars 2011),
analysé par CLHP-DAD (cf. chap. 3 para. 3.3.) et ne contenant pas d’AR naturellement, n’a pas montré

d’effet protecteur des Neuro-2a face aux CTXs (figure 43).
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Figure 43: Effet de I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum de Raivavae contre la
cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les cellules Neuro-2a. Les conditions OV* correspondent a
I’'ajout d’ouabaine (0,5 mM) et de vératridine (0,05 mM), requis pour I'expression de la cytotoxicité
de la P-CTX-1B. Les conditions OVCTX" correspondent a I'ajout d’ouabaine, vératridine et aussi de
P-CTX-1B (5.10™" M). Aprés 17 h d’exposition, la viabilité cellulaire a été mesurée par le test au MTT.
Les résultats sont exprimés comme la moyenne = EC de trois réplicats indépendants.
Les concentrations montrant une différence significative de viabilité cellulaire comparées au contrdle
OV’ (p < 0,05) sont indiquées avec un astérisque (* pour P < 0,05; ** pour P < 0,01; *** pour
P <0,001).

Plusieurs moments d’exposition ont aussi été testés afin de déterminer si I'effet protecteur
de I’AR était modifié selon son ajout anticipé ou tardif dans le milieu cellulaire. L'AR a donc été ajouté
dans le milieu 2 h, 1 h et 20 min avant la P-CTX-1B et 20 min et 1 h apres I'ajout de la P-CTX-1B dans
le milieu. L'incubation d’AR pré- ou post-ciguatoxine n’a pas eu d’effet sur sa réponse face a la
cytotoxicité induite par les CTXs. Son effet protecteur est donc conservé quelque soit son moment

d’ajout par rapport a la P-CTX-1B dans le milieu cellulaire (figure 44).
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Figure 44 : Effet protecteur de I'acide rosmarinique contre la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur
les cellules Neuro-2a mesuré par le test au MTT, selon différents moments d’ajout de I'acide
rosmarinique par rapport a la P-CTX-1B. Les résultats sont exprimés comme la moyenne * EC de trois
réplicats indépendants.

2.3.2. Relation structure-activité des dérivés de I’AR

Seuls I’AR et I'acide caféique ont montré un effet protecteur contre la cytotoxicité induite par
la P-CTX-1B et ont induit une augmentation de la viabilité cellulaire a une concentration de
121 pg/ml. Au contraire, CAPE et CADPE se sont montrés cytotoxiques respectivement a 1,12 et
121 pg/ml. L’acide coumarique, I'acide férulique et la curcumine n’ont eu aucun effet significatif face

a la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les cellules Neuro-2a (figure 45 et tableau 7).

Tableau 7 : Effet des dérivés de I’AR contre la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les cellules
Neuro-2a en présence d’ouabaine et vératridine (OV").

Maximum de la Augmentation de la Mortalité cellulaire Mortalité
Produits viabilité cellulaire viabilité cellulaire (ng/ml) (OV* et cellulaire (ug/ml)
(ug/ml) a (%) P-CTX-1B) a partir de (oV") a partir de
Acide coumarique aucun 0 1213 607
Acide férulique aucun 0 >1213 1213
Acide caféique 121 15,4 >1213 1213
Curcumine aucun 0 >1213 607
Acide rosmarinique 121 40,7 607 607
d'H. foi’);;;ez:ianum >47 45,7 2734 2734
CADPE aucun 0 121 121
CAPE aucun 0 1,21 12,1
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Figure 45 : Effet des dérivés de I’acide rosmarinique contre la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur
les cellules Neuro-2a. Les conditions OV* correspondent & lI'ajout d’ouabaine (0,5 mM) et de
vératridine (0,05 mM), requis pour I'expression de la cytotoxicité de la P-CTX-1B. Les conditions
OVCTX' correspondent a I'ajout d’ouabaine, vératridine et aussi de P-CTX-1B (5.10™ M). Aprés 17 h
d’exposition, la viabilité cellulaire a été mesurée par le test au MTT. Les résultats sont exprimés
comme la moyenne + EC de trois réplicats indépendants. Les concentrations montrant une différence
significative de viabilité cellulaire comparées au contrdle OVCTX" (p < 0,05) sont indiquées avec un
astérisque (* pour P <0,05; ** pour P <0,01; *** pour P <0,001).

3. Test d’interaction ligand-récepteur

3.1. Principe du test

Le TILR ou Receptor binding assay (RBA) permet de vérifier que les produits ayant un effet
lors du test sur les Neuro-2a possedent bien la capacité de se lier au site 5 des CSDPs, comme c’est le

cas des CTXs.
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Les récepteurs, des synaptosomes de rat riches en canaux sodiques, sont mis en présence
d’un ligand, la brévétoxine-3 radio-marquée ([*H]PbTx-3). La quantité de complexe ligand-récepteur
formée en présence ou en absence de molécules inhibitrices, telles que les PbTxs, les CTXs, ou bien
d’autres composés, est dosée par la mesure de la radioactivité par scintillation liquide (figure 46).
Uinhibition sélective de la fixation de la [H]PbTx-3 au site 5 est observée par la diminution
dose-dépendante de la radioactivité. Les CTXs radiomarquées n’étant pas disponibles, la [*H]PbTx-3
est utilisée pour évaluer l'activité inhibitrice des CTXs. Le TILR devrait ainsi nous permettre de
spécifier si la réponse inhibitrice de la cytotoxicité observée avec |'extrait d’H. foertherianum et avec
les molécules listées précédemment est particulierement due a leur action sur ces canaux.
Aussi, dans cette optique, nous avons recherché si un de nos échantillons inhibait la liaison de la

[*H]PbTx-3 au site 5 des CSDPs.

Inhibiteur CTX

e 222 0558
3220 4332 -
bdb :

Canal sodium
BHIPbTx3 OO

Radio-ligand

Figure 46 : Phénoméne de compétition intervenant dans le test d’interaction ligand-récepteur.

3.2. Matériels et méthodes

3.2.1. Produits utilisés
Les produits testés sont ceux décrits au parag. 2.2.1.

3.2.2. Protocole

Le protocole suivi a été celui précédemment décrit par Darius et al. (2007). En bref, 100 mg
d’extrait ont été pesés ou 20 mg d’AR et de ses dérivés. Les échantillons ont été dissous dans 100 pl
de méthanol, complétés jusqu’a 1 ml avec du tampon d’incubation puis vortexés et soniqués 15 min.

Aprés plusieurs essais destinés a définir la gamme de concentration la plus adaptée, les

concentrations finales qui ont été choisies sont 40;24;12;4;2,4;1,2; 0,4 et 0,12 mg/ml pour les
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extraits et 8; 4,8; 2,4; 0,8; 0,48; 0,24; 0,08 et 0,024 mg/ml pour I'AR et ses dérivés. Puis, les
échantillons ont été mis en présence de la [*H]PbTx-3 et de synaptosomes dans des tubes adaptés.

Deux temps d’exposition de I'AR par rapport a la [*H]PbTx-3 ont aussi été testés. Dans un cas,
I’AR et les synaptosomes ont été incubés pendant 1 h dans les tubes avant I'ajout de la [*H]PbTx-3 et
dans I'autre cas, les synaptosomes et la [°H]PbTx-3 ont été incubés 1 h dans les tubes avant I’ajout
d’AR. La compétition entre I’AR et la P-CTX-1B pour le site 5 des CSDPs des synaptosomes a aussi été
évaluée. La P-CTX-1B, préparée en gamme de concentration de 0,01 pg/ml a 0,1 pg/ml, a été incubée
avecde ’ARa 1,2 ou 4,8 mg/ml.

Apres une incubation d’1h30, la radioactivité a été décomptée en cpm et le pourcentage

relatif par rapport au controle a été calculé selon

(Echantillon - NS)
% relatif = x 100
(100 % - NS)

ou « Echantillon » correspond a la valeur en cpm obtenue pour chaque concentration de chaque
échantillon, « 100 % » correspond a la valeur pour laquelle on observe une fixation totale au site 5
des canaux sodium de la [PH]PbTx-3 et « NS » a la valeur pour laquelle on observe la fixation non

spécifique de la [*H]PbTx-3.

La Clso, qui est la concentration d’un échantillon capable d’inhiber la fixation de la [*H]PbTx-3
a 50 %, a été calculée par le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, Californie),
d’apres la courbe du pourcentage relatif en fonction de la concentration des échantillons, et

exprimée en mg/ml.

3.3. Résultats

3.3.1. Affinité d’extraits d’H. foertherianum et de I'AR au site 5 des CSDPs

Un extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum contenant 4,45 % d’AR (Extrait de
Tubuai), un extrait n’en contenant pas (Extrait de Raivavae), dosés par CLHP-DAD (cf. chap. 3
parag. 2.3.), et 'AR ont été exposés avec les synaptosomes de rats et la [°’H]PbTx-3 dans le TILR.
L’extrait de Raivavae, qui ne contient pas d’AR, n’a induit aucune compétition contre la [*H]PbTx-3
alors que lorsque 4,45 % d’AR ont été rajoutés a cet extrait, on a observé une compétition avec la
[*H]PbTx-3 jusqu’a environ 10 mg/ml. Sa courbe d’inhibition a alors présenté un profil similaire a

celle de I'extrait de Tubuai, contenant de I’AR, et de la courbe de I’AR lui-méme (figure 47).

98



Chapitre 2 — Evaluation de I'activité biologique d’H. foertherianum face aux ciguatoxines

= 100~ }5._*_
© —=— Extrait de Tubuai (AR")
£ 80
5]
o
S 604
X
rag 40- Extrait de Raivavae (AR)
® + AR 4,45%
Q
P 20-
o -¥- AR
=
[¥7] 04
0.01 0.1 1 10 100

[Produits] (mg/ml)

Figure 47 : Courbes d’inhibition de la [3H]PbTx-3, au site 5 des canaux sodium, par deux extraits de
feuilles sénescentes d’H. foertherianum et par l'acide rosmarinique, déterminées par le TILR.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne * EC de trois réplicats indépendants.

3.3.2. Relation structure-activité pour I'affinité de dérivés de I’AR au site 5 des CSDPs

L'AR a montré la plus forte affinité au site 5 des CSDPs aprés la curcumine.
L'acide coumarique et férulique ont les plus faibles affinités avec ce site 5, c'est-a-dire
respectivement 3 et 5,6 fois moins importantes que celle de I'AR (figure 48 et tableau 8).

Pour les CAPE et CADPE, la réponse obtenue n’était pas une courbe sigmoide typique d’'un
phénoméne de dose-réponse et leurs courbes d’inhibition ont montré un faible coefficient de
corrélation. Bien que la courbe de CAPE ait une Cls, inférieure a celle de I’AR, un plateau a partir de
0,1 mg/ml a révélé que CAPE ne pouvait pas déplacer plus de 50 % de la [*H]PbTx-3 du site 5 des
CSDPs (figure 48). De plus, des valeurs aberrantes ont été obtenues pour CADPE pour les doses
supérieures a 1 mg/ml avec une diminution de son affinité pour les CSDPs au fur et a mesure que sa

concentration augmentait (tableau 8).

Tableau 8 : Affinité de I'extrait d’H. foertherianum et des dérivés de I’AR.

Produits Clso * (mg/ml) IC95%"° R2€

Acide coumarique 2,40 0,15 a 38,35 0,89
Acide férulique 4,43 0,933 21,20 0,98
Acide caféique 2,38 1,54 23,70 0,98
Curcumine 0,01 0,004 3 0,01 0,98

Acide rosmarinique 0,79 0,64 a 0,99 0,96
Extrait d'H. foertherianum 1,69 1,37 a 2,08 0,99
CADPE 0,41 0,14a1,17 0,87

CAPE 0,05 0,032 0,09 0,84

?La Clsg est la concentration inhibitrice médiane.
®1’1C 95 % est I'intervalle de confiance 3 95 %.
©R? est le coefficient de corrélation.
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Figure 48: Courbes d’inhibition de Ia [*H]PbTx-3, au site 5 des canaux sodium, par
I'acide rosmarinique et ses dérivés, déterminées par le TILR. (A) Comparaison de
I’acide rosmarinique, de 'acide caféique et de I'acide coumarique. (B) Comparaison du CAPE, du
CADPE, de la curcumine et de I'acide rosmarinique. Les résultats sont exprimés en tant que moyenne
+ EC de trois réplicats indépendants.

3.3.3. Confirmation de I'affinité de I’AR au site 5 des CSDPs

La compétition de I'AR face a la P-CTX-1B a été observée grace a l'ajout de deux
concentrations différentes d’AR (1,2 et 4,8 mg/ml) a une concentration de la P-CTX-1B fixée d’aprés
sa courbe d’inhibition. Plus la quantité d’AR, ajoutée a la P-CTX-1B, était élevée, plus la compétition a
été importante avec la [*H]PbTx-3, ce qui montre que ces deux molécules agissent bien sur le méme

site des CSDPs (figure 49).
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Figure 49 : Courbes d’inhibition de la [®H]PbTx-3, au site 5 des canaux sodium, par la P-CTX-1B et par
I’acide rosmarinique ajouté a deux concentrations différentes a la P-CTX-1B, déterminées par le TILR.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne * EC de trois réplicats indépendants.

L’AR a été ajouté aux synaptosomes 1 h avant, simultanément et 1 h aprés la [°H]PbTx-3 afin
de vérifier si la compétition pour le site 5 des CSDPs était modifiée suivant le moment de
I'incubation. Quelque soit le moment d’ajout de I’AR, les courbes d’inhibition étaient identiques, ce
qui signifie que cela n’avait pas de conséquence sur sa compétition au site 5 des CSDPs avec la

[*H]PbTx-3 et que I'AR permet de déplacer la [*H]PbTx-3 de son site d’action (figure 50).
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Figure 50 : Courbes d’inhibition de la [’H]PbTx-3 au site 5 des canaux sodium par I'acide rosmarinique
ajouté a différents moments et déterminées par le TILR. AR + S + [*H]PbTx-3 correspond a I'ajout
simultané de I'acide rosmarinique, des synaptosomes et de la [*H]PbTx-3. AR + S puis [H]PbTx-3
correspond a l'ajout simultané de I'acide rosmarinique et des synaptosomes puis 1 h aprés de la
[®H]PbTx-3. [*H]PbTx-3 + S puis AR correspond a l'ajout simultané de la [’H]PbTx-3 et des
synaptosomes puis 1 h aprés de l'acide rosmarinique. Les résultats sont exprimés en tant que
moyenne * EC de trois réplicats indépendants.
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4. Discussion

Les symptomes neurologiques de la ciguatéra peuvent persister pendant des mois et
contribuent a la forte morbidité de cette intoxication (Lehane et Lewis, 2000). Benoit et al. (2000) ont
déja mis en évidence la capacité de I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum a inverser
I’hyperexcitabilité induite par la P-CTX-1B sur les axones myélinés de grenouilles.

Lors de nos travaux, nous avons évalué la capacité de l'extrait de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum et de I'un de ces composés majoritaires, I'acide rosmarinique, a inhiber la
cytotoxicité induite par la P-CTX-1B sur les Neuro-2a. La cytotoxicité provoquée par la P-CTX-1B a été
inhibée par I'extrait d’H. foertherianum jusqu’a une concentration de 2734 pg/ml et par I'AR jusqu’a
une concentration de 607 pg/ml, concentrations a partir desquelles ils ont montré un effet
cytotoxique. Pour évaluer cette inhibition de la cytotoxicité, la viabilité cellulaire a été mesurée par
trois méthodes : les tests au MTT, au rouge neutre et au LDH. L'effet bénéfique de I'extrait
d’'H. foertherianum a été confirmé par le test au MTT et celui de I’AR par les trois méthodes.

Cette capacité de I'AR a atténuer la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B et la P-CTX-3C a été
également confirmée sur neurones primaires humains par une étude menée en collaboration avec
I’équipe australienne du Dr. G. Guillemin, qui dispose de ces cellules et a I'autorisation de les utiliser.
Le traitement des neurones humains par I’AR a permis de les protéger contre la toxicité des CTXs tout
en maintenant les niveaux intracellulaires de NAD". Pour cela, 'AR a d’abord été évalué seul afin de
vérifier son impact sur la viabilité cellulaire et les fonctions cellulaires normales en déterminant
I’activité LDH extracellulaire, les niveaux intracellulaires de NAD" et les dommages ADN. La viabilité
cellulaire des neurones humains non traités et de ceux traités par I’AR était identique donc ’'AR n’a
pas d’effet cytotoxique sur les neurones humains a des concentrations de 0,01 a 1 mg/ml. Les trois
mémes méthodes ont été utilisées pour vérifier I'effet de I’AR sur la toxicité induite par les CTXs sur
les neurones humains. Il a été montré que le prétraitement ou le post-traitement par I'AR
augmentait la viabilité cellulaire, restaurait les niveaux de NAD" cellulaires et atténuait les dommages
a ’ADN causés par les CTXs (Braidy et al., 2014).

Nous avons aussi montré que les composés de I'extrait d’H. foertherianum et I’AR avaient
une affinité pour le site 5 des CSDPs, avec une Cls, d’environ 1,69 et 0,79 mg/ml respectivement, par
le TILR. Ces résultats suggerent qu’ils sont capables de déplacer les PbTxs et les CTXs de leur site
d’action et de les remplacer, ou de bloquer leur accés au site d’action. Cependant, le standard de la
P-CTX-1B a une Clso d’environ 0,26 ng/ml sous les mémes conditions (Darius et al., 2007). Son affinité
pour le site 5 des CSDPs est ainsi 10° fois plus importante que I'affinité des composés de I’extrait
d’H. foertherianum et de I'AR pour ce site. A titre de comparaison, la P-CTX-1B a une affinité pour le

site 5 des CSDPs d’environ 10° fois supérieure a I'affinité du brévénal, un candidat pour le traitement
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de la ciguatéra (Bourdelais et al., 2004), cependant difficilement disponible car il faut I'isoler d’un
dinoflagellé ou le synthétiser. Les différents temps d’exposition testés avec le test sur Neuro-2a et le
TILR n’ont pas montré de différences entre un ajout de I'extrait d’H. foertherianum ou de I’AR avant
ou apres la P-CTX-1B, ce qui suggére que le traitement potentiel de la ciguatéra par ces produits
pourrait étre a la fois préventif et curatif. Enfin, le réle de I'AR dans I'effet protecteur de I'extrait
d’H. foertherianum contre les CTXs a été confirmé par I’évaluation d’un extrait ne contenant
naturellement pas d’AR. En effet, ce dernier, provenant d’un autre site en Polynésie francaise, n’a
pas montré d’effet protecteur dans les deux tests sauf quand il était enrichi artificiellement en AR.

L'AR semble étre la molécule la plus active de [I'extrait de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum, utilisé en tant que remede traditionnel pour traiter la ciguatéra. En plus de son
activité protectrice contre les CTXs, confirmée dans cette étude, I'AR posséde d’autres activités
biologiques qui pourraient étre utiles dans le traitement de la ciguatéra. Tout d’abord, ses propriétés
anti-inflammatoires pourraient permettre la réduction de l'effet inflammatoire provoqué par les
CTXs et récemment démontré pour les cas d’intoxications chroniques (Matsui et al., 2010). De plus,
son effet antiallergique (Osakabe et al., 2004a) pourrait soulager les patients souffrant de la
ciguatéra et développant des réactions indésirables suite a la consommation de produits de la mer,
cacahueétes ou alcool, qui semblent étre de nature allergique (Lewis, 2001). En effet, une étude
génétique sur du sang de souris a révélé, qu’apres une exposition a la P-CTX-1B, I'expression des
geénes était principalement régulée de fagon similaire a I'asthme (Ryan et al., 2007). Par ailleurs, les
propriétés hypotensives de I’AR (Bult et al., 1985) pourraient aussi étre bénéfiques pour les patients
séverement intoxiqués et souffrant de symptdmes cardiovasculaires.

L'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum de Tubuai contient 44,5 + 0,79 mg/g
d’extrait ou 4,45 £ 0,08 % en masse d’AR, teneur déterminée par des analyses (n = 3) par CLHP-DAD.
L'effet protecteur de I'extrait d’H. foertherianum et de I’AR face a la P-CTX-1B sur les Neuro-2a était
maximal a des concentrations respectives de 547 et 121 mg/ml. Par conséquent, d’aprés sa teneur
en AR déterminée par CLHP-DAD, 547 mg/ml d’extrait d’H. foertherianum contiennent environ
24 mg/ml d’AR ce qui signifie que I'extrait est cinqg fois plus puissant que I’AR seul. On peut donc en
déduire que l'activité de I'extrait d’H. foertherianum est le résultat des effets de plusieurs de ses
composés, qui pourraient agir en synergie avec I’AR. Ce constat, combiné au fait qu’un traitement
par un remede traditionnel est plus facile a mettre en ceuvre dans les fles de la Polynésie frangaise
gu’un traitement par un médicament colteux, du a la large disponibilité d’H. foertherianum dans les
zones de bord de mer (Lowman, 1984), soutient le fort potentiel d’H. foertherianum contre I’AR pour
un traitement de la ciguatéra.

Néanmoins, un traitement par un composé pur tel que I’AR, dont I'innocuité est bien connue,

devrait aussi étre considéré. Etant donné que d’autres acides phénoliques pourraient avoir une
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activité similaire, il était nécessaire de mener une étude de relation structure-activité pour
déterminer les fonctions chimiques responsables de [I'activité « détoxifiante » de I’AR.
Les acides caféique, férulique et coumarique, le CAPE, le CADPE et la curcumine ont été testés pour
analyser leur activité protectrice par le test sur Neuro-2a et par le TILR. Nos résultats ont montré que
I'acide caféique était le seul des dérivés qui avait une activité positive avec le test sur Neuro-2a.
Parmi tous les dérivés, I’AR avait I'activité la plus importante avec une augmentation de la viabilité
cellulaire d’environ 40 %. Des résultats concordants ont été obtenus dans les deux tests, Neuro-2a et
TILR, pour tous les dérivés exceptés pour le CADPE et la curcumine. En effet, le CADPE a déplacé la
[*H]PbTx-3 de son site d’action et a donc montré une faible Cls, en TILR mais son effet sur les
Neuro-2a était cytotoxique. Les résultats concernant le CADPE doivent étre interprétés prudemment
car nous avons obtenu des valeurs aberrantes par le TILR qui pourraient étre expliquées par une
dissolution incompléte du composé ou un phénoméne de saturation lors de I'étape de filtration.
Au sujet de la curcumine, sa Clsg était la plus faible de tous les produits testés par le TILR mais sa
couleur orange vif pourrait créer des interférences dans la mesure de la radioactivité qui est réalisée
par scintillation liquide. Sa Clsy pourrait alors refléter soit son affinité au site 5 des CSDPs, soit étre un
artefact de coloration provoqué par I'absorbance des photons émis. De plus, la curcumine n’inhibait
pas la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B dans le test sur Neuro-2a ce qui n’en fait pas un bon
candidat pour le traitement de la ciguatéra. Pour finir, le CAPE avait une Cls plus faible que I’AR mais
son activité n’était pas spécifique du site 5 des CSDPs car il ne pouvait pas déplacer plus de 50 % de la
[*H]PbTx-3. Une comparaison des structures et activités de I'AR, du CADPE, du CAPE et de la
curcumine a indiqué que la fonction carboxyle de I’AR était un substituant important requis pour son
activité biologique contre la P-CTX-1B. En effet, les dérivés qui ne possedaient pas cette fonction
n’ont pas montré d’activité bénéfique. De plus, méme si I'acide caféique a eu un effet positif sur les
Neuro-2a, I'AR a été le composé le plus puissant, ce qui suggere que les deux groupements
phénoliques étaient requis pour une activité protectrice contre la P-CTX-1B. Ensuite, la non-activité
de la curcumine et de l'acide férulique a confirmé que I'activité bénéfique ne provenait pas
seulement des deux groupements phénoliques mais aussi de la fonction carboxyle. Pour finir, le
nombre de substitutions hydroxyles sur les groupements phénoliques était important pour obtenir
un composé actif. En effet, la différence d’activité entre les acides caféique, férulique et coumarique
a montré qu’il fallait au moins deux substitutions hydroxyles. En conclusion, un groupement
diphénolique était requis pour provoquer une inhibition de la cytotoxicité induite par la P-CTX-1B.
La comparaison de I’AR avec ces six dérivés a permis de souligner que sa structure chimique est
importante pour son activité biologique. Cette spécificité d’action apporte un élément de réponse
pour une meilleure compréhension de la large utilisation de I'extrait des feuilles sénescentes

d’H. foertherianum, qui contient de I’AR, dans la médecine traditionnelle.
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Dans le but de proposer des solutions pour le traitement de la ciguatéra, plusieurs composés
font I'objet d’études d’activité in vitro et in vivo. Le mannitol, beaucoup utilisé pour le traitement de
la ciguatéra, a montré des effets bénéfiques in vitro mais n’a pas eu de succes in vivo (Schnorf et al.,
2002) contrairement au reméde traditionnel a base de feuilles sénescentes d’H. foertherianum qui
est utilisé dans tout le Pacifique. Les inhibiteurs de maitotoxines (Oishi et al., 2012) et les anticorps
de CTXs (Inoue et al., 2009) sont quant a eux des candidats prometteurs, plutot étudié pour leur
potentiel dans la détection des toxines, mais leur colt de développement est élevé étant donné
gu’ils proviennent de molécules de synthese. Le gambiérol et ses analogues ont une forte affinité
pour les CSDPs (Inoue et al., 2003) mais sont aussi neurotoxiques chez la souris (Fuwa et al., 2004) et
ont un effet cytotoxique sur les Neuro-2a aprés une longue période d’incubation (Cagide et al.,
2011). Enfin, le brévénal a une affinité pour le site 5 des CDSPs du méme ordre de grandeur que
I'extrait d’H. foertherianum mais son accessibilité limitée peut freiner son développement en tant
gue médicament. L'utilisation de I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum pour le

traitement de la ciguatéra est donc une voie a suivre avec intérét.

5. Conclusion

L'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum et I'AR ont une activité bénéfique
similaire dans les deux tests in vitro mais montrent une cytotoxicité a de fortes concentrations dans
le test sur les Neuro-2a. Leur activité dans le TILR suggere une action « détoxifiante » sans les effets
déléteres provoqués par la P-CTX-1B. L'extrait d’H. foertherianum est plus actif que I’AR seul ce qui
confirme I'utilité du remede traditionnel a base d’H. foertherianum dans le traitement de la
ciguatéra. Deux articles de rang A ont été publiés concernant ce chapitre (cf. liste des publications et
communications scientifiques). La complexité chimique de I'extrait de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum est responsable de son activité biologique, d’ou I'importance d’étudier sa
composition chimique et de ne pas se limiter a I’AR. Cependant, une des limitations de I'utilisation de
cet extrait pourrait étre la variation de son contenu en AR qui peut avoir une incidence sur son effet
protecteur, et qui pourrait dépendre de son lieu ou de sa période de collecte. Ces aspects vont étre

développés dans les chapitres suivants.
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Chapitre 3 — Caractérisation chimique de I’extrait de feuilles d’H. foertherianum

1. Introduction

Contrairement a celle des fruits et des tiges (cf. chap. 1 parag. 3.5.), la composition chimique
des feuilles d’H. foertherianum n’était pas connue. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la
composition chimique du filtrat produit a partir de la décoction des feuilles sénescentes
d’'H. foertherianum, afin de connaitre les molécules ingérées lors de [I'utilisation du remeéde
traditionnel et ainsi d’évaluer leurs activités biologiques.

Une attention particuliere a été portée a la recherche de |'acide rosmarinique (AR) et de
I"acide caféique (AC), considérés comme les principes actifs majeurs de I'extrait, d’aprés les résultats
obtenus et exposés dans le chapitre précédent. A cette fin, des méthodes d’analyse
chromatographique de leurs teneurs ont été mises en place.

De plus, une étude préliminaire de la variabilité de leurs teneurs en fonction de la localisation
géographique des pieds d’H. foertherianum a été menée sur différentes iles de Polynésie francaise
afin de déterminer le(s) site(s) de collecte le(s) plus approprié(s). En effet, la Polynésie francaise est
composée de 118 iles réparties sur cing archipels : les Australes, |la Société, les Tuamotu, les Gambier
et les Marquises (figure 51).

Les alcaloides pyrrolizidiniques (APs), composés potentiellement toxiques susceptibles d’étre
présents dans I'extrait, ont aussi été recherchés avec attention. Enfin, la composition chimique
globale de I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum a été étudiée afin de détecter et
d’identifier un maximum de composés.

Des méthodes complémentaires de chromatographie liquide a haute pression couplée a un
détecteur a barrettes de diode (CLHP-DAD), qui permet d’obtenir le spectre d’absorption UV des
composés présents, et a la spectrométrie de masse (CLHP-SM), qui permet d’obtenir des

informations générales sur la masse et la structure des composés, ont été utilisées a ces fins.

2. Matériels et méthodes

2.1. Préparation des extraits de plantes

Des feuilles sénescentes (i.e. jaunies) d’H. foertherianum (figure 52) ont été collectées sur les
arbres dans toute la Polynésie francaise de janvier 2011 a septembre 2012 (tableau 9 et figure 51).
L'identification au niveau de l'espéce s’est basée a la fois sur I'observation directe des pieds
d’H. foertherianum et sur la comparaison avec les spécimens conservés a |'Herbier de Polynésie

francaise.
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Figure 51 : Tles de Polynésie francaise et lieux de collecte (triangles rouges)
des feuilles d’H. foertherianum.
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Figure 52 : Feuilles sénescentes d’H. foertherianum.

Les extraits d’H. foertherianum ont été préparés selon la recette du remede traditionnel, qui
décrit la décoction de feuilles jaunies (Bourdy et al., 1992). Selon ce protocole, des feuilles (50 g) ont
été mises a bouillir 30 min dans de I'eau distillée (1 I) puis la décoction a été filtrée. Le filtrat a été

lyophilisé et I'extrait ainsi obtenu a été conservé a 4°C jusqu’a analyse (tableau 9).
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Tableau 9 : Liste des échantillons de feuilles d’H. foertherianum collectées en Polynésie francaise.

Nom de Masse Nombre Masse Rendement
l'échantillon Collecteurs Date de collecte Lieu de collecte collectée de feuillles lyophilisée  de I'extrait
(8) collectées (8) brut (%)

HfT111 Laurent D. 10/01/2011 Motu One, Tubuai, Australes 280,31 25 10,85 3,87
HfH311 Laurent D. 09/03/2011 Pension Mauarii, Huahine, Société 60,15 28 3,22 5,35
HfR311 Laurent D. 20/03/2011 Motu Piscine, Raivavae, Australes 51,61 15 2,50 4,84
HfTa411a Laurent D., Rossi F. 06/04/2011 Riviere Piritautia, Tahiti Nui, Société 23,31 16 1,27 5,45
HfTa411b Laurent D., Rossi F. 06/04/2011 Chez Roger (PK4), Tahiti Iti, Société 27,02 0,94 3,48
HfTa41llc Laurent D., Rossi F. 06/04/2011 Punatea village (PK4,7), Tahiti Iti, Société 25,59 6 0,90 3,52
HfTa411d Laurent D., Rossi F. 06/04/2011 Manava Suite Resort (PK10,8 Punaauia), Tahiti Nui, Société 74,08 9 3,33 4,50
HfM411 Laurent D. 17/04/2011 Golf de Moorea, Société 65,16 7 2,90 4,45
HfRu411 Rossi F. 24/04/2011 Naairoa, Rurutu, Australes 86,78 13 3,71 4,28
HfM611 Rossi F. 05/06/2011 Village Faimano, Moorea, Société 32,61 12 2,14 6,56
HfR611 Laurent D. 05/06/2011 Motu Piscine, Raivavae, Australes 104,34 16 3,15 3,02
HfH911 Rossi F. 03/10/2011 En face du marae Anini, Huahine, Société 119,87 15 5,31 4,43
HfTh1011 Gaertner-Mazouni N. 23/10/2011 Motu a Tahaa, Société 128,79 24 3,38 2,62
HfMallll  Gaertner-Mazouni N. 09/11/2011 Totegegie aéroport, Mangareva, Gambier 65,44 10 3,98 6,08
HfMaul111 Rossi F. 20/11/2011 Motu Pitiahe, Maupiti, Société 80,63 12 4,47 5,54
HfTilllla Laurent D. 23/11/2011 fle aux oiseaux, Tikehau, Tuamotu 56,72 2,64 4,65
HfTi1111b Laurent D. 23/11/2011 Motu est, Tikehau, Tuamotu 42,38 1,84 4,34
HfTillllc Laurent D. 23/11/2011 Est de Tuherahera, Pension Hotu, Tikehau, Tuamotu 71,67 10 2,43 3,39
HfTi1111d Laurent D. 23/11/2011 Sud de Tuherahera, Tikehau, Tuamotu 60,68 1,96 3,23
HfTilllle Laurent D. 23/11/2011 Ouest de Tuherahera, Tikehau, Tuamotu 67,00 6 2,33 3,48
HfMat111lb Gaertner-Mazouni N. 13/11/2011 Coté océan Rocher emblématique Mataiva, Tuamotu 58,03 13 1,31 2,26
HfMatlllla Gaertner-Mazouni N. 13/11/2011 Aéroport Mataiva, Tuamotu 82,00 5 1,56 1,90
HfK1111 Entomologiste ILM 18/11/2011 Kaukura, Tuamotu 70,85 7 2,15 3,03
HfA312 Gaertner-Mazouni N. 07/03/2012 Aratika, Tuamotu 61,85 6 2,59 4,19
HfMa512 Laurent D. 08/05/2012 Totegegie aéroport, Mangareva, Gambier 55,28 9 2,18 3,94
HfMak1012 Gaertner-Mazouni N. 30/09/2012 Proche aéroport, Makemo, Tuamotu 49,8 7 3,25 6,53
HfK1112-e Laurent D. 09/11/2012 Proche aéroport, Kaukura, Tuamotu 34,49 5 1,64 4,76
HfK1112-f Laurent D. 09/11/2012 Proche aéroport, Kaukura, Tuamotu 30,17 4 1,67 5,54
HfK1112-a Laurent D. 09/11/2012 Motu Puhi Poto, Kaukura, Tuamotu 26,42 5 1,20 4,54
HfK1112-b Laurent D. 09/11/2012 Motu Puhi Poto, Kaukura, Tuamotu 30,03 5 1,27 4,23
HfK1112-c Laurent D. 09/11/2012 Motu Puhi Poto, Kaukura, Tuamotu 39,35 2 1,59 4,04
HfK1112-d Laurent D. 09/11/2012 Motu Puhi Poto, Kaukura, Tuamotu 32,92 2 1,51 4,59
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Chapitre 3 — Caractérisation chimique de I'extrait de feuilles d’H. foertherianum

2.2. Criblage rapide de la présence d’AR et d’AC dans les extraits

En vue d’un criblage rapide des extraits pour la présence d’AR et d’AC, une méthode par
chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée. Cette méthode a pour avantage de fournir
des résultats en un minimum de temps mais est cependant moins sensible qu’une méthode
d’analyse par CLHP-DAD. Les extraits d’H. foertherianum dissous dans un mélange méthanol/eau
80:20a 10 mg/ml et les standards d’AR et d’AC (de 0,063 a 2 mg/ml) ont été déposés sur les plaques
de silice 60 A avec indicateur fluorescent. Ces derniéres ont été éluées dans un mélange de 74 % de
dichlorométhane, 20 % de méthanol, 2 % d’eau et 4 % d’acide formique. Les plaques ont été révélées

sous UV a 254, a 365 nm et a I'aide de vanilline sulfurique apres chauffage.

2.3. Méthode d’analyse des extraits par CLHP-DAD

Pour I'analyse quantitative de I’AR et de I’AC dans les extraits, I'appareillage qui a été utilisé
est une chaine CLHP-DAD 1260 Agilent (Massy, France). La colonne choisie était de type Luna
(Phenomenex, Le Pecq, France), de phase C18(2), de dimension 150 x 4,6 mm, de taille de particules
3 um et de taille de pores de 100 A.

En se basant sur la littérature (cf. chap. 1 parag. 4.4.) et aprés optimisation des conditions,
celles retenues pour I'obtention du meilleur profil des extraits, qui a priori ont permis d’observer le
plus de composés, sont décrites ci-apres. Les éluants qui ont été utilisés sont I'eau milliQ acidifiée
avec de l'acide trifluoroacétique (TFA) a 0,1 % et I'acétonitrile. Le débit a été réglé a 0,7 ml/min.
Le gradient qui a été utilisé pour les analyses est présenté dans le tableau 10. La détection a été
suivie a 210, 254, 280 et 320 nm et enregistrée de 200 a 400 nm. Les standards d’AR et d’AC ont été
analysés a 320 nm, respectivement de 5 a 100 pug/ml et de 0,24 a 50 pg/ml, afin d’établir leurs

courbes de calibration externe.

Tableau 10 : Gradient de solvants pour les analyses par CLHP-DAD.

Temps (min)  TFAO0,1% (%)  Acétonitrile (%)

0 95 5

5 76 24
20 76 24
27 100 0
30 100 0
35 95 5
37 95 5
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Les extraits ont été dissous a 1 mg/ml dans de I'eau milliQ acidifiée avec du TFA a 0,1 % puis
filtrés a 0,45 um avant injection de 10 pl. Leurs teneurs en AR et en AC des extraits collectés dans
toute la Polynésie francaise ont été calculées d’aprés leurs courbes de calibration puis les moyennes
des teneurs des extraits par archipel de collecte ont été comparées.

Afin de déterminer si les résultats étaient statistiquement différents, un test de normalité a
été appliqué selon Shapiro-Wilk, d’Agostino et Pearson et Kolmogorov-Smirnov. Puis, si la
distribution était normale, une ANOVA a un facteur a été réalisée avec le post-test Dunnett, sinon le
test de Kruskal-Wallis (post-test Dunn) (Motulsky, 2010) a été réalisé pour comparer les teneurs en

principes actifs des différents extraits analysés avec un seuil de significativité a p < 0,05.

2.4. Validation de la méthode de dosage par CLHP-DAD de I’AR et de I’AC dans les extraits

Pour qu’une méthode d’analyse quantitative soit utilisable, il faut que certains parametres
soient établis et validés, notamment la précision de la méthode (e.g. variabilité entre les injections),
les limites de détection et de quantification des analytes dosés, |'exactitude et la spécificité ou la
sélectivité de la méthode (FDA, 2000 ; ICH, 2005 ; Rambla-Alegre et al., 2012). Ces parameétres sont
analysés d’aprés les variations des temps de rétention et des aires de pics des produits a doser
(Munoz-Mufioz et al., 2008). La méthode évaluée est celle décrite précédemment dans le
paragraphe 2.3.

La méthode de dosage de I'AR et de I'AC par CLHP-DAD a été évaluée avec un extrait
d’H. foertherianum de Tubuai (HfT111, cf. tableau 9) et les variations des temps de rétention et des

aires de I’AR et de I’AC ont été suivies a 320 nm.

2.4.1. Précision de la méthode de dosage par CLHP-DAD de I’AR et de I’AC dans les extraits

La précision de la méthode est généralement évaluée par trois parametres : la répétabilité, la
variation intra-jour et inter-jour et la reproductibilité. La répétabilité consiste en I'injection successive
d’au minimum 5 fois la méme préparation du méme extrait. La variation intra-jour se mesure en
injectant au cours du méme jour 5 préparations du méme extrait et la variation inter-jour se mesure
en injectant, sur 3 jours différents, 5 préparations du méme extrait. La reproductibilité exprime la
précision entre laboratoires (Rambla-Alegre et al., 2012). Ces parameétres, sauf la reproductibilité, ont

été mesurés pour évaluer la précision de la méthode de dosage de I’AR et de I'AC.
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2.4.2. Limites de détection et de quantification de I’AR et de I’'AC

La limite de détection d’'une méthode analytique correspond a la plus faible quantité d’un
analyte d’un échantillon qui peut étre détectée mais pas forcément quantifiée alors que la limite de
guantification concerne la plus petite quantité d’un analyte dans un échantillon qui peut étre
déterminée avec précision et exactitude (Rambla-Alegre et al., 2012).

Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) de I'AR et de I’AC ont été calculées
d’apres les recommandations de I'lCH (International Conference on Harmonization) c’est a dire avec

les équations suivantes :

3,30 100
LD = et LQ=—
a a

ou « o » est I'écart-type de I'ordonnée a l'origine et « a » est la pente de la courbe de calibration de

I"acide rosmarinique ou de I'acide caféique.
2.4.3. Exactitude de la méthode de dosage par CLHP-DAD de I’AR et de I’AC dans les extraits

L'exactitude d’'une méthode analytique est la correspondance entre une valeur
conventionnelle vraie ou une valeur de référence et la valeur trouvée pour un analyte
(Rambla-Alegre et al., 2012).

Les standards d’AR et d’AC ont été ajoutés a I'extrait a trois concentrations différentes (50,
100 et 150 % de la teneur déja présente dans |'extrait). Trois triplicats de chaque concentration ont
été analysés par CLHP-DAD. Les pourcentages des teneurs en AR et en AC dosées par rapport aux
valeurs connues et les coefficients de variation (CV) des temps de rétention et de I'aire des pics ont

été calculés respectivement d’aprés les équations suivantes :

uantité dosée - quantité de départ Ecart-type des valeurs
g d P™ 100 et CV= yp

guantité ajoutée Moyenne des valeurs x 100

% récupération =

2.5. Recherche des alcaloides pyrrolizidiniques

Les APs ont d’abord été recherchés dans les extraits par une méthode rapide colorimétrique
et par CCM puis, a titre de confirmation, par une méthode plus sensible de chromatographie liquide
a haute pression couplée a un spectrométre de masse en mode tandem (CLHP-SM/SM). Un standard
d’indicine, APs de type rétronécine, a été commandé chez InterBioScreen (Moscou, Russie) puisqu’a

ce jour, c’est le seul type d’APs qui ait été retrouvé chez H. foertherianum.
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2.5.1. Détection aux réactifs d’Ehrlich et de Dragendorff

Le révélateur classiguement utilisé pour les amines et les composés de la famille des
alcaloides est le réactif de Dragendorff, solution de bismuth et d’iodure de potassium dans de
I’acide acétique. Toutefois, le réactif d’Ehrlich, solution de 4-(diméthylamino)-benzaldéhyde dans de
I'acide acétique et de I'acide perchlorique, est un révélateur employé plus spécifiquement pour la
détection des APs insaturés (OMS, 1988).

Les plaques CCM, préparées dans les conditions décrites au paragraphe 2.2., ont été révélées
au réactif de Dragendorff. Le standard d’indicine a aussi été déposé a une concentration
de 100 pg/ml pour déterminer son seuil de détection par ce réactif. Pour détecter les APs N-oxydes

avec le réactif d’Ehrlich, les extraits ont été testés suivant le protocole de 'OMS de 1988.

2.5.2. Préparation des extraits

Avant d’étre analysés par CLHP-SM/SM, six extraits, choisis pour leur teneur élevée en AR et
en AC (HfMatl1111la, HfMat1111b, HfA312, HfK1111, HfTillllc et HfT111 — cf. tableau 9) ont été
fractionnés par extraction sur phase solide (SPE) de type échangeuse de cations forts (SCX).
Cette étape permet de concentrer les APs qui peuvent se trouver a |'état de traces. Le protocole de
préparation des extraits a été adapté de Mroczek et al. (2002) (figure 53).

La cartouche de SCX (40-63 um) de 500 mg a été conditionnée avec du méthanol de grade
CLHP-MS puis de I'acide chlorhydrique (HCI) a 0,05 M. 50 mg d’extrait dissous dans 8 ml d’"HCI 0,05 M
ont été déposés puis élués pour donner la fraction 1. La fraction 2 a été le résultat du rincage de la
cartouche avec 10 ml de méthanol. La fraction 3, concentrée en APs, a été éluée avec 15 ml de

mélange méthanol et ammoniaque a 10 % en proportion 75 : 25.

Les fractions obtenues (tableau 11) ont été analysées par CLHP-DAD (cf. parag. 2.4.) afin d’optimiser
les volumes d’élution et de vérifier I'efficacité de I'étape de ringage. Elles ont aussi été testées pour la
présence d’APs grace au réactif d’Ehrlich. Enfin, les fractions ont été séchées a |'évaporateur

centrifuge et conservées a 4°C avant analyse par CHLP-SM/SM.
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Extrait brut

Testaux réactifs de
Dragendorff etd’Ehrlich

Testaux réactifsde F1(8 ml)

Dragendorff et d’Ehrlich HCI 0,05 M

Figure 53 : Protocole de préparation des extraits d’H. foertherianum
pour I'analyse des alcaloides pyrrolizidiniques.

Tableau 11 : Masses obtenues pour les fractions des extraits déposés sur cartouche SCX.

Dépot (50 mg)
surcolonne SCX

& T

F2(10 ml)

Analyse CLHP-SM/SM

Masse (mg)

Extrait F1 F2 F3
HfMat111la 42,1 6,9 1,2
HfMat1111b 47,1 1,8 1,3

HfA312 39,3 2,2 0,3

HfK1111 36,2 3,4 0,2
HfTillllc 45,4 2,8 0,9
HfT111 39,5 2,4 0,6

2.5.3. Analyse par CLHP-SM/SM

MeOH/NH;aqg.10% 75 : 25

Les analyses par CLHP-SM/SM des APs ont été réalisées a 'UMR 152 de I'Université

Paul Sabatier de Toulouse par le Pr. N. Fabre.

Une colonne de type C18 ODS (Interchim, Montlucon, France) de dimension 250 x 4,6 mm et

de taille de particules 5 um a été utilisée pour I'analyse des APs. Elle a été thermostatée a 30°C pour

les analyses. Les éluants qui ont été utilisés sont I'ammoniaque concentrée R1 a 0,1 % et le

méthanol R. Le débit a été réglé a 0,6 ml/min. Un aliquot de 20 pl de chaque extrait a été injecté.

Le gradient qui a été utilisé pour les analyses est celui présenté dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Gradient de solvants pour les analyses par CLHP-SM/SM.

Ammoniaque

s o
concentrée 0,1 % (%) Méethanol (%)

Temps (min)

0 90 10
2 90 10
62 30 70
64 0 100
67 0 100
69 90 10
75 90 10

La détection a été suivie et enregistrée de 200 a 400 nm. Les données de spectrométrie de
masse ont été collectées avec un appareil Thermo Finnigan LCQ DECA XP Max équipé d’une source
d’ionisation par électronébulisation (ESI) en mode positif. L’acquisition des données a été réalisée en

mode dépendant des données (un scan SM suivi d’un scan SM/SM de I'ion majoritaire).

2.6. Composition chimique globale

2.6.1. Préparation de I'extrait

L’extrait a été fractionné sur phase solide de type C18. La cartouche de 360 mg a d’abord été
conditionnée avec 3 ml d’acétonitrile (ACN) puis 3 ml d’acide formique (HCOOH) a 0,1 %. 10 mg
d’extrait ont été dissous dans 1 ml d’HCOOH a 0,1 % et déposés sur la cartouche. Les fractions 1, 2 et
3 correspondaient respectivement a I’élution des 9 ml d’'un mélange d’ACN et d'HCOOH a 0,1 % en

proportion 10 : 90, 22 : 88 et 40 : 60 (figure 54).

Les fractions obtenues ont été analysées par CLHP-DAD selon le protocole du paragraphe 2.4.

afin d’optimiser les volumes d’élution. Enfin, les fractions ont été séchées a I'évaporateur centrifuge

et conservées a 4°C avant analyse par CLHP-SM/SM.
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Extrait brut

!

Dépot (10 mg) sur
cartouche C18

(S e |

F1(10 ml) F2(9 ml) F3(9 ml)
ACN/HCOOH 10: 90 ACN/HCOOH 22 : 88 ACN/HCOOH 40 : 60
m=5,5mg m=2,1mg m=0,6 mg

—_ | —

Analyse CLHP-DAD

!

Analyse CLHP-SM/SM

Figure 54 : Protocole de préparation d’un extrait d’H. foertherianum
pour I'étude de sa composition chimique globale.

2.6.2. Analyse par CLHP-SM/SM

Avant l'analyse par CLHP-SM/SM, les profils chromatographiques ont été optimisés par
CLHP-DAD pour chaque fraction afin de permettre l'identification d’'un maximum de composés.
Les conditions d’analyse étaient identiques a celles décrites au paragraphe 2.4. sauf pour le gradient

de solvants spécifique a chaque fraction.

Les analyses par CLHP-SM/SM des composés d’un extrait ont été réalisées a I’'Université de la
Nouvelle-Calédonie par S. Mengant. L'appareil CLHP, une Waters 2695, était couplée avec un
DAD 2996 et un spectrométre de masse HCT Plus Bruker. La source d’ionisation était par ESI en
mode négatif (20 psi au nébuliseur, 6 |/min au séchage et 250°C).

Une colonne de type Nucleodur® 100-5 C18 ec (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) de
dimension 250 x 4,6 mm et de taille de particules 5 um a été utilisée car elle permettait d’obtenir le
profil le plus proche de celui obtenu avec la colonne Luna C18-2 (Phenomenex, Le Pecq, France)
utilisée en CLHP-DAD.

Les éluants qui ont été utilisés sont I'acide formique a 0,1 % et I'acétonitrile. Le débit a été
réglé a 0,7 ml/min. Les extraits ont été dissous dans 1 ml d’acide formique a 0,1 % puis filtrés a
0,45 um avant injection de 10 pl. Les gradients qui ont été utilisés pour I’analyse des fractions sont

présentés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Gradient de solvants par fraction pour les analyses par CLHP-SM/SM.

Fraction 1 10 % ACN Fraction 2 22 % ACN Fraction 3 40 % ACN

Temps (min) Gradient Temps (min) Gradient Temps (min) Gradient
(% d'ACN) (% d'ACN) (% d'ACN)

0 5 0 5 0 5

4 5 5 16 5 20

9 11 30 16 50 55

24 11 45 30 53 100

39 45 50 30 57 100

42 100 53 100 60 5

47 100 57 100 65 5

50 5 60 5

55 5 65 5

Les fractions ont tout d’abord été analysées en CLHP-SM. Puis les résultats ont été
interprétés et les pics d’intérét sélectionnés d’aprés la bibliographie. Enfin, une analyse par
CLHP-SM/SM sur le méme appareillage a été conduite avec les masses sélectionnées pour tenter de

confirmer I'identification des produits.

3. Résultats

3.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction obtenu par décoction a partir du matériel végétal frais a été en
moyenne de 4,27 % + 1,13 %, c'est-a-dire que 100 g de feuilles sénescentes fraiches ont donné 4,27 g
t 1,13 g d’extrait lyophilisé (cf. tableau 9). Le pourcentage en eau retrouvé dans les feuilles fraiches

(n =6), aprés séchage a I'étuve, a été de 88,43 % + 0,77 %.
3.2. Validation de la méthode de dosage de I’AR et de I’AC par CLHP-DAD
Les courbes de calibration de I'AR et de I'’AC 4 320 nm étaient linéaires (R? supérieur 3 0,99)

entre les concentrations de respectivement 5 a 100 pug/ml et 0,2 a 15 ug/ml. Leurs limites de

détection et de quantification étaient respectivement 1,28 et 4,27 pg/ml et 0,4 et 1,22 pg/ml

(tableau 14 et figure 55).
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Figure 55 : Courbes de calibration de standards d’acide rosmarinique et d’acide caféique (moyenne
et écart-type de n = 3 pour chaque concentration), construites avec les aires des pics obtenues par
CLHP-DAD en fonction de la concentration des standards.

Tableau 14 :Parameétres de la courbe de calibration de I'acide rosmarinique (AR) et de
I"acide caféique (AC).

Equation de 5a Gamme de

LD n° L 1)
régression linéaire calibration (ug/ml) (1g/ml) Q (pg/ml)
AC y=19,96x + 5,13 0,9961 0,2-15 0,40 1,22
AR y =24,69x - 10,72 0,9992 5-100 1,28 4,27

® R2 est le coefficient de détermination.
® D est la limite de détection.
°LQ est la limite de quantification.

Dans l'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum, I'AR et I'AC ont été identifiés par
leur temps de rétention et leur spectre UV, comparés a ceux des standards (figure 56 et figure 57).
La pureté des pics a été évaluée grace au logiciel ChemStation de la CLHP-DAD. Avec la méthode de
dosage développée dans cette étude, I'AR et I’'AC ont eu un temps de rétention de respectivement

16,8 min et 9,6 min et une absorbance maximale de respectivement 330 nm et 324 nm.
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Figure 56 : Chromatogramme d’un extrait d’H. foertherianum (HfT111) a 320 nm, temps (min) en
fonction de lintensité (mAU) des pics. Les spectres UV obtenus pour l'acide rosmarinique
(tr 16,8 min) et pour I'acide caféique (tr 9,6 min) sont représentés.
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Figure 57 : Chromatogramme de standards d’acide rosmarinique (rouge) et d’acide caféique (bleu) a
320 nm, temps (min) en fonction de l'intensité (mAU) des pics. Les spectres UV obtenus pour
I’acide rosmarinique (tr 16,8 min) et pour 'acide caféique (tr 9,6 min) sont représentés.
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La répétabilité, la variation intra-jour et la variation inter-jour des temps de rétention et des
aires, obtenues a partir des chromatogrammes de |'extrait d’H. foertherianum, ont été évaluées par
les coefficients de variation. Ceux des temps de rétention étaient inférieurs a 1 % et ceux des aires

étaient inférieurs a 3 % (tableau 15).

Tableau 15 : Précision de la méthode de dosage par CLHP-DAD de l'acide rosmarinique et de
I’acide caféique pour un extrait d’H. foertherianum.

Extraitd'H. T tenti
xtrait d emps de rétention oV (%) ° Aire + EC® v (%)

foertherianum + EC (min)
e AR 16,66 + 0,08 0,5 759 +13 1,7
Répétabilité (n=5)
AC 9,56 £ 0,01 0,1 128 +1 0,7
L . AR 16,72 £ 0,05 0,3 79121 2,6
Précision intra-jour (n=5)
AC 9,57 £0,01 0,1 117 +£2 1,6
Précision inter-jour AR 16,78 +0,11 0,7 79324 3,0
(n=15) AC 9,56 + 0,04 0,4 118+2 1,8

% CV pour coefficient de variation.
b .
EC pour écart-type.

L’exactitude de la méthode d’analyse d’AR et d’AC a été évaluée par I'ajout de trois quantités
connues d’analytes dans I'extrait d‘H. foertherianum. Le pourcentage de la quantité dosée de I'AR et
de I'AC par rapport a la valeur connue était respectivement entre 78 et 88 % et entre 99 et 109 %

(tableau 16).

Tableau 16 : Exactitude de la méthode de dosage par CLHP-DAD de I'acide rosmarinique (AR) et de
I’acide caféique (AC), évaluée par l'injection de trois réplicats de I'extrait d’H. foertherianum auxquels
trois quantités différentes d’AR et d’AC (100, 150 et 200 % par rapport a la valeur initiale) ont été
rajoutées.

Extrait 100 % 150 % 200 %

d’H. foertherianum AR AC AR AC AR AC
réplicat 1 88,1 108,8 85,1 108,8 78,5 99,1
réplicat 2 83,5 100,3 83,0 111,0 81,4 100,5
réplicat 3 80,0 104,7 76,8 106,9 77,5 104,0

moyenne (%) 83,9 104,6 81,6 108,9 79,1 101,2
EC (%) ° 4,1 4,2 4,3 2,0 2,0 2,5
CV (%) ° 4,9 4,0 53 1,9 2,6 2,5

® EC est I'écart-type.
b CV est le coefficient de variation.
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3.3. Comparaison géographique préliminaire des extraits collectés en Polynésie francaise

Une premiére étude de variabilité inter-individus a été menée sur I'ensemble des iles de la
Polynésie frangaise ou I'on pouvait trouver des pieds d’H. foertherianum afin de déterminer les sites
de collecte les plus appropriés. Cette espéce est présente en Polynésie francaise dans la majorité des
iles des archipels de la Société, des Tuamotu, des Australes et des Gambier (Butaud, 2008).

De maniere générale, malgré que les différences ne soient pas significatives, des teneurs en
AR plus importantes ont été quantifiées dans les extraits collectés dans les fles de la Société et des
Tuamotu que dans ceux collectés dans les iles des Australes et des Gambier (figure 58 D).
La tendance inverse a été observée pour I'AC (figure 59 D). Toutefois, il est a noter que de fortes
disparités apparaissent parfois pour les teneurs en AR et en AC d’extraits de différentes fles d’un
méme archipel (figure 58 et figure 59). Par exemple, les échantillons collectés dans I'archipel des
Australes ont montré des teneurs différentes selon leur provenance. En effet, I'lle de Tubuai (HfT111)
a permis de collecter des feuilles aux teneurs en AR et en AC plus élevées que pour celle de Raivavae

(HfR311 et HfR611) (figure 58 B et figure 59 B).
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Figure 58 : Différence de teneurs en acide rosmarinique, déterminées par CLHP-DAD, suivant les iles
de collecte des archipels de la Société (A), des Australes et Gambier (B) et des Tuamotu (C) et suivant
les quatre archipels de collecte (D), la Société (n = 10), les Tuamotu (n = 16) et les Australes et
Gambier (n = 5). (D) Médiane encadrée du 1° et 3°™ quartile avec les valeurs minimum et maximum.
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Figure 59 : Différence de teneurs en acide caféique, déterminées par CLHP-DAD, suivant les fles de
collecte des archipels de la Société (A), des Australes et Gambier (B) et des Tuamotu (C) et suivant les
quatre archipels de collecte (D), la Société (n = 10), les Tuamotu (n = 16) et les Australes et Gambier
(n = 5). (D) Médiane encadrée du 1% et 3°™ quartile avec les valeurs minimum et maximum.

3.4. Recherche des alcaloides pyrrolizidiniques

Ni le réactif de Dragendorff ni celui d’Ehrlich n’ont permis de détecter des APs dans les
extraits de feuilles sénescentes d’H. foertherianum. Afin de confirmer leurs absences, les fractions de
six échantillons, obtenues sur phase solide, ont été analysées en CLHP-SM/SM. La fragmentation des
APs insaturés de type nécine donne généralement en mode positif un fragment majoritaire a
m/z 138 typique de cette base (figure 60). Ce type de fragment a été recherché en priorité puisque
I'indicine et son N-oxyde, alcaloides pyrrolizidiniques de type nécine, ont déja été isolés des tiges
d’H. foertherianum (Ogihara et al., 1997b). Or ces analyses n’ont révélé aucun ion moléculaire ou

fragment de masse caractéristique des APs.
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Figure 60 : Spectres de masse SM et SM? du standard de I'indicine, obtenu en ESI et mode positif.
La masse de I'indicine correspond au m/z 300 et son fragment majoritaire au m/z 138.

3.5. Composition chimique globale

Les fractions 1, 2 et 3 de 'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum ont d’abord été
analysées par CLHP-DAD afin de caractériser les conditions d’analyse permettant d’obtenir les profils
qui meneraient a l'identification d’'un maximum de composés en CLHP-SM (figure 61, figure 62 et
figure 63). L'AC était principalement présent dans la fraction 1 alors que I’AR était majoritairement

présent dans la fraction 2 (figure 61 et figure 62).
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Figure 61 : Profil chromatographique de la fraction 1 de I'extrait d’H. foertherianum obtenu par
CLHP-DAD a 280 nm (vert), temps (min) en fonction de l'intensité (mAU) des pics, superposé au
courant total ionique obtenu par spectrométrie de masse (noir). Les numéros correspondent aux
temps de rétention du courant total ionique pour lesquels un composé a été potentiellement
identifié.
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Figure 62 : Profil chromatographique de la fraction 2 de I'extrait d’H. foertherianum obtenu par
CLHP-DAD a 280 nm (vert), temps (min) en fonction de l'intensité (mAU) des pics, superposé au
courant total ionique obtenu par spectrométrie de masse (noir). Les numéros correspondent aux
temps de rétention du courant total ionique pour lesquels un composé a été potentiellement
identifié.
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Figure 63 : Profil chromatographique de la fraction 3 de I'extrait d’H. foertherianum obtenu par
CLHP-DAD a 280 nm (vert), temps (min) en fonction de l'intensité (mAU) des pics, superposé au
courant total ionique obtenu par spectrométrie de masse (noir). Les numéros correspondent aux
temps de rétention du courant total ionique pour lesquels un composé a été potentiellement
identifié.

D’apres la bibliographie disponible, une bibliothéque, recensant 164 molécules isolées ou

identifiées chez le genre Heliotropium, a été construite le plus exhaustivement possible afin de
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répertorier la formule chimique et la masse moléculaire de chacune des molécules susceptibles
d’étre retrouvées chez H. foertherianum (annexe I).

Les spectres de masse de 20 pics pour la fraction 1, 15 pour la fraction 2 et 14 pour la
fraction 3 ont été extraits du chromatogramme en courant ionique total (TIC) (annexe Il). Grace a
notre bibliotheque de molécules du genre Heliotropium, les masses des ions correspondant a ces
temps de rétention ont pu étre comparées et les molécules associées potentiellement identifiées.
Au total, 24 molécules, appartenant aux familles des acides phénoliques, flavonoides, terpénes ou
stérols, ont été potentiellement identifiées par leur masse (tableau 17, tableau 18, tableau 19 et
figure 64).

Tout d’abord, grace a I'analyse en CLHP-SM, les spectres de masse des composés détectables
ont été obtenus. Par exemple, I’AR, qui est présent dans les trois fractions a des temps de rétention
différents, a été identifié grace a I'ion pseudo-moléculaire m/z 359 [M-H] suggérant une masse de
360 uma. On a aussi pu observer un ion fragment de 'AR a m/z 161 dans la fraction 1. L'AC a été
identifié dans la fraction 1 par 'ion pseudo-moléculaire m/z 179 [M-H] suggérant une masse de 180

uma. Un ion fragment de I’AC a aussi été observé a m/z 135 (tableau 17).

Tableau 17 : Temps de rétention (Tr), ions pseudo-moléculaires ([M-H]) et fragments SM?, longueur
d’onde au maximum d’absorption (Amax) et tentative d’identification de composés de la fraction 1
de I'extrait d’H. foertherianum.

Tr [M-HI" Intensite lons w Amax (nm) Identification proposée N°
(min)  (m/z) del'ion fragment (m/2) prop
2M-
14,3 197 0,35x 10° 39.5 (l n.d. 228/274 danshensu (syn. acide salvianique A) 1
H]) et 179
2
343  0,2x10° - n.d. n.d. ayanine ou 3,7,3’-triméthylquercétine ouab
18,5 411 0,5x10° - 353 n.d. stigmastérol 3
20,6 403 0,5x 10° - n.d. 228ép/284 mégalanthine 4
21,7 391 0,65x10° - n.d. n.d. 4-(3',5'-dihydroxynonadécyl)phénol 5
32,0 179 3,25x10° 135 135 295ép°/324 acide caféique 6
33,3 359 2,6x 10° 161 n.d. n.d. acide rosmarinique 7
35,5 467 0,7x10° - 3§Zlet n.d. acétate de B-amyrine 8
493 0,35x 10° - n.d. n.d. acide salvianolique A 9
38,1 467 3,2x 10° - n.d. n.d. acétate de B-amyrine 8
39,0 359 0,1x10° - n.d. n.d. 5-hydroxy-7,3'4',5" 10
tetraméthoxyflavanone
44,2 463  0,3x10° - n.d. n.d. 3-0-B-D-glucoside de quercétine 11
44,9 423 0,08 x 10° - n.d. n.d. cycloarténone 12

. b - —
% ép : épaulement et n.d. : non déterminé

Ensuite, les analyses SM/SM nous ont permis d’obtenir les ions fragments de 10 composés

(annexe Il) dont la masse (déduite a partir de I'ion pseudo-moléculaire) était répertoriée dans notre
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bibliothéque des molécules d’Heliotropium spp. Les fragments obtenus ont été comparés a ceux
trouvés dans la bibliographie pour les composés potentiellement identifiés. Les spectres UV des
molécules potentiellement identifiées ont aussi été extraits des chromatogrammes obtenus en
CLHP-DAD et comparés a la littérature lorsqu’ils étaient disponibles.

Pour les composés 1, 6, 7, les fragments obtenus ont été semblables a ceux retrouvés par
Ruan et al. (2012), ce qui nous permet de proposer l'identification respective du danshensu, et des
acides caféique et rosmarinique (tableau 17). Pour les composés 9, 16, 17 et 20, les ions fragments
obtenus ont été semblables a ceux retrouvés par Liu et al. (2007), ce qui nous permet de proposer
respectivement l'identification des acides salvianolique A et F, et des acides lithospermique et
isosalvianolique C (tableau 18). Plus particulierement, pour le composé 16, I'ion pseudo-moléculaire
a m/z 313 aurait pu aussi correspondre a celui de la kumatakénine mais les ions fragments obtenus
correspondent a ceux de I'acide salvianolique F et ne sont pas caractéristiques de ceux des flavones

d’apres De Rijke et al. (2006).

Tableau 18 : Temps de rétention (Tr), ions pseudo-moléculaires ([M-H]) et fragments SM?, longueur
d’onde au maximum d’absorption (Amax) et tentative d’identification de composés de la fraction 2
de I'extrait d’H. foertherianum.

Tr  [M-H] Intensité lons SM?

(min)  (m/2) de l'ion fragment  (m/2) Amax (nm) Identification proposée N
10,4 197 0,8x10° 395et179 179 n.d. danshensu (syn. acide salvianique A) 1
255 0,1x 10° - n.d. 280/315¢ép pinocembrine 13
271 0,1x10° - n.d. 280/315¢ép naringénine 14
285 269 2,8x10° - liﬁst n.d. tournefolal 15
313 1,3x 10° - Zigst n.d. acide salvianolique F 16
493 et , . . .
36,0 537 0,9 x 10° - 295e 295ép/324 acide lithospermique A 17
40,6 537 5x 10° - n.d. 295ép/324 acide lithospermique A 17
40,8 463 1,4 x 10° - n.d. 266 3-0-B-glucoside de quercétine 11
45,5 447  2,9x10° - nd.  266/348 3-0-B-D-glucoside de kaempferol 18
ou de lutéoline
161
48,0 359 7,5 x 10° - 27:( 290ép/330 acide rosmarinique 7
5 295 et 254/290ép/ . . .
49,2 493 6,5x 10 - 313 310/3356p acide salvianolique A 9
6 252/288ép/3 . . .
51,1 493 1x10 - n.d. 07/3356p acide salvianolique A 9
205 et alpinone ou sakuranétine ou 19a
56,1 285 0,35x10° - n.d. P ! oub
241 kaempférol
ouc
6 373 et
453 0,6 x 10 - 409 n.d. n.d.
491 1,15 x 10° - Zzilet n.d. acide isosalvianolique C 20

, . b , . 7
® ép : épaulement et ° n.d. : non déterminé
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Le composé 15 pourrait étre identifié comme la galangine, le 5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphényl)-4H-chromén-4-one ou flavonoide 6, le tournefolal ou I’'héliophénanthrone, d’apres
son ion pseudo-moléculaire a m/z269. Les ions fragments (m/z 159 et 109) (tableau 18)
ne correspondent pas a ceux des flavonols (De Rijke et al., 2006) mais pourraient correspondre a
ceux du tournefolal. L'ion pseudo-moléculaire du composé 19 pourrait correspondre au kaempférol,
a l'alpinone ou a la sakuranétine (tableau 18) mais aucune correspondance avec les fragments
retrouvés dans la bibliographie n’a été établie pour le kaempférol et la sakuranétine (De Rijke et al.,
2006 ; Liu et al., 2012). L’alpinone, qui est un flavanol tout comme le kaempférol, ne semble pas non
plus pouvoir étre identifiée comme la molécule qui produit ces fragments. L'ion pseudo-moléculaire
du composé 22 pourrait correspondre a celui de la stérubine ou a ceux des héliotropinones A ou B
(tableau 19). Cependant, les ions fragments obtenus ne correspondent pas a ceux de la stérubine
(ou S-7-O-méthylériodictyol) d’aprés Lech et al. (2014) et aucune donnée n’a été trouvée dans

la bibliographie pour permettre de valider I'identification des héliotropinones.

Tableau 19 : Temps de rétention (Tr), ions pseudo-moléculaires ([M-H]) et fragments SM?, longueur
d’onde au maximum d’absorption (Amax) et tentative d’identification de composés de la fraction 3
de I'extrait d’H. foertherianum.

M-H  Intensité sm?
Tr (min) [(m/z; ntelr?iil’rc]e de (m/2) Amax (nm) Identification proposée N°
21,7 359 2,8 x 10° n.d. 290ép/330 acide rosmarinique 7
5 254/290¢ép/ . o
22,1 493 1,85 x 10 n.d. 310/3356p acide salvianolique A 9
29,0 491 6,5 x 10° n.d. 288/305ép/335ép acide isosalvianolique C 20
32,1 491 6,5 x 10° n.d. n.d. acide isosalvianolique C 20
39,4 483 2x10° 241 n.d. acétate d'érythrodiol 21
41,3 301 7x10° 165 et 135 228/288 héliotropinone A ou B 22aoub
42,9 303 0,6 x 10° n.d. n.d. filifolinol 23
315 0,2 x 10° n.d. n.d. 7,3'-diméthylériodictyol 24
43,8 303 32x10° 285et 164 260/285 filifolinol 23
489 985 18x 10° nd. 288/3256p alpinone ou sakulranetme ou 19aoub
kaempférol ouc
493 285 1,9 x 10° nd. 290/325¢p alpinone ou sakulranetlne ou 19 oub
kaempférol ouc
50,7 303 4,3x10° n.d. 262/280 filifolinol 23

. b - —
% ép : épaulement et n.d. : non déterminé

Les composés 8, et 21 pourraient étre identifiés respectivement comme l'acétate de
B-amyrine et I'acétate d’érythrodiol (tableau 17, tableau 18 et tableau 19) mais les ions fragments
obtenus ne correspondent pas a ceux habituellement obtenus en présence de triterpenes (Sanchez-
Avila et al., 2009 ; Burnouf-Radiosevich et al., 1985).

Pour le composé 23, l'ion pseudo-moléculaire et les fragments obtenus (tableau 19)
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semblent coincider avec ceux trouvés dans la bibliographie pour le filifolinol (Torres et al., 1994).
Le composé 3 a un ion pseudo-moléculaire de m/z 411 (tableau 17) et son ion fragment concorde

avec un type de fragmentation décrit pour le stigmastérol (Andrasi et al., 2011).

OR,
(1)
HO
OH

OR;

a:R;=CH3R,=H
b:R,=HR,=CH,

OH

HO OCH,

(5) OH OH

OH

COOH

OH OH

HO OH

Figure 64 : Structures chimiques des 24 composés potentiellement identifiés par CLHP-SM dans
I'extrait d’H. foertherianum. Les lettres a, b ou c figurant aprés les numéros des composés
correspondent aux différentes possibilités d’identification pour une méme masse.

(1) danshensu (syn. acide salvianique A), (2) a ayanine ou (2) b 3,7,3’-triméthylquercétine,
(3) stigmastérol, (4) mégalanthine, (5) 4-(3',5'-dihydroxynonadécyl)phénol, (6) acide caféique,
(7) acide rosmarinique, (8) acétate de B-amyrine, (9) acide salvianolique A, (10) 5-hydroxy-7,3',4',5'-
tétraméthoxyflavanone, (11) 3-O-B-glucoside de quercétine, (12) cycloarténone, cf. figure 64 (suite)
page suivante.
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OH y o
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Figure 64 (suite) : Structures chimiques des 24 composés potentiellement identifiés par CLHP-SM
dans I'extrait d’H. foertherianum. Les lettres a, b ou c figurant apres les numéros des composés
correspondent aux différentes possibilités d’identification pour une méme masse.

(13) pinocembrine, (14) naringénine, (15) tournefolal, (16) acide salvianolique F,
(17) acide lithospermique A, (18) a 3-O-B-D-glucoside de kaempférol ou (18) b 7-O-B-D-glucoside de
lutéoline, (19) a alpinone ou (19) b sakuranétine ou (19) ¢ kaempférol, (20) acide isosalvianolique C,
(21) acétate d’érythrodiol, (22) a héliotropinone A, (22) b héliotropinone B, (23) filifolinol,
(24) 7,3’-diméthylériodictyol.
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4. Discussion

La méthode développée par CCM pour la détection de I’AR et de I’AC a permis une détection
rapide de ces composés dans les extraits d’H. foertherianum. Leurs rapports frontaux, distance
parcourue sur la plaque par les composés par rapport au solvant, étaient respectivement d’environ
0,4 et 0,6. Leur concentration dans les extraits a méme pu étre estimée en comparant I'intensité des
taches révélées avec celles des standards. Cette méthode pourrait étre utilisée en amont de la chaine
de production d’un extrait d’H. foertherianum pour estimer grosso modo la teneur en AR et en AC
des lots de feuilles d’H. foertherianum avant d’extraire la totalité du lot, ce qui permettrait de
sélectionner ceux qui ont les teneurs les plus élevées. Cependant, la commercialisation d’un extrait
d’H. foertherianum nécessite la connaissance de la quantité précise de principe actif. Il est donc
important de doser ces composés par CLHP-DAD.

La méthode développée par CLHP-DAD s’est avérée robuste dans les limites de détection et
de quantification de I'AR et de I’AC. En effet, la précision est correcte, c'est-a-dire que I'obtention de
coefficients de variation, des temps de rétention et des aires des pics, de moins de 1 % et de 3 %
nous permet d’affirmer que la répétabilité est satisfaisante, et que les variations intra-jour et
inter-jour sont minimes. L’exactitude de la méthode est satisfaisante car les quantités d’AR et d’AC
ajoutées dans I'extrait sont dosées entre 80 et 110 % lors de I'analyse. Enfin, la méthode développée
a une spécificité convenable car elle permet d’identifier I’AR et I’AC sans ambigtiité.

Les résultats obtenus par CCM et par CLHP-DAD sont concordants mais la détection de I'AC
par CCM reste incertaine du fait de sa faible teneur dans I'extrait. Les teneurs en AR et en AC des
extraits provenant de Polynésie frangaise varient respectivement entre 0,7 et 164 mg/g d’extrait et
entre 0,4 et 6 mg/g d’extrait dans les échantillons analysés, i.e. entre 0,2 et 60 mg d’AR/g de matiére
séche et entre 0,15 et 2 mg d’AC/g de matiére séche. A titre de comparaison, dans la famille des
Lamiacées, le romarin (Rosmarinus officinalis L.) et la sauge (Salvia officinalis L.) contiennent environ
10 mg/g de matiére séche d’AR et 0,2 mg/g d’AC alors que la brunelle commune (Prunella vulgaris L.)
contient environ respectivement 22 et 2 mg/g d’AR et d’AC (Wang et al., 2004b). Des teneurs en AR
et en AC du méme ordre de grandeur, respectivement de 0,02 a 9 mg/g et de 0,02 a 0,6 mg/g de
matiére séche, ont été retrouvées chez 96 taxons des Lamiacées (Janicsak et al., 1999). Les teneurs
en AR et en AC des extraits d’'H. foertherianum, déterminées dans notre étude, sont donc
comparables a celles retrouvées dans des plantes a usage alimentaire. On note cependant que la
teneur en AR peut atteindre 60 mg/g de matiére séche soit 6 fois plus que dans la sauge.

Les analyses des 32 extraits d’H. foertherianum des archipels de la Société, des Tuamotu, des
Australes et des Gambier de la Polynésie francaise montrent une disparité des teneurs en AR et en

AC entre les archipels mais aussi entre les iles. En effet, a I'échelle des archipels, les échantillons
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collectés dans les Tuamotu et la Société contiennent des teneurs plus élevées en AR et en AC que
ceux collectés dans les Australes et les Gambier. Les résultats exposés au chapitre 2 montrent le réle
essentiel de I'AR et de I’AC dans l'activité de I'extrait d’H. foertherianum. Par conséquent, la forte
variabilité de leurs teneurs suivant le lieu de collecte des feuilles expliquerait pourquoi certaines
personnes intoxiquées ne trouvent pas de soulagement apres la prise du remede.

H. foertherianum est trés répandu aux Tuamotu (Pétard, 1986) et semble coloniser plus
difficilement les autres archipels du fait du nombre limité de motu (Butaud et al., 2008). Cette espéce
affectionne particulierement les sols calcaires coralliens des atolls (Butaud et al., 2008) qui sont
moins présents dans les fles hautes de la Société, des Australes et des Gambier. La plupart des files
qui composent ces archipels sont des volcans éteints et érodés. Les plus anciens se sont immergés et
sont devenus des atolls comme la majorité des fles de I'archipel des Tuamotu. Toutes les iles sont
situées dans la ceinture des alizées de sud-est et les fles les plus hautes ont donc des sommets
humides et des c6tés exposés aux vents plus secs. La saison la plus chaude et aussi la plus humide
pour les Tles de la Société va de novembre a avril tandis que la saison la plus fraiche et séche est en
juillet et en ao(t. Cependant, les iles des Tuamotu n’ont pas de saison vraiment marquée. Enfin, le
gradient de hauteurs de précipitations décroit d’ouest en est, depuis les Australes jusqu’aux
Marquises (Mueller-Dombois et Fosberg, 1998).

La disparité des teneurs en AR et en AC mise en évidence peut s’expliquer de différentes
facons. Tout d’abord, malgré qu’aucune variété d’H. foertherianum n’ait a ce jour été décrite,
aux vues de I'étendue de la Polynésie francaise et de sa diversité géographique, on peut supposer
I’existence d’écotypes d’H. foertherianum suivant les archipels ou les fles de son aire de répartition.
Ensuite, les feuilles des différents échantillons n’ont pas été collectées a la méme période de I'année
ce qui pourrait influer sur leur teneur en AR et en AC méme si la fruitaison et la floraison
d’H. foertherianum sont régulieres et souvent synchrones tout au long de I'année. De plus,
la différence de climat entre les archipels, de 25 a 28°C de moyenne a I'année dans la Société contre
2123 26°C dans les Australes et Gambier avec des précipitations plus importantes que dans
les Tuamotu et la Société (ISPF, 2014), pourrait peut-étre aussi expliquer la différence de teneur en
AR et en AC des extraits. En effet, la production de métabolites secondaires chez les plantes
est influencée autant par des facteurs biotiques qu’abiotiques (Petinatti et al., 2012). Les facteurs
biotiques concernent les aspects physiologiques des plantes et leurs interactions avec d’autres
organismes vivants (Petinatti et al.,, 2012) alors que les facteurs abiotiques incluent, en tant que
déclencheurs de stress potentiels, par exemple, les conditions climatiques, la salinité, la chaleur ou
le froid, la luminosité. Ces stress environnementaux peuvent générer des dérivés réactifs de
I’oxygéne qui provoquent des dommages aux cellules (Wang et al., 2004a ; Ksouri et al., 2008) et

la réponse des plantes a ce stress est une augmentation de la synthése des métabolites secondaires,
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tels que les polyphénols, pour se protéger des effets oxydatifs (Beckman, 2000 ; Ksouri et al., 2008).
Les profils de métabolites secondaires de plantes non cultivées sont le plus souvent propres a
chaque population de plantes. Cette caractéristique peut étre reliée aux conditions telles que
la saison, le moment de la collecte, I'dge des tissus et la température (Petinatti et al., 2012).
Des études, concernant la variabilité de la production d’AR par les plantes, ont montré que la période
d’irradiation des feuilles d’Ocimum basilicum L. était importante (Shiga et al., 2009) et que la récolte
des feuilles de Mentha spicata L. et Mentha piperita L. devait se faire avant la floraison
pour maximiser les quantités d’AR produites (Fletcher et al., 2010). En revanche, les disparités
observées pour les teneurs en AR et en AC entre les Tles d’'un méme archipel sont plus difficiles a
expliquer. Des facteurs tels que la composition du sol ou I'exposition des individus au soleil ou
aux vents peuvent intervenir (Ksouri et al., 2008), par conséquent des réplicats seraient nécessaires
pour définir si les différences sont dues aux individus mémes ou aux différentes caractéristiques
des sites de collecte d’une méme ile.

Nous avons montré les activités bénéfiques de I’AR et de I’AC dans le traitement contre les
intoxications ciguatériques et I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum, contenant
naturellement 4,45 % d’AR, s’est révélé étre le plus actif (cf. chap. 2). L'AR apparait donc comme un
des principes actifs et composé majoritaire de I'extrait. Cependant, les autres composés de I'extrait
pouvant exercer un effet synergique avec I’AR et I’AC, nous avons étudié sa composition chimique
globale grace a la CLHP-SM. D’apreés la bibliographie sur le genre Heliotropium, 24 composés ont pu
étre potentiellement identifiés dans I'extrait d’H. foertherianum. Les composés précédemment
identifiés dans les tiges d’H. foertherianum par I'équipe d’Ogihara et possiblement retrouvés dans
notre étude des feuilles sénescentes sont I’AR, I'AC, I'acide salvianique A, I'acétate d’érythrodiol,
le kaempférol et une de ses formes hétéroside et un hétéroside de la quercétine.

Parmi les composés potentiellement identifiés, certains sont déja connus pour leurs activités
biologiques. Par exemple, pour les composés phénoliques, I'acide salvianolique A a été rapporté par
Wang et al. (2009) comme ayant un potentiel cardioprotecteur dans l'infarctus du myocarde chez le
rat. Zhang et al. (2012) ont quant a eux montré |'effet protecteur de I'acide salvianolique A face au
stress oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogene sur des cellules de neuroblastomes, ce qui en fait
un bon candidat dans le traitement des maladies neurodégénératives. L’acide salvianique A ou
danshensu a aussi un effet protecteur sur les cellules de neuroblastomes face a un inhibiteur du
complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale dérivé du MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine), qui est une neurotoxine (Wang et Xu, 2005). De plus, I'acide salvianique A a des
propriétés vasorelaxantes dues a sa capacité a inhiber I'influx d’ions calcium, et par conséquent les
canaux calciques dépendant du potentiel de type L, dans les cellules musculaires lisses vasculaires

(Lam et al., 2007).
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En ce qui concerne les flavanones, telles que la naringénine ou la pinocembrine par exemple,
leur potentialité dans le traitement des maladies neurodégénératives a été mise en avant (Coowar
et al., 2009). La naringénine a particulierement été étudiée pour ses propriétés neuroprotectrices se
traduisant soit par la réduction du stress oxydatif de cellules nerveuses (Heo et al., 2004 ; Muthaiah
et al., 2013), soit par la réduction de I'effet oxydatif produit par I'oxyde nitrique sur des neurones
humains en atténuant I'influx intracellulaire d’ions calcium (Braidy et al., 2010). Des dérivés de la
B-amyrine, triterpeénes pentacycliques, ont montré des propriétés antinociceptives (Soldi et al., 2008)
et un potentiel anti-inflammatoire contre la parodontite chez le rat (Holanda Pinto et al., 2008).

Enfin, le stigmastérol a montré un effet neutralisant des venins de cobra et de vipere et un
effet potentialisateur des antivenins chez la souris (Gomes et al, 2007). Les propriétés
neuroprotectrices de ces composés sont particulierement intéressantes pour traiter les symptomes
neurologiques afférents a la ciguatéra. Leurs mécanismes d’action impliquant les canaux calciques
dépendant du potentiel permettraient peut-étre d’inhiber I'augmentation de la concentration
intracellulaire d’ions calcium déclenchée par les ciguatoxines au niveau des synapses et mise en
évidence dans les érythrocytes de coeur de grenouilles (Sauviat et al., 2006). Les activités biologiques
des composés potentiellement identifiés dans I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum
pourraient ainsi participer a son activité biologique en synergie avec I’AR et I'AC. Le choix de
I'utilisation de [I'extrait de feuilles sénescentes d’H. foertherianum dans le traitement des
intoxications ciguatériques serait ainsi renforcé.

En effet, les plantes médicinales sont connues pour étre un mélange complexe de composés
actifs qui peuvent agir sur plusieurs cibles thérapeutiques a la fois (Yang et al., 2014). Pour les
composés qui restent non identifiés et pour confirmer l'identité de ceux potentiellement identifiés
dans cette étude, I'analyse des fractions en CLHP-SM haute résolution et leur comparaison a des
standards ou leur isolement par CLHP semi-préparative, suivi d’analyses par résonance magnétique
nucléaire (RMN), permettraient d’obtenir davantage d’informations structurales. De plus, cela
permettrait de mener une étude quantitative par CLHP-DAD ou -SM sur la majorité des composés de
I’extrait et non pas seulement sur les composés majoritaires les plus actifs. Dans le cadre d’une
valorisation de I'extrait, il est important de connaitre sa composition chimique globale et son profil
chromatographique (appelés « empreinte chimique » cf. chap. 4 parag. 3.1.) pour pouvoir établir un
controle qualité, i.e. garantir une faible variation de sa composition chimique et donc une activité
biologique constante (Alaerts et al., 2010).

En ce qui concerne les APs, aucune des deux méthodes utilisées n’a permis de les détecter
dans les extraits d’H. foertherianum. En effet, les méthodes qualitatives utilisant le Dragendorff et
le réactif d’Ehrlich n"ont donné aucun signal. Toutefois, ces méthodes ayant un seuil de détection

relativement élevé et une faible sensibilité (Birecka et al., 1981), la présence d’APs a I'état de traces
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ne peut étre totalement exclue. Les limites de détection des APs sont supérieures a 1 pg/g par les
méthodes de CCM (Mattocks, 1967b) et d’environ 100 ng/g par les méthodes de CLHP-SM
(FAO/OMS, 2011). Il était donc nécessaire de confirmer la non-présence des APs par une méthode
beaucoup plus sensible telle que la CLHP-SM/SM. Afin de faciliter la détection des APS et de les
concentrer, les extraits avaient été purifiés au préalable sur cartouche échangeuse d’ions.
Ces analyses ont confirmé [I'absence des APs dans les extraits de feuilles sénescentes
d’H. foertherianum. |l est possible que I'extraction des feuilles d’H. foertherianum par décoction,
méthode traditionnelle de préparation de I'extrait, ne permette pas d’obtenir ces composés en
guantité suffisante pour les détecter, puisque suivant la méthode d’extraction ou le solvant utilisé,
la quantité d’APs extraites peut varier (Hosch et al., 1996 ; Lebada et al., 2000). Néanmoins,
les méthodes de concentration des APs sur cartouche échangeuse d’ions et de leur détection par
CLHP-SM/SM ont fait leurs preuves et sont utilisées avec succeés sur différentes matrices (e.g. miel,
plantes). L'indicine et son dérivé N-oxyde, présents dans les tiges d’H. foertherianum (Ogihara et al.,
1997b), ont un fort potentiel hépatotoxique (Letendre et al., 1984). Cependant, dans I’état actuel des
connaissances, aucune intoxication par des APs, provenant de l'utilisation des feuilles en décoction
d’'H. foertherianum, n’a encore été recensée, en dépit de 'utilisation traditionnelle trés large qui est
faite de ce reméde. De plus, bien que le genre Heliotropium soit connu pour contenir des APs, il est
possible que ces composés ne soient que trés peu présents dans les feuilles sénescentes, leur
biosynthése intervenant principalement dans les racines ou dans les jeunes pousses (Borstel et al.,
1989 ; van Dam et al., 1994), et donc que leur distribution soit trés inégale d’un organe a I'autre de la
plante (Frolich et al., 2007). Ces observations sont donc également en faveur de I'absence des APs
dans les extraits de feuilles sénescentes d’H. foertherianum obtenus par décoction. Enfin, au vu des
résultats obtenus avec le standard de I'indicine, nous pouvons affirmer qu’il y a moins de quelques
nanogrammes d’APs de type rétronécine par milligramme d’extrait d’'H. foertherianum et ainsi moins

de quelques microgrammes par gramme de feuilles sénescentes.

5. Conclusion

Une méthode qualitative et une méthode quantitative de dosage de I’AR et de I’AC ont pu
étre mises au point. Elles ont permis d’analyser plusieurs extraits d’H. foertherianum provenant de
différentes iles et de différents archipels de la Polynésie frangaise et de montrer leurs différences de
teneurs en acide rosmarinique et en acide caféique. Les extraits de feuilles sénescentes se sont aussi
révélés étre dépourvus d’APs, ce qui est en faveur de leur innocuité. Enfin, au total, vingt-quatre
composés de feuilles sénescentes de I'extrait . foertherianum ont été potentiellement identifiés et

pourraient éventuellement contribuer a I'activité biologique de I'extrait dans le traitement du

syndrome ciguatérique. 134
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1. Introduction

L'activité biologique in vitro et la composition chimique de I'extrait de feuille sénescentes
d'H. foertherianum ont été étudiées dans les chapitres précédents. Basé sur les connaissances
médicinales traditionnelles de la population du Pacifique et confirmé par I'approche scientifique, le
potentiel d’H. foertherianum dans le traitement du syndrome ciguatérique a été illustré dans cette
étude. Ce travail de thése comporte aussi un volet recherche et développement dans la perspective
d’une valorisation industrielle de ce reméde.

Ce chapitre détaille donc les conditions optimales requises en termes de disponibilité de la
ressource, de collecte, d’extraction, et de conservation en vue d’une valorisation industrielle, de la
collecte des feuilles d’H. foertherianum a leur transformation. La premiére partie de ce chapitre
exposera une étude en cours permettant de caractériser la disponibilité de la ressource par le
repérage par télédétection des individus de cette espéce. La seconde partie s’intéressera a la
détermination de zones de collecte les plus a mémes de fournir des extraits biologiquement actifs de
composition chimiqgue homogéne, en fonction de parametres environnementaux. Puis, la troisieme
partie traitera plus particulierement des conditions optimales de collecte, d’extraction et de
conservation des feuilles et des extraits d’H. foertherianum, dans le but d’obtenir des extraits aux
teneurs en principes actifs les plus élevées. Enfin, la derniere partie proposera un exposé des
méthodes utilisées en industrie pour la production d’extraits a base de plantes, tout en indiquant les
plus appropriées pour I'exploitation des feuilles d’H. foertherianum. Une proposition de chaine de
production d’extraits de feuilles d’H. foertherianum sera décrite selon les données disponibles dans

la bibliographie, les essais a I’échelle pilote n’ayant pas été abordés.

2. Disponibilité de la ressource

D’apres la littérature, le nombre d’individus d’H. foertherianum est le plus important sur les
fles de type atoll notamment dans l'archipel des Tuamotu (Pétard, 1986). Cette observation,
combinée au fait que les feuilles contenant les teneurs les plus élevées en principes actifs ont été
décelées dans des échantillons collectés dans I’archipel des Tuamotu (cf. chap. 3), indique que cet
archipel est une zone de collecte privilégiée des feuilles d’H. foertherianum.

Un des moyens efficaces de déterminer les zones de collecte potentielle, a I'échelle d’'un
atoll, serait d’utiliser la télédétection. En effet, la télédétection permet par le biais d'images spatiales
haute résolution de pré-visualiser les individus ou un groupe d’individus et d’en estimer le nombre,
ce qui donne une idée du stock naturel de I'espéce. La méthodologie serait ici dans un premier

temps, d’effectuer un échantillonnage le plus complet possible d’'un atoll de petite dimension.
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La seconde étape consisterait a utiliser des méthodes de télédétection sur des images a tres haute
résolution afin de cartographier les zones d’habitat potentiel ou avéré d’H foertherianum. Une étude
préliminaire de terrain a Tetiaroa, dont la carte satellite compléte est disponible, a été réalisée avec
le Dr. B. Stoll du laboratoire GEPASUD. L'objectif est de pouvoir caractériser les meilleures zones
d’habitat d’H. foertherianum pour en déduire les zones de collecte potentielles et d’extrapoler les

résultats obtenus a plusieurs atolls des Tuamotu. Les résultats sont en cours de traitement.

3. Détermination de zones de collecte potentielles au sein d’une ile témoin

3.1. Introduction

Compte tenu des différences observées au niveau des teneurs en acide rosmarinique (AR) et
en acide caféique (AC) des feuilles d’H. foertherianum entre les archipels, mais aussi entre plusieurs
iles au sein d’un méme archipel (cf. chap. 3), il nous a paru intéressant de déterminer si des lieux de
collecte étaient plus appropriés que d’autres. Dans le but de garantir la plus grande homogénéité
possible dans la composition chimique des extraits ainsi qu’une activité biologique constante, une
étude de variabilité inter-individus a été menée au sein d’'une méme ile, sur I'atoll de Tetiaroa.

Les voies de biosynthése des polyphénols, type de composés a priori majoritaires dans
I’extrait de feuilles d’H. foertherianum (cf. chap. 3), sont bien décrites mais les facteurs les contrélant
et les régulant, et qui déterminent la qualité et la quantité des polyphénols synthétisés, restent un
sujet d’étude actuel. La variation de la production de polyphénols chez les plantes résulte a la fois de
facteurs intrinseques et extrinséques qui, par ailleurs, interagissent entre eux.

Les facteurs environnementaux affectant les plantes peuvent étre de nature biotique ou
abiotique. Les facteurs biotiques environnementaux résultent de linteraction avec d’autres
organismes comme par exemple les dommages causés par les insectes phytophages tandis que les
facteurs abiotiques incluent entre autres la température, ’humidité, I'approvisionnement en eau et
en minéraux, et le vent (Schulze et al., 2005).

Pour [I'étude présentée dans la deuxieme partie de ce chapitre, les parametres
environnementaux qui ont été sélectionnés sont la présence des individus c6té océan contre coté
lagon, et leur degré d’exposition aux vents. Les types de sols retrouvés sur I'atoll de Tikehau,
extrapolables aux atolls de Polynésie frangaise, ont été étudiés et leur distribution se base en partie
sur la granulométrie du substrat qui varie de « débris coralliens grossiers » coté océan a des
« sables coralliens et coquilliers » coté lagon (Jamet et Trichet, 1987). Les polyphénols ne sont pas
seulement des composés de défense vis-a-vis des herbivores ou insectes mais jouent aussi un réle
dans la composition du sol pour créer des conditions favorables a la croissance de la plante (Northup

et al.,, 1998). Ils peuvent aussi retenir les cations inorganiques échangeables, tels que les ions
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calcium, magnésium et potassium, en fournissant des sites de sorption au niveau de sols acides et
fortement lessivés. lls peuvent également maintenir disponibles des micronutriments métalliques
tels que le fer, le magnésium et le cuivre en formant des complexes organiques (Hattenschwiler et
Vitousek, 2000). D’apreés les travaux préliminaires réalisés par Kumar Roiné (2009), les ions sodium,
calcium, potassium et magnésium étaient majoritaires dans les extraits d’H. foertherianum sur un
spécimen de Nouvelle-Calédonie. De plus, ils pourraient potentiellement avoir un intérét dans le
traitement du syndrome ciguatérique par I'induction d’effet osmotique.

Afin de mieux évaluer les variations chimiques potentiellement liées aux conditions
environnementales, nous nous sommes intéressés non seulement aux principes actifs, les acides
rosmarinique et caféique, mais aussi a I'ensemble des composés de |'extrait pouvant avoir une
activité biologique synergique. Depuis le début des années 2000, la comparaison chimique d’extraits
a base de plantes est effectuée a partir de I'analyse de chromatogrammes complets (temps de
rétention par absorbance a une longueur d’onde fixée) (Li et al., 2004 ; Lu et al., 2005 ; Yan et al.,
2005 ; Chen et al., 2007b ; Chen et al.,, 2007a ; Liu et al.,, 2007 ; Chen et al.,, 2008) et non plus
seulement a partir de quelques composés sélectionnés comme marqueurs chimiques (Zeng et al.,
2012). Ce type de chromatogramme, représentant tous les composés chimiques détectables d’un
extrait de plante, est appelé « empreinte chimique » ou « chemical fingerprint » (Liu et al., 2013).
L'avantage de cette approche est qu’elle permet de rendre compte de la complexité d’un extrait a
base de plantes médicinales et de tenir compte de I'ensemble des composés présents, lorsqu’il est
compliqué techniquement de connaitre la composition exacte de I'extrait composé par composé (Xie
et al., 2006). Cette technique est utilisée par exemple pour vérifier la consistance de la composition
chimique entre différents lots ou pour caractériser la composition chimique d’extraits provenant de
zones de collecte différentes (Zhou et al., 2008 ; Ni et al., 2009). L'OMS a reconnu cette approche
comme une stratégie pour I'évaluation des extraits a base de plantes médicinales et recommande
I'utilisation de standards, protocoles et méthodes nationaux, pour contréler I'innocuité et la qualité
des plantes médicinales, ainsi que de monographies (Alaerts et al., 2010). Les empreintes chimiques
sont aussi recommandées par la FDA et 'EMA (Ni et al.,, 2009 ; Alaerts et al.,, 2010).
Plusieurs méthodes analytiques sont utilisées pour générer les empreintes chimiques telles que la
chromatographie liquide ou gazeuse couplée a une détection par UV, par SM, par RMN ou par ces
méthodes combinées (Dunn et Ellis, 2005). Les techniques a base de CLHP sont majoritairement
utilisées, dues a leur large présence dans les laboratoires et a leurs propriétés analytiques (Sheridan
et al., 2012). Des études récentes ont proposé le concept d’ « empreinte chimique améliorée », avec
I'utilisation de plusieurs longueurs d’onde pour leur construction, afin de ne pas négliger les
informations des composés qui ne seraient disponibles qu’a une longueur d’onde en particulier

(Lucio-Gutiérrez et al., 2012).
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Nos objectifs pour la seconde partie de ce chapitre étaient donc, en premier lieu, d’évaluer
I'effet de I'environnement sur la diversité et la quantité des métabolites retrouvés dans les extraits
de feuilles sénescentes d’H. foertherianum, par le biais de leur empreinte chimique améliorée, et
aussi sur leurs teneurs en ions. Dans un deuxiéme temps, les modifications de I'activité biologique

des extraits engendrées par la variabilité de leur composition chimique devaient étre vérifiées.

3.2. Matériels et méthodes

3.2.1. Plan d’échantillonnage

L'atoll de Tetiaroa (figure 65) a été choisi pour cette étude de variabilité inter-individus.
L'Tle est inhabitée, a 3 h de bateau de Tahiti, et un grand nombre d’individus d’H. foertherianum y est
présent (Fosberg, 1992). L'échantillonnage a été concu de facon a collecter des individus
correspondant a quatre modalités distinctes a la fois en termes de type d’habitat (c6té lagon contre

cOté océan) et d’exposition aux vents (exposé contre abrité) (figure 66).

Imagery|Da

Figure 65 : Vue aérienne de |'atoll de Tetiaroa (A), du motu Rimatu’u (B) et du motu Oroatera (C). Les
points jaunes représentent chaque individu dont des feuilles ont été collectées, © Google Earth.

139



Chapitre 4 — Détermination des conditions optimales de production d’un extrait
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Figure 66 : Echantillonnage des feuilles d’H. foertherianum sur I'atoll de Tetiaroa. L pour lagon,
O pour océan et W pour exposé aux vents, N pour abrité des vents. Les individus dont les feuilles ont
été collectées en lot pour la variabilité inter-individus sont représentés en vert et ceux dont les
feuilles ont été collectées en tant que réplicats intra-individus sont illustrés en gris.

Au total, les feuilles de dix individus de chaque modalité ont été collectées sur deux motu de
Tetiaroa, le motu Rimatu’u et le motu Oroatera (figure 65). Sur ces dix individus, les feuilles de trois
d’entre eux ont été collectées séparément pour les analyser en tant que réplicats intra-individus
(n=8). Les feuilles des sept autres ont été collectées groupées (n = 5) pour étudier la variabilité
inter-individus (figure 66 et cf. annexe Ill).

Les feuilles ont été rincées a I'eau distillée puis extraites selon la méthode décrite au

chapitre 3 paragraphe 2.1.
3.2.2. Dosage par CLHP-DAD de I'AR et de I'AC

Les extraits ont été analysés par CLHP-DAD selon la méthode décrite au chapitre 3
paragraphe 2.3.

Trente et un extraits de chaque modalité ont été analysés individuellement et des tests
statistiques, réalisés avec le logiciel GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software, San Diego, Californie),
ont été utilisés pour comparer les teneurs en acides rosmarinique et caféique. Afin de déterminer si
les résultats étaient statistiquement différents, un test de normalité a été appliqué avec
Shapiro-Wilk, d’Agostino et Pearson et Kolmogorov-Smirnov. Puis, si la distribution était normale,
une ANOVA a un facteur a été réalisée avec le post-test Dunnett, sinon, le test de Kruskal-Wallis
(post-test Dunn) (Motulsky, 2010) a été réalisé pour comparer la réponse des différentes conditions

testées avec un seuil de significativité a p < 0,05.
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3.2.3. Analyse de I'empreinte chimique des extraits d’H. foertherianum

Les chromatogrammes intégrés des extraits ont été exportés en fichiers * .CSV du logiciel
ChemStation de la CLHP-DAD a cinqg longueurs d’onde (225, 254, 280, 320 et 349 nm) afin de
recenser le maximum de composés. Les pics listés correspondant a un composé, i.e. pour lequel un
spectre UV était disponible, ont été vérifiés sur le logiciel pour chaque extrait. Un numéro de pic a
été attribué a chaque temps de rétention par extrait puis assigné a I'ensemble des extraits afin
d’obtenir une numérotation uniforme. Pour chaque pic, la longueur d’onde avec laquelle I'aire
maximale était obtenue a été sélectionnée. Le tableau final des données correspond a la liste des
extraits en fonction des numéros de pic pour une longueur d’onde spécifique. Ces données ont été

analysées au moyen d’analyses multivariées inter-classes.

3.2.4. Analyse de la composition chimique globale

Pour chaque modalité, les extraits des individus, dont les feuilles ont été collectées en lot,
ont été pesés a 2 mg puis regroupés avant d’étre fractionnés (tableau 20) comme spécifiés au
chapitre 3 paragraphe 2.6.1. pour étre analysés en CLHP-DAD d’apres la méthode développée au
chapitre 3 paragraphe 2.3. et ensuite en CLHP-SM/SM au service commun de spectrométrie de

masse de |’'Université Paul Sabatier de Toulouse.

Tableau 20 : Masse des fractions obtenues a partir des extraits d’H. foertherianum pour les modalités
cOté océan abrité (NO) et exposé aux vents (WO) et coté lagon abrité (NL) et exposé aux vents (WL).

Solvant d’élution

Modalités Fractions (% d’ACN) Masse (mg)
F1 10 10,3
WO F2 22 1,6
F3 40 0,5
F1 10 9,9
NO F2 22 3,5
F3 40 0,9
F1 10 6,6
WL F2 22 3,4
F3 40 0,3
F1 10 9,3
NL F2 22 4,3
F3 40 0,4
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3.2.5. Recherche de la présence d’alcaloides pyrrolizidiniques

Pour chaque modalité, les extraits des individus, dont les feuilles ont été collectées en lot,
ont été pesés a 7 mg puis regroupés avant d'étre fractionnés (tableau 21), comme spécifiés au
chapitre 3 paragraphe 2.5.2., pour étre analysés en CLHP-SM/SM au service commun de

spectrométrie de masse de I'Université de Paul Sabatier de Toulouse.

Tableau 21 : Masse des fractions obtenues a partir des extraits d’H. foertherianum pour les modalités
cOté océan abrité (NO) et exposé aux vents (WO) et coté lagon abrité (NL) et exposé aux vents (WL).

Modalités Fractions Solvant d’élution Masse (mg)

F1 HCI 30
WO F2 MeOH 3,4
F3 MeOH/NH; 0,1
F1 HClI 40
NO F2 MeOH 3,9
F3 MeOH/NH; 0,2
F1 HCI 40,5
WL F2 MeOH 6,1
F3 MeOH/NH; 1,2
F1 HClI 40,3
NL F2 MeOH 3,4
F3 MeOH/NH; 0,6

3.2.6. Analyse de quelques ions des extraits d’H. foertherianum

L’analyse des ions Na*, Ca®*, K* et Mg®* a été réalisée grace a un spectrometre d’absorption
atomique Varian AA240 (Agilent, Santa Clara, Californie) avec une flamme air et acétyléne.
Une gamme étalon de chaque ion recherché a été analysée avant le passage des extraits.

Trois extraits de chaque modalité ont été pesés exactement puis regroupés. Pour I'analyse
des ions calcium et magnésium, les extraits ont été dissous dans 50 ml d’eau distillée contenant 10 %
de chlorure de lanthane. Si nécessaire, les solutions ont été diluées dans de I'eau acidifiée a I'acide
chlorhydrique a 0,1 mol/I. Pour I'analyse des ions sodium et potassium, les extraits ont été dissous

dans 50 ml d’eau distillée et les solutions ont été diluées dans de I'eau distillée si nécessaire.

3.2.7. Test sur neuroblastomes de souris

Quatre extraits, un pour chaque modalité, seront testés selon la méthode décrite au

paragraphe 2. du chapitre 2 afin d’évaluer leur activité biologique.
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3.3. Résultats

Les résultats concernant I'analyse de I'empreinte chimique des extraits d’H. foertherianum,
et permettant d’évaluer leurs variations chimiques potentiellement liées aux conditions
environnementales, sont en cours de traitement. De méme, les tests d’activité sur neuroblastomes

de souris, des extraits collectés a différentes modalités, seront réalisés prochainement.

3.3.1. Comparaison des teneurs en AR et en AC en fonction des modalités

Pour I'AR, aucune différence significative n’est observée entre les individus exposés aux vents
et ceux a l'abri des vents mais une différence significative est observée entre les individus qui sont
cOté lagon et ceux qui sont c6té océan. La modalité permettant d’obtenir des extraits ayant la teneur
la plus élevée en AR est celle ou les individus se trouvent coté lagon (figure 67 A).

Pour I’AC, pour les individus se trouvant c6té océan, la différence dans la teneur en AC est
significative entre les individus exposés aux vents et ceux a I'abri des vents, ce qui n’est pas le cas
c6té lagon. En outre, comme pour I’AR, on observe des différences significatives dans les teneurs en

AC entre les individus se trouvant coté lagon par rapport a ceux c6té océan (figure 67 B).
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Figure 67 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) des extraits d’H. foertherianum
préparés a partir de feuilles collectées a différentes stations de I'lle de Tetiaroa. Les échantillons,
pour lesquels une différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un
astérisque de couleur identique (* pour P < 0,05; ** pour P < 0,01; *** pour P < 0,001). Les
graphiques représentent la médiane encadrée du 1% et 3™ quartile avec les valeurs minimum et
maximum.
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3.3.2. Composition chimique globale

Les profils obtenus en CLHP-DAD, des extraits regroupés provenant des modalités NO, WO,
NL et WL (figure 68), permettent d’orienter le choix des conditions d’analyses en CLHP-SM/SM.
Une comparaison de la composition chimique des extraits par rapport a celle de I'extrait étudié au
chapitre précédent sera réalisable grace a ces analyses complémentaires. De plus, des informations
supplémentaires a I'empreinte chimique améliorée, réalisée uniquement par CLHP-DAD, pourront
étre obtenues sur les composés présents. Les analyses CLHP-SM/SM concernant la composition
chimique des extraits et la vérification de leur absence d’APs seront réalisées prochainement.

De maniere globale, I'intensité de I'absorbance, relative a leur teneur, de I'ensemble des
composés représentés sur les chromatogrammes des modalités coté océan/abrité des vents (NO) et
coOté lagon/abrité des vents (NL) est plus élevée que sur celles des modalités c6té océan/exposé aux
vents (WO) et coté lagon/exposé aux vents (WL) (figure 68). Les individus abrités des vents semblent

donc produire leurs métabolites secondaires en plus grande quantité que ceux exposés aux vents.

*DADL B, Sig=254,16 Re=400.100
*DADL C, Sig=280,16 Ref=400,100 Extraits NO
*DADL D, Sig=320,16 Ref=400,100
AU
0]

175+

144



Chapitre 4 — Détermination des conditions optimales de production d’un extrait
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Figure 68 : Chromatogrammes superposés (A = 254 (bleu), 280 (rouge) et 320 (vert) nm), temps (min)
en fonction de I'absorbance (mAU), d’extraits d’H. foertherianum regroupés et obtenus a partir de
feuilles sénescentes collectées sur des individus coté océan abrités des vents (NO) et exposés aux
vents (WO) et c6té lagon abrités des vents (NL) et exposés aux vents (WL).

Les extraits, regroupés par modalité, ont aussi été analysés par spectrométrie d’absorption
atomique pour leurs teneurs en ions calcium, sodium, magnésium et potassium. Parmi ces quatre
ions, les ions sodium sont majoritaires et les ions potassium sont ceux présents en plus faible
guantité. De maniere générale, les teneurs en ions sont plus importantes pour les échantillons
collectés du c6té exposés aux vents sauf pour les ions potassium. On observe aussi une différence de
la teneur en ions entre les échantillons prélevés c6té lagon et ceux coté océan. Seuls les ions sodium
sont présents de fagon plus importante dans les échantillons prélevés co6té océan que dans ceux

prélevés coté lagon (tableau 22).

Tableau 22: Teneurs en ions calcium, magnésium, sodium et potassium des extraits
d’'H. foertherianum obtenus a partir de feuilles sénescentes collectées sur des individus, c6té océan
(NO) et exposés aux vents (WO) et coté lagon (NL) et exposés aux vents (WL), de I'lle de Tetiaroa.

Concentration des ions (mg/g d'extrait)

il o we wx
NO 11,2 53 32,4 5,9
NL 11,0 7,3 23,8 7,4
WL 19,3 16,8 35,9 5,4
WO 13,8 7,1 65,8 2,1

Moyenne + EC° 13,8 +£3,9 9,1+£5,2 39,5+18,3 52+2,2

% EC est I'écart-type.
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4. Etude des parametres de collecte, d’extraction et de conservation des feuilles et des extraits

4.1. Introduction

Dans la perspective de la mise en place d’une production industrielle de [Iextrait
d’'H. foertherianum, il était nécessaire d’identifier les contraintes locales et les besoins a chaque
étape. Tout d’abord, au niveau de la collecte des feuilles, les iles seront sélectionnées parmi celles de
I'archipel des Tuamotu en Polynésie francaise. Il faudra donc mettre en place des filieres de collecte
sur place et envisager des envois réguliers, par avion ou par bateau, sur Tahiti ou I'entreprise
Pacific Biotech est implantée. Il était donc indispensable de déterminer (1) la période de I'année la
plus propice aux collectes, le type de feuilles a collecter et (2) leur mode de conservation avant
I’extraction, qui pourra se faire soit sur la zone de collecte soit a Tahiti (figure 69). Ensuite, il était
nécessaire de déterminer (3) le mode d’extraction le plus adapté pour obtenir la quantité la plus
importante en principes actifs. Enfin, (5) les modes de conservation de [I’extrait avant le

conditionnement et (4) du filtrat devaient également étre précisés (figure 69).

Collecte du
et (1)
matériel végétal

l

Conservation du (2)
matériel végétal

l

Extraction (3) (4)
Conservation du
H Wit
Séchage
Extrait brut (5)
Conservation de
I'extrait

Conditionnement

Figure 69 : Etapes du processus de production pour lesquelles des paramétres sont a définir.
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4.2. Matériels et méthodes

Pour le suivi saisonnier de la composition chimique d’H. foertherianum, les feuilles
sénescentes d’un pied situé a Arue (Tahiti) ont été collectées tous les deux mois. De novembre 2011
a septembre 2012, les feuilles ont été collectées en lots de 5 feuilles et de novembre 2012 a

septembre 2013 en triplicats de 2 feuilles (cf. annexe V).

Pour I'étude des paramétres de collecte, la variabilité intra-individu a été étudiée, pour cela
des feuilles correspondant a différents stades de maturation (matures : vertes, sénescentes : jaunies
et sénescentes tombées au sol : marrons) et a différentes tailles (petite : 14,4 + 1,1 cm (longueur) et
6,0 £ 0,5 cm (largeur) ; moyenne : 18,4 + 1,8 cmet 7,1 £ 0,7 cm ; grande : 25,7 + 1,9 cm et 10,2
0,6 cm) ont été collectées en mars 2012 sur un pied situé a Afaahiti, Presqu’ile de Tahiti.

Des feuilles sénescentes ont aussi été collectées pour I'étude du mode de conservation du
matériel végétal avant extraction (3 jours ou 7 jours séchées a température ambiante i.e. 30°C) et de
la stabilité de I'extrait (stocké dans le noir et a température ambiante avant analyse) (cf. annexe IV et
tableau 23).

Les feuilles sénescentes utilisées pour I'étude (a) de la conservation du filtrat (3 jours a
température ambiante ou a 4°C), i.e. de I'extrait avant lyophilisation, (b) du type d’extraction
(décoction, infusion ou macération aqueuse) et (c) de la conservation du matériel végétal (-80°C,
-20°C ou 4°C) ont toutes été collectées sur le méme pied mais en décembre 2012 (cf. annexe IV et
tableau 23).

Enfin, la décoction a aussi été comparée a la macération dans de I’éthanol 60° pendant une
semaine et a une extraction a reflux dans de I'’éthanol a 60° pendant 30 min. Pour chaque méthode
d’extraction, deux feuilles sénescentes ont été collectées sur un pied situé a Arue (Tahiti) en

septembre 2013 (cf. annexe IV et tableau 23).

Dans le but d’évaluer I'impact de la lyophilisation sur les teneurs en AR et en AC de I'extrait,
des feuilles sénescentes lyophilisées, rapidement apres la collecte, de quatre fles de
Polynésie francgaise (HfMat1111, HfTa41lc, HfTil111 et HfA312) ont été stockées a 4°C dans un

sachet hermétique avant leur extraction et leur analyse (cf. chap. 3 tableau 9).

La préparation des extraits a été effectuée comme décrite dans le paragraphe 2.1. du
chapitre 3, leur analyse par CLHP-DAD comme indiquée dans le paragraphe 2.3. du chapitre 3 et
leurs teneurs en AR et en AC ont été calculées selon la méthode décrite au paragraphe 3.2.

du chapitre 3.
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Tableau 23 : Récapitulatif des parametres étudiés pour les étapes du processus de production.

Etape Paramétres Date de collecte Lieu de collecte

(1) Collecte du matériel végétal maturation 19/03/2012 Presqu’ile de Tahiti

taille 19/03/2012 Presqu’ile de Tahiti

(2) Conservation du matériel végétal séchage 19/03/2012 Presqu’ile de Tabhiti

congélation 04/12/2012 Presqu’ile de Tahiti

lyophilisation cf. chap. 3 tableau 9 cf. chap. 3 tableau 9

(3) Extraction aqueuse 04/12/2012 Presqu’ile de Tahiti
éthanolique 09/09/2013 Tahiti

(4) Conservation du filtrat température 04/12/2012 Presqu’ile de Tahiti

(5) Conservation de I'extrait stockage 19/03/2012 Presqu’ile de Tahiti

Quatre extraits ou cing feuilles au minimum ont été analysés indépendamment pour chaque
condition et des tests statistiques, réalisés avec le logiciel GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software,
San Diego, Californie) ont été utilisés pour comparer les résultats obtenus. Afin de déterminer si les
résultats étaient statistiquement différents, un test de normalité a été appliqué avec Shapiro-Wilk,
d’Agostino et Pearson et Kolmogorov-Smirnov. Puis, si la distribution était normale, une ANOVA a un
facteur a été réalisée avec le post-test Dunnett, sinon le test de Kruskal-Wallis (post-test Dunn)
(Motulsky, 2010) a été réalisé pour comparer la réponse des différentes conditions testées avec un
seuil de significativité a p < 0,05.

Pour la comparaison des extraits provenant de feuilles lyophilisées et de feuilles fraiches,
I"analyse statistique a été réalisée avec le test de Student si les distributions suivaient une loi normale
ou avec le test de Wilcoxon (Motulsky, 2010) si elles ne suivaient pas une loi normale. Le seuil de

significativité retenu est p < 0,05 de maniere bilatérale.

4.3. Résultats

4.3.1. Suivi saisonnier des teneurs en AR et en AC des extraits

Le suivi de la teneur en AR sur deux ans de I'extrait de feuilles d’un pied d’H. foertherianum
de Tahiti (figure 70 A) a montré que la production en AR n’était pas significativement différente de
mars a novembre, avec une moyenne sur 2 ans de 9,8 mg/g + 3,2 mg/g. Cependant, une chute de la
production en janvier a été observée avec des teneurs retrouvées dans les feuilles a moins de 5 mg/g
d’extrait. La production d’AC a été constante tout au long de I'année avec une moyenne de
0,15 mg/g + 0,05 mg/g (figure 70 B). Les teneurs en AR et en AC ne semblaient pas étre corrélées
avec la température ambiante ni avec I'humidité relative (moyennes mensuelles relevées a Faa’a
(Tahiti), d’apres le département des sciences atmosphériques de ['université du Wyoming,

<weather.uwyo.edu/upperair/sounding.html>) (figure 70 A et B).
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Figure 70 : Suivi saisonnier sur 2 ans des teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B)
des extraits d’H. foertherianum. En gris sont représentés les échantillons collectés de novembre 2011
a septembre 2012 et en noir ceux de novembre 2012 a septembre 2013. Les échantillons, pour
lesquels une différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un
astérisque de couleur identique (* pour P <0,05 ; ** pour P <0,01 ; *** pour P <0,001).

4.3.2. Maturation et dimension des feuilles a la collecte

La teneur en AC de I'extrait d’H. foertherianum était constante quelque soit la maturité de la
feuille utilisée pour la décoction (figure 71 B). En revanche, la teneur en AR de [I'extrait
d’H. foertherianum de feuilles sénescentes tombées au sol était significativement différente, environ

6 fois plus faible, de celle des feuilles matures et sénescentes (figure 71 A).
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Figure 71 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) des extraits d’H. foertherianum
préparés a partir de feuilles matures, sénescentes et sénescentes tombées au sol. Les échantillons,
pour lesquels une différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un
astérisque de couleur identique (* pour P <0,05; ** pour P <0,01 ; *** pour P <0,001). La moyenne

* I"écart-type est représentée.
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La taille des feuilles sénescentes collectées n’a pas eu d’influence sur la teneur en AR des
extraits (figure 72 A). En revanche, la teneur en AC dans les moyennes et grandes feuilles était

significativement plus élevée que dans les petites feuilles (figure 72 B).
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Figure 72 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) des extraits d’H. foertherianum
préparés a partir de feuilles sénescentes de petite, moyenne et grande taille. Les échantillons, pour
lesquels une différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un
astérisque de couleur identique (* pour P <0,05; ** pour P <0,01 ; *** pour P <0,001). La moyenne
+ "écart-type est représentée.

4.3.3. Conservation du matériel végétal avant extraction

La différence de teneur en AR entre les feuilles extraites fraiches et les feuilles séchées
pendant 3 ou 7 jours a 30°C avant extraction était significative, la teneur en AR des feuilles extraites
fraiches étant environ 5 a 10 fois plus élevée (figure 73 A). Pour la teneur en AC, aucune différence
significative n’a été observée entre des feuilles extraites fraiches et celles séchées 3 ou 7 jours a 30°C

avant extraction (figure 73 B).

La teneur en AR des feuilles conservées 3 jours a -20°C et a 4°C était significativement
différente, environ 2 fois plus faible, de celle des feuilles extraites immédiatement apres leur
collecte. La conservation a -80°C des feuilles n’a cependant pas eu d’effet sur la teneur en AR (figure
74 A). En revanche, la teneur en AC des feuilles est demeurée constante, quelque soit leur

température de conservation (figure 74 B).
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Figure 73 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) d’extraits d’H. foertherianum
suivant les conditions de séchage des feuilles collectées. Les échantillons, pour lesquels une
différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un astérisque de
couleur identique (* pour P <0,05 ; ** pour P £0,01 ; *** pour P <0,001). La moyenne * I'écart-type
est représentée.
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Figure 74 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) d’extraits d’H. foertherianum
suivant les conditions de conservation au froid des feuilles collectées. Les échantillons, pour lesquels
une différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un astérisque de
couleur identique (* pour P <0,05 ; ** pour P £0,01 ; *** pour P <£0,001). La moyenne * |'écart-type
est représentée.

La différence de teneurs en AR et en AC entre des feuilles fraiches préparées en décoction et
des feuilles préalablement lyophilisées n’était pas significative (figure 75 A et B). Cependant, une
diminution de la teneur en AR dans les feuilles lyophilisées a tout de méme pu étre notée

(figure 75 A).
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Figure 75 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) d’extraits d’H. foertherianum
de feuilles fraiches ou lyophilisées avant leur extraction. La moyenne + I'écart-type est représentée.

4.3.4. Comparaison des méthodes d’extraction

La méthode d’extraction des feuilles permettant d’obtenir les teneurs les plus élevées a la
fois en AR et en AC était la décoction aqueuse. Par comparaison, I'infusion et la macération aqueuses
n’ont permis d’obtenir que de faibles quantités, soit environ dix fois moins que les teneurs obtenues

par décoction (figure 76).

= A
g ok ok %" B
ook e
9 10+ . £ 0.3q
-nun o Aok
' & -]
[ ]
T . ? .
g i
g 6 )
£ 6 3 °
— —
@ o .
L ]
E a4 . 8
2 L 0.1
[ Hokok ook G *kk
g 21 c
® ] A 5 deokok -
; o Sl o
Q =1 -1
‘5 0 T T 1 2 g 0.0 T e
o 7]
c & & & o o o
3 é'\o S’\o é_\o - (}-‘0 &\o é}o
O & ¢ O & ¢
2 N Py G2 N 2~
Q K Q KL

Figure 76 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) des extraits d’H. foertherianum
suivant les conditions d’extraction des feuilles collectées. Les échantillons, pour lesquels une
différence significative de teneurs est observée (p < 0,05), sont indiqués avec un astérisque de
couleur identique (* pour P 0,05 ; ** pour P £0,01 ; *** pour P <£0,001). La moyenne * |'écart-type
est représentée.
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Comparée a la macération dans de l'alcool (72,6 mg d’AR/g d’extrait) ou a I'extraction
alcoolique par reflux (69,9 mg/g), c’est la décoction aqueuse des feuilles qui a permis d’obtenir la
teneur la plus élevée en AR (111,5 mg/g). Visuellement, les chromatogrammes obtenus pour ces
différentes méthodes d’extraction ne présentent pas de différences notables aux 4 longueurs d’onde
d’analyse mis a part pour le pic de I’AR et des composés aux temps de rétention 16,9 min, 17,4 min
(identifié dans le chap. 3 parag. 3.5. comme l|’acide salvianolique A) et 24,8 min (identifié comme
I'acide isosalvianolique C) qui sont présents en quantité plus importante dans I'extrait obtenu par

décoction (figure 77).

*DADL D, Sig=320,16 Ref=400,100
*DADL D, Sig=320,16 Ref=400,100
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Figure 77 : Chromatogrammes superposés (A = 320 nm), temps (min) en fonction de I'absorbance
(mAU), d’extraits d’H. foertherianum obtenus par décoction (bleu), par macération dans de I’éthanol
a 60° (rouge) et par reflux (vert).

4.3.5. Conservation du filtrat et du lyophilisat

Les teneurs en AR et en AC de l'extrait d’H. foertherianum avant lyophilisation ont été
comparées aux teneurs obtenues aprés une conservation du filtrat 3 jours a température ambiante
ou a 4°C et aux teneurs du filtrat lyophilisé. Les résultats obtenus indiquent que le filtrat peut se
conserver indifféremment a 4°C ou a température ambiante pendant 3 jours, sans que ses teneurs en
principes actifs en soient modifiées. De méme, la lyophilisation n’a pas non plus eu d'impact majeur

sur les teneurs en AR et en AC (figure 78).
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Figure 78 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) des extraits d’H. foertherianum
suivant les conditions de conservation du filtrat. La moyenne % I'écart-type est représentée.

L'extrait d’H. foertherianum (n = 5) a été analysé par CLHP-DAD a intervalles réguliers (7 fois)
pendant plus de sept mois : ses teneurs en principes actifs se sont avérées stables sur toute cette

période (figure 79).
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Figure 79 : Teneurs en acide rosmarinique (A) et en acide caféique (B) d’extraits d’H. foertherianum
suivant la durée de conservation du lyophilisat a I'abri de la lumiére et a 27°C. La moyenne %
I’écart-type est représentée.
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5. Discussion

Traditionnellement, il est fait mention de I'utilisation des feuilles sénescentes ou de I'écorce
d’H. foertherianum comme remeéde contre le syndrome ciguatérique (Laurent et Amade, 1992).
Aujourd’hui, H. foertherianum a un statut UICN d’espéce a faible risque et a faible préoccupation,
i.e. de préoccupation mineure quant a la diminution de son aire de répartition ou du nombre de
ses individus (World Conservation Monitoring Centre, 1998). Le travail de these de Kumar-Roiné
(2009) apermis de tester l'activité biologique des feuilles sénescentes et de I'écorce
d’H. foertherianum mais, pour la présente étude, nous avons choisi d’étudier le reméde a base de
feuilles, qui s’était montré le plus actif, ce qui permet aussi de ne pas mettre en danger la ressource.

Les premiers résultats de I'étude réalisée a Tetiaroa, pour la sélection des zones de collecte a
I’échelle d’un atoll, montrent des différences de teneurs en principes actifs suivant les modalités
(coté océan contre coté lagon et exposé aux vents contre abrité des vents). Ces différences doivent
maintenant étre vérifiées sur I'ensemble des composés présents dans I'extrait, et pouvant participer
a son activité biologique, grace aux analyses statistiques réalisées a partir des empreintes chimiques.
L'impact des stress environnementaux sur les voies de biosynthése des métabolites secondaires chez
les plantes est connu. Plusieurs études, notamment en Chine, rapportent les différences de
composition chimique de plantes collectées dans différentes régions (Tong et al., 2008 ; Zhang et al.,
2008 ; Zhang et al., 2011) mais les facteurs environnementaux impliqués ne sont pas vraiment
définis.

Au cours de notre étude, des différences entre les teneurs en ions des extraits ont aussi été
observées selon leurs zones de collecte. Les résultats sont globalement comparables a ceux obtenus
sur un extrait de Nouvelle-Calédonie car les proportions des teneurs des différents ions sont
similaires. Dans les deux cas, la présence des ions sodium est majoritaire alors que les ions potassium
sont ceux présents en plus faible quantité. En effet, les analyses des principaux ions présents dans un
extrait d’H. foertherianum de Nouvelle-Calédonie ont révélé des teneurs en ions calcium de
26,4 mg/g d’extrait, en ions magnésium de 3,7 mg/g, en ions sodium de 33,2 mg/g et en
ions potassium de 1,7 mg/g (com. pers. Kumar-Roiné).

Des études sur le vin (Frias et al., 2001) ou le miel (Gonzéales Paramas et al., 2000) montrent
gu’il est possible de classifier les échantillons en fonction de leur région d’origine suivant leurs
teneurs en ions. De méme, chez Arabidopsis thaliana la teneur en ions sodium varie entre 329 et
4868 mg/kg selon son lieu de collecte (Baxter et al., 2010). Chez I'halophyte Atriplex griffithii
var. stocksii, on observe que plus la plante est en milieu salin (concentration élevée en NacCl), plus la
quantité d’ions sodium accumulée dans les feuilles est élevée alors que les quantités d’ions

potassium, magnésium et calcium diminuent. La plupart des halophytes utilise I'accumulation
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contrblée et la séquestration des ions inorganiques comme un mécanisme de base pour ajuster le
potentiel osmotique de leur tissus internes a la salinité extérieure. En général les ions potassium sont
accumulés en réponse a la faible humidité du sol et les ions sodium sont accumulés sous des
conditions salines (Khan et al., 2000). Les fortes valeurs des teneurs en ions sodium, relevées chez
H. foertherianum pour la modalité « exposé aux vents et c6té océan », concordent avec le
développement des individus en milieu salin et correspondent aux plus faibles teneurs en principes
actifs. Au contraire, chez le soja en culture, le stress provoqué par les sels induit une augmentation
de la teneur en acide caféique (Lu et al., 2013).

Aucune tendance particuliére relative a la variation de la production d’AR et d’AC par
H. foertherianum selon la saison de collecte n’a été observée. Les résultats ne semblent pas étre
corrélés avec les températures et ’humidité relative enregistrées sur Tahiti ce qui correspondrait a la
phénologie d’H. foertherianum qui produit des fruits et des fleurs toute I'année. Afin d’assurer la
production d’un extrait de qualité d’H. foertherianum contenant la teneur la plus élevée en AR, et
étant donné sa diminution au mois de janvier, il serait judicieux de ne pas collecter de feuilles a cette
période de I'année. Il est toutefois a noter que, pour des raisons pratiques, les collectes pour cette
étude ont été réalisées a Tahiti, ile haute, alors que les zones de collecte des feuilles
d’H. foertherianum pour la production d’un extrait seront préférentiellement des atolls des Tuamotu.
Par conséquent, il serait intéressant de conduire une étude saisonniére sur un atoll afin de vérifier si
la production en AR et en AC est aussi quasi-constante tout au long de I'année. A I'inverse, les études
réalisées sur des plantes cultivées en région tempérée montrent une différence marquée dans la
production d’AR entre les saisons. Ainsi chez Melittis melissophyllum L., ou la mélitte a feuilles de
mélisse, la production d’acides phénoliques est faible au début de la période végétative de la plante
puis augmente durant |'été jusqu’a atteindre un maximum a la fin du cycle phénologique
(Skrzypczak-Pietraszek et Pietraszek, 2012). Chez Mentha spicata L. (menthe verte) et
Mentha piperita L. (menthe poivrée), la récolte doit se faire pendant la phase végétative, avant la
floraison, pour obtenir une teneur maximale en AR (Fletcher et al., 2010). L’exposition a la chaleur
semble étre, pour la menthe verte, un stress qui entraine une diminution de la quantité d’AR,
potentiellement due a un changement d’activité biologique pour les enzymes le synthétisant et
I’exposition a I'humidité, un critéere nécessaire a sa production a des teneurs élevées (Fletcher et al.,
2005).

La taille des feuilles n’a pas d’influence sur la teneur en AR mais les feuilles de plus grande
taille contiennent plus d’AC. Les feuilles matures ou sénescentes contiennent plus de principes actifs
que les feuilles sénescentes tombées au sol. Traditionnellement, ce sont les feuilles sénescentes
jaunies qui sont utilisées pour le traitement anticiguatérique et leur composition chimique et leur

activité biologique ont été étudiées aux chapitres précédents. Afin d’obtenir un extrait riche en
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principes actifs, d’apres les résultats exposés précédemment, il est donc conseillé de collecter des
feuilles sénescentes de taille moyenne a grande. Del Bafio et al. (2003) ont étudié la variation en AR
dans les feuilles, fleurs et tiges durant la croissance de Rosmarinus officinalis. La teneur en AR a
atteint un maximum lors des premieres périodes de croissance des feuilles (2,5 % du poids sec) puis
diminué d’un facteur 5. Elle s’est ensuite stabilisée jusqu’a la floraison pour diminuer ensuite d’au
moins encore un facteur 2.

Apres la collecte, le mode de conservation des feuilles avant leur utilisation peut s’avérer
critique. En effet, il peut affecter la qualité des plantes en altérant leur composition chimique.
Le séchage est utile puisqu’il permet de limiter la croissance et la reproduction de micro-organismes
et de réduire le poids de la matiere premiére pour un transport et un stockage moins colteux (Lin et
al., 2011). Il permet aussi de limiter les réactions enzymatiques qui nécessitent des molécules d’eau
mais peut induire une dégradation des composés thermolabiles (Keinanen et al., 1996). Dans cette
étude, nous avons observé que la teneur en AC des extraits n’était pas modifiée en fonction de la
nature des feuilles extraites (fraiches ou séches). Par contre, pour I’AR, les feuilles collectées doivent
étre extraites le plus rapidement possible. En effet, plus les feuilles sont laissées a sécher a 30°C, plus
la teneur en AR diminue. Plusieurs études s’intéressent a la modification de la composition chimique
des plantes lors de l'étape de séchage. Il a été montré, chez la menthe, le romarin et
Echinacea purpurea (L.) Moench, que la température de séchage était un parameétre important et
que plus la température était élevée, plus on observait de dégradations de composés (Fletcher et al.,
2005 ; Lin et al., 2011 ; Mulinacci et al., 2011). Cette dégradation peut s’expliquer par le fait que la
chaleur est un facteur de stress auquel les tissus vont répondre par la mobilisation des composés
phénoliques disponibles afin de contrer ce stress, d’ol une diminution globale de la teneur en AR par
exemple (Fletcher et al., 2005). Les enzymes polyphénol oxydases et peroxydases sont impliquées
dans cette dégradation et peuvent étre inactivées par une opération de blanchiment a haute
température (Lin et al., 2012).

Une autre méthode éventuelle de conservation des feuilles avant leur extraction est la
conservation au froid. Elle serait envisageable dans le cas ou les feuilles ne pourraient pas étre
extraites sur le lieu de collecte et devraient étre transportées jusqu’a Tahiti et conservées avant leur
extraction. Pour la teneur en AC, nous n’avons pas observé de changement entre les feuilles
conservées a -80°C, -20°C et 4°C alors que pour la teneur en AR, seule la congélation a -80°C permet
de la maintenir au niveau de celle des feuilles fraiches. Des observations similaires ont été rapportées
chez d’autres plantes avec toutefois des résultats variables suivant le type de molécules présentes
(Chung et al., 2012). Chez le romarin, les feuilles congelées ont aussi une teneur plus faible en AR que
dans les feuilles fraiches. L’hypothése avancée est que les enzymes endogénes, pendant et aprés la

décongélation, oxydent les deux groupements catéchol de I’AR (Mulinacci et al., 2011). Santos et al.
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(2014) ont montré qu’un stockage réfrigéré a 3°C de 10 jours induisait une diminution de la
concentration des acides hydroxycinnamiques dans la roquette sauvage, la moutarde rouge et plus
particulierement de I’AR dans la menthe. Une alternative au séchage ou a la congélation peut étre la
lyophilisation qui préserve généralement bien la composition chimique des plantes pour quelques
mois (Fletcher et al., 2005 ; Lin et al., 2011 ; Mulinacci et al., 2011). Notre étude n’a pas montré
d’incidence de la lyophilisation des feuilles sur les teneurs en AR et en AC des extraits
d’H. foertherianum. Cependant, Lin et al. (2011) ont noté, pour un stockage au-dela de trois mois,
une diminution de la quantité des dérivés d’AC chez Echinacea purpurea, qui peut étre due a la
polyphénol oxydase. La technique de lyophilisation a aussi un co(t beaucoup plus élevé que les
séchages a froid ou a chaud (Lin et al., 2011) et apparait comme non réalisable économiquement sur
les différents sites de collecte. De plus, ses effets sur les divers constituants des plantes restent a
étudier (Abascal et al., 2005).

En ce qui concerne l'extraction des feuilles d’H. foertherianum, la décoction, utilisée
traditionnellement, a permis d’obtenir les teneurs les plus élevées en AR et en AC et les extraits
obtenus ne contenaient pas d’alcaloides pyrrolizidiniques en quantité détectable (cf. chap. 3
parag. 3.4.). Des essais ont été réalisés avec des extractions hydro-alcooliques en vue d’améliorer la
conservation du filtrat et de faciliter I'étape de séchage de I'extrait. Les profils obtenus par
chromatographie liquide sont a priori les mémes que pour la décoction aqueuse, cependant d’autres
molécules peuvent potentiellement étre extraites et leur innocuité nécessite d’étre vérifiée.
Mulinacci et al. (2011) ont montré qu’une extraction a 100 % d’éthanol extrayait une quantité plus
importante d’AR des feuilles de romarin qu’une extraction hydro-alcoolique (50 : 50). Cependant,
selon la plante utilisée et les molécules d’intérét recherchées, la composition des solvants
d’extraction variera.

Dans le cas ou une extraction directement sur le lieu de collecte serait envisagée, le filtrat
devra étre conservé avant et pendant son transport sur Tahiti. Le filtrat peut étre conservé, sans
modification de ses teneurs en principes actifs, au moins 3 jours a température ambiante ou a 4°C et
sa lyophilisation n’a pas non plus de conséquence notable sur les teneurs en principes actifs de
I’extrait. Lextrait lyophilisé est stable au minimum sept mois a température ambiante et a I'abri de la

lumiere.

6. Etapes envisagées pour la production d’extraits d’H. foertherianum

Différents rapports de I'OMS (Good manufacturing practices for herbal medicines), de la FDA
(Guidance for industry: Botanical drug products), de I'EMA (Herbal medicinal products) et de la

Commission européenne (Good manufacturing practice: Medicinal products for human and
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veterinary use) ont émis des recommandations quant aux bonnes pratiques relatives a chaque étape
de la production de produits dérivés des plantes médicinales (EMA, 1998 ; FDA, 2004 ; OMS, 2007 ;
Commission européenne, 2008).

L’avantage de collecter des plantes sauvages, et non cultivées, est de limiter les dépenses
liées aux infrastructures de culture. Le probléme principal avec ce type de collecte est le risque de
substitution par une autre plante morphologiqguement proche (Lubbe et Verpoorte, 2011).
H. foertherianum est, de par la morphologie de ses individus, facilement reconnaissable mais une
vérification de l'identité des individus avant la collecte de leurs feuilles serait nécessaire.
L'inconvénient d’une extraction des feuilles sur le lieu de collecte, puis d’un envoi du filtrat sur Tahiti
a Pacific Biotech, est que la vérification de I'identification des feuilles utilisées ne sera plus possible.
Dans le cas ol plusieurs zones de collecte seraient envisagées, une centralisation de toutes les
feuilles sur le lieu d’extraction sera indispensable pour garantir un contréle qualité de la matiere
premiere. Par ailleurs, les conditions d’hygiéne pendant la collecte et le traitement de la plante
doivent permettre d’éviter les contaminations, bactériennes par exemple (Lubbe et Verpoorte,
2011). Les contaminants peuvent aussi étre de type chimique comme les métaux lourds ou les
pesticides, ce qui implique de mettre en place un contréle qualité sur la chaine de production
(Mosihuzzaman et Choudhary, 2008).

En ce qui concerne la collecte des feuilles d’H. foertherianum, il reste a déterminer la
qguantité de feuilles potentiellement collectable par pied et donc la quantité d’extraits productibles
pour une zone de collecte contenant un nombre d’individus donné. On sait déja d’apres notre étude
qgue 100 g de feuilles donnent 4,3 g + 1,2 g d’extrait (cf. chap. 3) et que les teneurs en AR et en AC
oscillent respectivement entre 0,7 et 164 mg/g d’extrait et 0 et 6 mg/g d’extrait suivant le lieu de
collecte.

Aprés la collecte, les feuilles d’H. foertherianum, aprés lavage, devront étre extraites ou a
défaut congelées le plus rapidement possible avant extraction, afin d’éviter toute dégradation de
leur composition chimique (figure 80).

Différents types d’extraction sont actuellement utilisés en industrie pour la production
d’extraits a base de plantes comme I'extraction Soxhlet ou en réacteur batch comme par exemple la
macération. L’extraction Soxhlet est une méthode d’extraction solide-liquide conventionnelle qui est
aujourd’hui un modele utilisé pour la comparaison de nouvelles méthodes d’extraction alternatives.
Elle se déroule a haute température, ce qui peut entrainer la dégradation des composés chimiques
de la matiére premiere (Wang et Weller, 2006). Les défauts majeurs des méthodes d’extraction
conventionnelles sont les temps d’extraction longs, le co(t élevé des solvants de haute pureté,
I’évaporation nécessaire d’une grande quantité de solvant, et le risque de décomposition thermique

de certains composés (Luque de Castro et Garcia-Ayuso, 1998). Des techniques alternatives ont donc

160



Chapitre 4 — Détermination des conditions optimales de production d’un extrait

été développées, dont I'extraction en fluide supercritique (SFE) qui utilise du dioxyde de carbone,
I’extraction liquide sous pression (PLE) aussi appelée extraction accélérée par solvant (ASE), et
I’extraction assistée aux ultrasons (UAE) (Wijngaard et al., 2012). Ces techniques sont considérées
comme « vertes » puisqu’elles correspondent aux standards établis par I’Agence de protection de
I’environnement des Etats-Unis (Azmir et al., 2013). La SFE est utilisée depuis plusieurs années,
notamment pour la préparation industrielle de café décaféiné (Perrut, 2000). Ses avantages sont
entre autres qu’elle s’effectue a température ambiante, que le recyclage et la réutilisation du fluide
supercritique est possible et que la séparation du soluté et du solvant est rapide par dépressurisation
du fluide supercritique (Azmir et al.,, 2013). La PLE est utilisée a de hautes pressions et hautes
températures (Garcia-Salas et al.,, 2010) et, a l'instar de I'extraction Soxhlet, peut conduire a la
dégradation de composés de la matiére premiere. Cependant cette technique est plus rapide et
consomme moins de solvants que I'extraction Soxhlet (Oniszcuk et Hawryl, 2011). Quant a I'UAE,
elle rend plus facile I'extraction des composés organiques et inorganiques de la plante grace a
I’énergie ultrasonore (Herrera et de Castro, 2005), pouvant aussi étre couplée a d’autres méthodes
d’extraction plus conventionnelles telle que I'extraction Soxhlet (Vinatoru, 2001).

L'efficacité de I'extraction dépend aussi du choix des solvants (Wang et Weller, 2006).
L'affinité entre les solvants et le soluté, leur toxicité pour I'environnement et pour 'homme et la
faisabilité financiére doivent étre prises en compte (Azmir et al., 2013). Par exemple, I'extraction de
I’AR a partir de Melissa officinalis L., ou de la mélisse, est plus efficace avec de I'éthanol qu’avec du
méthanol et le solvant idéal est un mélange éthanol-eau en proportion 1: 1 (Penchev et al., 2010).
La difficulté avec I'utilisation de I’eau est que son point d’ébullition est élevé et qu’il est donc difficile
de sécher les extraits obtenus mais son colt est le moins élevé.

Les feuilles d’H. foertherianum étant traditionnellement extraites par décoction, i.e. mises a
bouillir dans de I'eau, I'extraction Soxhlet serait envisageable et ne devrait pas entrainer la
dégradation des composés d’intérét de I'extrait. L'installation d’un extracteur Soxhlet serait aussi
moins colteuse par rapport a celle des nouvelles techniques. Une extraction avec un mélange
éthanol-eau serait préférable si I'extraction Soxhlet est retenue afin de faciliter I'étape de séchage de
I’extrait (figure 80). L'idéal serait quand méme d’extraire les feuilles d’H. foertherianum a I'’eau afin
d’éviter les contraintes industrielles de sécurité lors de I'utilisation de solvants a grande échelle.

Le séchage du filtrat pourra se faire par différentes techniques, largement utilisées dans
I'industrie des plantes, soit par lyophilisation, ce qui permettrait d’utiliser I'eau uniquement comme
solvant d’extraction, soit par séchage sous vide permettant des températures de séchage trés basses
(SPX, 2013).

Les résultats présentés au parag. 4.3.5. ont montré que la lyophilisation du filtrat, issu de la

décoction de feuilles d’H. foertherianum, avait un impact négligeable sur les teneurs en AR et en AC
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de I'extrait. De plus, I'extrait était stable plusieurs mois, de ce fait ces deux techniques de séchage
sont envisageables (figure 80).

Le conditionnement le plus adapté pour les extraits secs d’H. foertherianum semble étre les
gélules ou les sachets-dose dont le contenu est a dissoudre, qui permettent de doser précisément la
guantité d’extrait et, partant, la teneur en principes actifs dans le produit final (figure 80). Il peut
aussi étre envisagé de conditionner I'extrait sous forme d’ampoules, ce qui permettrait d’éviter
|’étape de séchage du filtrat.

La société Pacific Biotech dispose déja d’un lyophilisateur de grandes dimensions, ce qui
éviterait les colts d’investissement pour d’autres appareillages et faciliterait le conditionnement
d’un extrait sec chimiquement stable dans des gélules. Des contraintes supplémentaires se posent
avec la production d’un extrait liquide sous forme d’ampoules, notamment pour sa conservation,
ce qui rajouterait une étape d’autoclavage, de filtration ou de rajout de conservateurs pour

empécher la dégradation des composés et la présence bactérienne.

Feuilles Collecte du
sénescentes matériel végétal

(1)

Analyse de lacomposition

chimique de quelques
h‘ feuilles du lot

Conservation du
matériel végétal

Extraction I (3)

Détermination de la Extrait brut

teneurfinale en principes
actifs par CLHP-DAD ﬁ

Congélation ou
extraction des
feuilles fraiches

(2)

A chaud, aqueuse ou (4)
hydro-alcoolique,

de type Soxhlet

Conservation du 3 jours a température
filtrat

ambiante

(5)
Conservation de
I’extrait

Conditionnement

Figure 80 : Etapes envisagées pour la production d’un extrait d’H. foertherianum.
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Un autre aspect tres important lors de la production d’extraits préparés a partir de plantes
collectées dans la nature, souligné par le Guidelines for Good Agricultural and Wild Collection
Practices for Medicinal and Aromatic Plants (GACP-MAP), est leur tragabilité. Les lots de feuilles
collectées doivent étre étiquetés avec les informations relatives a la collecte et a leur transformation,
et il faut veiller a ce que ce document soit transmis du collecteur au transformateur (EUROPAM,

2010).

7. Conclusion

Des parametres nécessaires a |'élaboration d’une chaine de production d’un extrait
d’H. foertherianum ont été étudiés. Les zones de collecte devront étre choisies attentivement en
fonction des critéres environnementaux tels que la présence des individus c6té lagon ou océan.
L'importance de ces critéres par rapport a I'ensemble des composés chimiques de I'extrait reste
encore a déterminer. Brievement, les feuilles jaunies et de taille moyenne a grande peuvent étre
collectées toute I'année sauf en période chaude et humide. Dans l'idéal, I'extraction, de type
décoction, doit étre réalisée rapidement ou aprés conservation des feuilles a -80°C. Le filtrat peut
étre conservé quelques jours alors que I'extrait lyophilisé peut étre conservé plusieurs mois.

Dans la perspective de la mise en place d’une installation a I’échelle industrielle, des essais au
niveau des étapes d’extraction et de séchage devront étre menés a I'échelle pilote afin de vérifier les

résultats obtenus en laboratoire.
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Les études présentées dans ce manuscrit ont apporté des éléments de réponse dans le cadre
de la perspective de valorisation d’un extrait de feuilles d’H. foertherianum, inspiré d’'un remede
utilisé en médecine traditionnelle du Pacifique.

La zone d’endémie de la ciguatéra, intoxication alimentaire bien connue des populations du
Pacifique, s’étend vers les régions plus tempérées du fait de I'acclimatation des Gambierdiscus spp.,
producteurs des ciguatoxines. Le nombre de cas d’intoxication dans le monde est aujourd’hui estimé
entre 50 000 et 500 000 et ne pourra donc qu’augmenter prochainement. Or il n’existe toujours pas
de traitements satisfaisants pour soigner les personnes intoxiquées. Au vu des nombreux
témoignages positifs des utilisateurs du remeéde et des résultats obtenus lors des recherches
précédentes, I'étude approfondie du remede a base de feuilles sénescentes d’H. foertherianum
s’avérait indispensable.

Nos travaux ont ainsi permis de confirmer [l'activité biologique in vitro de [I'extrait
d’'H. foertherianum ainsi que de ses principes actifs, les acides rosmarinique et caféique.
Leur activité protectrice face aux ciguatoxines a été démontrée sur des cellules neuronales de souris
et humaines et semble provenir d’'une action « détoxifiante » de I'extrait et de ses principes actifs,
qui seraient capables de déloger les ciguatoxines de leur site d’action. L’activité de I’extrait
d’H. foertherianum s’est révélée plus importante que celle de ses principes actifs seuls. Il est vrai que
I'action synergique des composés d’extrait de plante est souvent tenue pour responsable de leur
activité car elle permet leur action sur plusieurs cibles thérapeutiques simultanément. Par ailleurs,
la synthese de molécules de structure chimique proche de I'acide rosmarinique permettrait de
rechercher les candidats-médicaments les plus actifs, mais le colt de développement d’un tel produit
ne permettrait pas une application a court ou moyen terme, contrairement a la valorisation de
I’extrait d’H. foertherianum.

Des études in vivo chez la souris évaluant l|'activité biologique de I'extrait aqueux
d’H. foertherianum sont en cours. Les premiers résultats n’étant pas reproductibles, des expériences
supplémentaires seront conduites. Dans I'idéal, I'étape suivante serait de mener des essais cliniques
notamment dans le but de connaitre la posologie exacte de I'extrait a préparer, pour le moment
basée sur des pratiques traditionnelles. Une dose efficace est en effet difficile a définir avec
les connaissances actuelles puisque nous avons montré que les teneurs en principes actifs variaient
selon la provenance des feuilles collectées. Cependant, la majeure contrainte pour le lancement
d’essais cliniques est les frais a engager par les promoteurs, particulierement concernant les

assurances requises pour obtenir une autorisation auprés de I’ANSM.

164



Conclusion générale et perspectives

La connaissance de la composition chimique de la plante a aussi été renforcée par notre
étude de I'extrait aqueux, inspiré de la préparation traditionnelle des feuilles sénescentes
d’'H. foertherianum par décoction. L’activité biologique de I'extrait dépendant directement de sa
concentration en principes actifs, il était indispensable de se doter d’'une méthode analytique
robuste afin de vérifier leurs teneurs. D’'une part, les composés pouvant participer a I'activité
biologique de I'extrait d’H. foertherianum ont été potentiellement identifiés et d’autre part les
alcaloides pyrrolizidiniques, composés fortement toxiques, ont été recherchés. Des techniques de
CLHP-DAD et CLHP-SM ont donc été utilisées a ces fins. Ces analyses ont révélé la présence de
composés phénoliques et terpéniques connus pour leurs propriétés neuroprotectrices ou
anti-inflammatoires et susceptibles de participer a I'activité biologique de |'extrait dans le traitement
des intoxications ciguatériques. L'innocuité des extraits aqueux a aussi été établie, I'absence
d’alcaloides pyrrolizidiniques dans les extraits concordant avec |'absence de témoignages d’une
éventuelle hépatotoxicité du remede traditionnel.

La grande variabilité des teneurs en principes actifs suggére un effet fort de I’environnement
sur la production des métabolites secondaires d’H. foertherianum ou |'existence d’écotypes, qui
s’expliquerait par I'évolution génétique des plantes disséminées sur les différents archipels de la
Polynésie frangaise. Une étude de type « barcoding moléculaire » permettrait d’étudier
la diversité génétique des individus d’H. foertherianum et de la comparer a la variabilité des teneurs
en principes actifs. Si I'existence d’écotypes ou de variétés d’H. foertherianum et le lien avec
leurs teneurs en principes actifs sont avérés, il sera alors possible de sélectionner ceux dont les
feuilles contiennent le plus de principes actifs. Enfin, la connaissance précise des composés présents
dans I'extrait passera par la confirmation de leur identification réalisée par correspondance avec des
standards commerciaux ou par des techniques spectroscopiques telles que la SM haute résolution et
la RMN. La recherche des alcaloides pyrrolizidiniques dans les jeunes feuilles et matures, et dans
d’autres parties de la plante comme les tiges, I’écorce ou les racines, devra aussi étre considérée afin
de mieux comprendre leur absence dans les feuilles sénescentes.

Dans la perspective de valorisation industrielle de cet extrait de plante, la détermination des
conditions optimales de production a I'échelle du laboratoire était nécessaire. En premier lieu,
al’échelle de la Polynésie frangaise puis a I'échelle d’un atoll, les zones de collecte favorables a la
production d’un extrait, a hautes teneurs en principes actifs et de ce fait actif dans le traitement des
intoxications ciguatériques, ont été déterminées. Ensuite, les parametres de collecte, d’extraction et
de conservation des feuilles et de I'extrait, permettant d’obtenir un extrait a hautes teneurs en
principes actifs, ont été définis. Enfin, une réflexion a été menée sur les possibilités d’installation

relative a la production a I'échelle industrielle d’un extrait d’H. foertherianum.
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La ressource devra étre quantifiée, par comptage ou télédétection, sur les iles choisies pour
la collecte des feuilles sénescentes d’H. foertherianum. Des essais a I'échelle pilote devront aussi étre
menés selon les indications dispensées dans ce manuscrit afin de définir le schéma de production de
I’extrait d’H. foertherianum et de dimensionner les installations. Une possibilité de « filiere tahinu »
pourrait étre envisagée avec l'extraction des feuilles sur le lieu de collecte, puis le filtrat serait

rapatrié sur Tahiti pour conditionner I'extrait sous forme de gélule ou de sachet-dose et pour doser

ses teneurs en principes actifs. Etant donné la variabilité de la teneur en principes actifs dans les
extraits, suivant le lieu de collecte des feuilles d’H. foertherianum, la nécessité d'un extrait
standardisé est avérée.

Un dossier d’autorisation de mise sur le marché pourra étre déposé soit a ’ANSM pour
commercialiser cet extrait en tant que médicament a base de plantes d’usage traditionnel, soit a la
DDCSPP pour commercialiser cet extrait en tant que complément alimentaire. Dans le premier cas, la
rédaction d’'une monographie de I'usage des feuilles sénescentes d’H. foertherianum sera nécessaire.

Au final, ces travaux permettront de mettre a la disposition des populations, touchées par la

ciguatéra, un extrait de plante a faible co(t, dosé en principes actifs et dont I'innocuité soit établie.
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Annexe | : Liste des molécules retrouvées chez Heliotropium, leur formule brute et leur masse.

Groupe . Formule Masse Référence
chimique Nom de la molécule brute moléculaire bibliographique *
1-hydroxy-3-docosanone Cy,H440, 340 Modak et al., 2004
2-éthoxy-4,5-dihydroxybenzaldéhyde CoH1004 182 Lin et al., 1999
acide 2-éthoxy-4,5-dihydroxybenzoique CyH41005 198 Lin et al., 1999
e L S o 0 Uniseta, 20
T o eycohexanel s-arbowats (dérve  du ffomel  CofsOs 346 Undactal, 2008
méthyl 3’-isopentanoyloxy-2’,2’,6’-triméthyl-3H-spiro[1-
benzofurane-2,1’- cyclohexane]-5-carboxylate (dérivé 3 du Cy3H3,05 388 Urzua et al., 2008
filifolinol)
ol EE S I e G0 a8 Uniactol 08
acide 4,7,8-triméthoxy-naphthaléne-2-carboxylique Ci14H1405 262 Kulkarni—él(;;gida etal,
6-hydroxy-5,7-diméthoxy-naphthaléne-2-carbaldéhyde Cy13H1,0, 232 Kulkarni—gl(;w)gida GEl
allantoine C4HgN,O3 158 Lin et al., 1999
acide carrizaloique Cy5H5,05 318 Villarroel et al., 2001
acide curassavique CgH1604 176 Subramanian et al., 1980
filifolinol Cy5H5404 304 Modak et al., 2009a
sénécionate de filifolinyle Cy3H3005 386 Modak et al., 2009b
g monopalmitate de glycérol Ci1gH3504 330 Firdous et al., 2012
(=) N-(1-oxo-octadécyl)glycyl-L-alanglycyl-L-histidyl glycinamide C33HsgNgOg 662 Yeo et al.,, 2011
héliophénanthrone C17H1505 270 Guilet et al., 2008
acide héliotrique, acide héliotrinique CgH1604 176 Singh et al., 2002
héliotropamide C36H36N,04 624 Guntern et al., 2003
héliotropinone A CygH»,04 302 Guntern et al., 2001
héliotropinone B CigH»,04 302 Guntern et al., 2001
homospermidine CgHy1N3 159 Birecka et al., 1984
loliolide C11H1603 196 Erosa-Rejon et al., 2009
myoinositol CgH1,06 180 Ortiz-Andrade et al., 2007
ophiamide A C43HgsNOs 695 Firdous et al., 2012
ophiamide B CagHgsNO4 857 Firdous et al., 2012
pentacosanol CysHs,0 368 Modak et al., 2004
pestalamide B CygH1gN,05 342 Yeo et al., 2011
putrescine C,HuN, 88 Birecka et al., 1984
acide salycilique C;He03 138 Lin et al., 1999
sclérocarpidine Ci6H1306 301 Modak et al., 2009a
spermidine C;HqoN3 145 Birecka et al., 1984
spermine CioH26N4 202 Birecka et al., 1984
sucrose Cy,H,5,041 342 Ortiz-Andrade et al., 2007
3'-acétyltrachélanthamine C17H,9NO5 327 Reina et al., 1998
la-2a-époxy-1B-hydroxyméthyl-8a-pyrrolizidine CgH413NO, 155 Medina et al., 2009
3'-acétylindicine Cy7H,7NOg 341 Ogihara et al., 1997
3'-acétylindicine-N-oxyde Cy7H,7NO; 357 Ogihara et al., 1997
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Alcaloides pyrrolizidiniques

3'-acétylintermédine
3'-acétylrindérine

5'-acétyllasiocarpine

5'-déoxylasiocarpine
7-acétyleuropine

7-angéloylhéliotrine

7-angélylhéliotridine (rivularine)

7-angélylhéliotrine

9-(3'-isovaléryl)viridiflorylrétronécine

amabiline
bovéinine
coromandaline
coromandalinine
curassanécine
curassavine
curassavinine
échimidine
échinatine
europine
floridimine
floridine
floridinine

héleurine

hélibractéatine

hélibractéatinine

hélibractinécine

hélifoline
hélindicine
héliocoromandaline
héliocurassavicine
héliocurassavine
héliocurassavinine
héliospathine
héliospathuline
héliosupine
héliotrine (héliotropine)
héliovicine

héliovinine

héliscabine

ilamine

indicine

Ci7H27NO6
Ci7H27NOg
Cy3H3sNOg
C21H33NOg
CigH29NO;
C21H33NOg
Ci3H19NO3
C21H33NOg
Cy0H33NO6
Ci5HasNO,
C16H23NO6
CisHz7NO,
CisHsNO,
CgH1sNO,
Ci6H29NO,
Ci6H27NO,
Cy0H31NO;
Ci5HsNOs
C16H27NO6
Ci5Hy7NOs
C17H29NOg
Ci5Hy7NOs
Ci6H27NO,

Cy3H21NO,

C13H21N04

C3H15NO3

Ci3H:NO,
CisH23NO,
C15Hy;NO,
CisHp7NO,
Ci6H29NO,
CisHp7NO,
Ci6H27NOs
Ci15H2sNOs
CyH3:NO;
C16H27NOs
Ci5Hy7NO,
CisHsNO,

C13H2:1NO,

C16H27NOs
CISHZSNOS

341
341
453
395
371
395
237
395
383
283
325
285
283
157
299
297
397
299
329
301
343
301
297

255

255

173

255
281
285
285
299
285
313
299
397
313
285
283

255

313
299

Trigo et al., 1993
Trigo et al., 1993
Reina et al., 1995
Shafiee et al., 2002
Reina et al., 1995
Singh et al., 2002
Crowley et Culvenor, 1959
Tosun et Tamer, 2004
Davicino et al., 1988
Roeder et al., 1991
Reina et al., 1998
Roeder et al., 1991
Mohanraj et al., 1982
Mohanraj et al., 1982
Roeder et al., 1991
Mohanraj et al., 1982
Eroksiz et al., 2001
Crowley et Culvenor, 1959
O'Dowd et Edgar, 1989
Reina et al., 1997
Reina et al., 1997
Reina et al., 1997
Tosun et Tamer, 2004

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1995

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1995

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1994

Mohanraj et al., 1981
Souza et al., 2005
Mohanraj et al., 1982
Mohanraj et al., 1982
Mohanraj et al., 1982
Mohanraj et al., 1982
Roeder et al., 1991
Roeder et al., 1991
Crowley et Culvenor, 1959
Pandey et al., 1982
Roeder et al., 1991
Mohanraj et al., 1982

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1995

Farsam et al., 2000
Ogihara et al., 1997
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Flavonoides

indicine-N-oxyde
intermédine
lasiocarpine
lindélofidine
lycopsamine

mégalanthonine

morifoline

rétronécine

rindérine
strigosine
subulacine
supinidine
supinine
tournefortine A
tournefortine B
trachélanthamidine
trachélanthyl-7-angélylhéliotridine
transalpinécine
viridofloryl-7-angélylhéliotridine
3-méthylgalangine
3,5-dihydroxy-7,3',4',5'-tetraméthoxyflavone
3,7-diméthylgalangine
5,4-dihydroxy-7,3',5'-triméthoxyflavanone
5-hydroxy-7,3',4',5'- tétraméthoxyflavanone
7,3'-diméthylériodictyol
7-0-méthylériodictyol (stérubine)
7-0-B-D glucoside de lutéoline
3-0-B-glucoside de quercétine
3-0-B-D-glucoside de kaempférol
alpinone
ayanine
flavonoide 1 (2-(3,4-dihydroxyphényl)-5-hydroxy-7-méthoxy-4H-
chromén-4-one)
flavonoide 2 (5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-3-
méthoxy-4H-chromén-4-one) desméthoxytaureidine
flavonoide 4 (3,7,3’-triméthylquercétine)
flavonoide 5 (5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-méthoxyphényl)-4H-
chromén-4-one)
flavonoide 6 (5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphényl)-4H-chromén-4-
one)
flavonoide 7 (acétate de 5,7-dihydroxy-4-oxo-2-phényl-4H-
chromén-3-yl)
flavonoide 8 (5,7-dihydroxy-2-phényl-4H-chromén-4-one) chrysine
galangine
kaempférol
kumatakénine

naringénine

CisHsNOg
Ci15HasNOs
Cy1H33NO;
CgHisNO
CisHsNOs
CisH7NOs
CisHsNOs

CgH13NO,

Ci5H2sNOs
C1aH2sNO,
CgH13NO,
CeH1sNO
Ci5HsNO,
CisH7NOs
Ci5H27NOs
CgHsNO
Cy0H31NO6
CgH1sNO;
Cy0H31NO6
Ci6H120s5
Ci9H150s
Ci7H140s5
CigH1507
CioH2007
C17H1606
Ci6H1406
C2H20011
Cy1H20012
C2H20011
Ci6H140s
CigH1607

C16H1206

C17H14O7
C18Hl607

C16H1206

Cy5H1005

C17H1206
C15H1004
CisH100s
CisH1006
C17H1406
CisH120s

315
299
411
141
299
301
299

155

299
271
155
139
283
301
301
141
381
173
381
284
374
298
346
360
316
302
448
464
448
286
344

300

330

344

300

270

312
254
270
286
314
272

Ogihara et al., 1997
Trigo et al., 1993
O’Dowd et Edgar, 1989
Dash et Abdullah, 2013
Roeder et al., 1991
Reina et al., 1998
Roque-Albelo et al., 2002

Lakshmanan et
Shanmugasundaram,
1994

Trigo et al., 1993
Mattocks, 1964
Singh et al., 2002
Dash et Abdullah, 2013
Crowley et Culvenor, 1955
Roque-Albelo et al., 2002
Roque-Albelo et al., 2002
Davicino et al., 1988
Schoental et al., 1970
Medina et al., 2009
Schoental et al., 1970
Modak et al., 2004
Urzla et al., 2000
Urzda et al., 1993
Urzla et al., 2000
Urzda et al., 2000
Urzla et al., 1993
Modak et al., 2012
Kagan, 1968
Wu et Inoue, 1996
Wu et Inoue, 1996
Urzda et al., 2000
Urzla et al., 1993

Modak et al., 2005

Modak et al., 2005
Modak et al., 2005

Modak et al., 2005

Modak et al., 2005

Modak et al., 2005
Modak et al., 2005
Urzla et al., 1993
Ogihara et al., 2012
Urzla et al., 1993
Modak et al., 2004
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Composés phénoliques

Stérols

Terpenes

pinocembrine
rhamnocitrine (kaempférol 7-O-méthyléther)
sakuranétine
acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)lactique
3,4-dihydroxybenzoate de méthyle
4-(3',5'-dihydroxynonadécyl)phénol
4-méthoxy-3-[(2)-7’-méthyl-3’-hydroxyméthyl-2’,6’-octa-
diényl]phénol
caféate de méthyle
acide caféique
dopacétate de méthyle
acide isosalvianolique C
acide lithospermique A
acide lithospermique B
rosmarinate de méthyle
acide rosmarinique
acide salvianolique A
acide salvianolique F
tournefolal
éthyl ester d'acide tournefolique B
acide tournefolique A
acide tournefolique B
tournefoline A
tournefoline B
tournefoline C
B-sitostérol
3-0-glucoside de B-sitosterol
stigmastérol
aldéhyde 3-0-acétyloléanolique
a-amyrine
acétate de B-amyrine
B-amyrine
bluménol A
bluménol B
cycloarténone
épifriedélanol (friedélan-3B-ol)
acétate d'épifriedényl
3-acétate d'érythrodiol
friedéline
lupéol
mégalanthine
3-acétate d'acide oléanolique
acide oléanique

acide ursolique

CisH1204
Ci6H1206
Ci6H140s5
CoH1005
CgHgOy4
Ca5Haq0s
C17H2405

C10H1004
CoHs0,
CoH1004

Ca6H20010

Cy7H22012

C36H30016

Ci9H150s

CigH160s

Cy6H22010

Ci7H1406

Ci5H100s

CioH1606

C17H1206

Ci7H1206

Ci6H2204

Ci3H120s5

C12H1005
CaoHs00

CssHeoO6
CaoHag0

Cs,Hs0053
CsoHs00

CsxHs20,
CsoHs00

Ci3H2003

Ci3H2,0;
CsoHag0
C30Hs,0

C3,Hs40,
CsyHs,05
C3oHs500
CsoHs00

Ca4H360s5

Cs,Hs004

C0Hag0s3

C0Hag03

256
300
286
198
168
392

276

194
180
182
492
538
718
374
360
494
314
270
340
312
312
278
248
234
414
576
412
482
426
468
426
224
226
424
428
470
484
426
426
404
498
456
456

Modak et al., 2004
Urzla et al., 1993
Urzla et al., 1993
Ogihara et al., 2002
Ogihara et al., 2012
Modak et al., 2003

Modak et al., 2007

Ogihara et al., 2002
Ogihara et al., 2002
Ogihara et al., 2012
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Chen et al., 2013
Ogihara et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 2002
Lin et al., 1999
Lin et al., 1999
Lin et al., 1999
Singh et Dubey, 2001
Firdous et al., 2012
Singh et Dubey, 2001
Ogihara et al, 1997
Erosa-Rejon et al., 2009
Singh et Dubey, 2001
Singh et Dubey, 2001
Erosa-Rejon et al., 2009
Erosa-Rejon et al., 2009
Singh et Dubey, 2001
Singh et Dubey, 2001
Singh et Dubey, 2001
Ogihara et al, 1997
Jain et al., 2001
Ortiz-Andrade et al., 2007
Macias et al., 2009
Ogihara et al, 1997
Ortiz-Andrade et al., 2007
Ortiz-Andrade et al., 2007

% par souci de clarté du tableau, la liste des références (cf. Références bibliographiques : Avant-propos

et chap. 1 Etat de I'art) n’est pas exhaustive.
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Annexe |l : Spectres de masse et de fragmentation des fractions 1, 2 et 3 de I'extrait d’H. foertherianum.

Spectres de masse de la fraction 1
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Spectres de masse de la fraction 2
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Spectres de masse de la fraction 3
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Spectres de fragmentation de la fraction 1
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Annexe |l : Tableau d’échantillonnage relatif a I’étude de variabilité inter-individus de Tetiaroa.

Masse Extrait

€CC

Exposition Habitat coDIIaetcete Individu Individu en fleurs, fruits/type de sol échggz?llon Lo?cgr:c)aur La;f:)ur fraiche lyophilisé I,Zi:i?:;iﬂ: ?;)
(g) (mg)

wlL1 fruits et fleurs/sable wlL1 37 2064 5,6

wL2 fruits/corallien WL2 36 1825 5,1

WwL3 fruits et fleurs/ sable wL3 38 1933 5,1

wL4 fruits et fleurs/sable wL4 23 1508 6,6

WL5 fruits/sable WL5 27 1788 6,6

WL6 fruits/sable WL6 43 1877 4,4

WL7 fruits/sable WL7 45 2286 5,1

WL81 14 6 3 131 4,4

WL82 15,5 7,8 5 115 2,3

WL83 14,5 6,6 4 104 2,6

WLS fruits/sable WL84 15,2 7,4 5 186 3,7

WL85 16,3 7,8 5 197 3,9

WL86 14,5 6,8 5 182 3,6

a WL87 14,7 7,3 5 142 2,8
é WL88 16,8 7,8 5 195 3,9
_§ Bord de lagon 19/02/13 WL91 14,5 6,9 6 168 2,8
2 WL92 15,4 7,2 7 246 3,5
= WL93 13,8 6,2 3 116 3,9
WL9 fruits et fleurs/corallien WLo4 L5 22 7 176 2

WL95 12,7 6,6 4 135 3,4

WL96 19,5 8,4 10 292 2,9

WL97 13,4 5,8 5 71 1,4

WL98 12,3 5,2 3 64 2,1

WL101 22 9,3 8 291 3,6

WL102 18,7 9,1 7 283 4,0

WL103 16,2 7 4 46 1,2

WL10 fruits et fleurs/sable et corallien wiio4 el e 4 3 b

WL105 15,5 7,5 5 117 2,3

WL106 17,5 8,6 7 173 2,5

WL107 19,5 7,7 7 140 2,0

WL108 18 7,6 6 10 0,2
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Exposition Habitat Date Individu Individu en fleurs, fruits/type de sol Nom Longueur - Largeur Masse Extrait Rendement de

1444

collecte échantillon (cm) (cm)  fraiche (g) lyophilisé (mg) I'extrait brut (%)

wo1 fruits et fleurs/corallien Wwo1 29 1319 4,5

W02 fruits et fleurs/corallien WO02 32 1555 4,9

W03 fruits et fleurs/corallien WO03 50 1153 2,3

W04 fruits et fleurs/corallien W04 29 983 3,4

WO5 fruits/corallien WOQO5 43 1460 3,4

WO6 fruits/corallien WO6 54 1506 2,8

WOo7 fruits et fleurs/corallien WO7 51 1651 3,2

w081 17 7 4 11 0,3

WO082 22,7 7,6 8 215 2,7

WO083 15,5 5,7 4 50 1,3

W08 fruits et fleurs/corallien woss 212 8 ? 263 29

WO085 20 6,3 5 128 2,6

WO086 20,5 7,4 6 193 3,2

9 w087 18,2 6,6 4 61 1,5
é WO088 15,2 5,5 3 55 1,8
_§ Bord d'océan 20/02/13 WO091 15,2 7,3 6 66 1,1
2 WO092 19,8 8,2 8 151 1,9
> WO093 19 9,5 10 174 1,7
W09 fruits et fleurs/corallien wos4 o s 10 346 5

WO095 16,1 6,5 5 121 2,4

WO096 11,8 6,2 4 241 6,0

WQ97 19 7,5 8 218 2,7

WO098 19,5 9,6 12 342 2,9

wO0101 23,5 9,7 14 397 2,8

WO0102 19 7,5 8 260 3,3

w0103 15,2 7,1 8 252 3,2

WO010 fruits/corallien woio4 1 2 4 128 >

WO0105 18,6 7,2 8 263 3,3

WO0106 15 7,2 2 105 5,3

wo0107 16,5 7,4 5 92 1,8

WO0108 14,5 5,6 4 95 2,4
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Exposition Habitat ccﬁlae:ccete Individu Individu en fleurs, fruits/type de sol échlzg:iqllon Lo?cgr:()eur La(f:;ﬂ fr:?cis:?g) Iyopi)i(lti;?éiimg) I,Zi:i?ﬂiﬂi ?;)

NL1 fruits/sable et corallien NL1 17 844 5,0

NL2 fruits et fleurs/sable et corallien NL2 12 677 5,6

NL3 fruits/sable et corallien NL3 10 603 6,0

NL4 fruits/sable NL4 28 1132 4,0

NL5 fruits/sable NL5 42 1483 3,5

NL6 trés peu fruits/sable NL6 20 657 3,3

NL7 fruits et fleurs/sable NL7 16 504 3,2

NL81 25 9,4 9 318 3,5

NL82 21 8 6 114 1,9

NL83 21,7 8,5 6 147 2,5

NL8 pas de fleurs et fruits/sable et corallien NL84 1o ° 3 77 20

NL85 20 7,2 6 196 3,3

NL86 25 9 9 315 3,5

é NL87 15,3 5,7 4 103 2,6

£ NL8S 195 69 4 146 3,7
'§ Bord de lagon 20/02/13 NL91 X X X X X

§ NL92 17,7 6 4 97 2,4

§ NL93 17,5 6,6 4 95 2,4

NL9 fruits et fleurs/sable NS4 e 2 2 192 b

NL95 25,5 8,3 7 211 3,0

NL96 25,5 8,9 8 299 3,7

NL97 16 5,7 3 103 3,4

NL98 20 7,9 6 93 1,6

NL101 14 5,3 2 67 3,4

NL102 16,2 7,1 8 168 2,1

NL103 16,3 5,6 4 24 0,6

NL10 fruits et fleurs/sable NL104 S s 2 23 52

NL105 15,5 51 5 102 2,0

NL106 21 7,2 7 208 3,0

NL107 13,8 5 2 66 3,3

NL108 14,5 6 3 111 3,7
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Exposition Habitat ccﬁlae:ccete Individu Individu en fleurs, fruits/type de sol échlzg:iqllon Lo?cgr:()eur La(f:;ﬂ fr:?cis:?g) Iyopi)i(lti;?éiimg) I,Zi:i?ﬂigt ((j;)

NO1 fleurs/corallien NO1 11 479 4,4

NO2 fruits/corallien NO2 18 764 4,2

NO3 fruits/sable NO3 16 631 3,9

NO4 fruits et fleurs/sable et corallien NO4 21 821 3,9

NO5 pas de fleurs et fruits/sable NO5 15 597 4,0

NO6 fleurs/sable NO6 29 981 3,4

NO7 fruits et fleurs/sable NO7 22 1037 4,7

NO81 16,4 51 2 92 4,6

NO82 26 7,3 7 205 2,9

NO83 22,5 5,9 5 104 2,1

NO8 fruits et fleurs/sable Nos4 157 2 ! > 29

NO85 20 4,9 3 106 3,5

NO86 23,8 7,7 6 85 1,4

é NO87 20,5 6,1 4 98 2,5
£ NO8S 178 51 3 129 43
_§ Bord d'océan 19/02/13 NO91 32 9 12 469 3,9
§ N092 24 7,4 3 127 42
§ NO93 22 6,3 4 179 4,5
NO9 fruits/sable NO34 1 o 2 78 >

NO95 24,5 9,1 7 259 3,7

NO96 27 6,8 5 227 4,5

NO97 28,5 9,3 8 295 3,7

NO98 20,5 7,1 5 157 3,1

NO101 13,7 5,5 3 107 3,6

NO102 14 7,3 4 151 3,8

NO103 16,7 6,3 6 149 2,5

NO10 fruits et fleurs/corallien NO104 1 i 4 121 o

NO105 13,7 4 2 63 3,2

NO106 17,8 7,6 4 164 4,1

NO107 14 6,7 4 108 2,7

NO108 16,5 7,6 4 89 2,2
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Annexe |V : Tableaux d’échantillonnage relatifs a I'étude des conditions optimales de collecte,

d’extraction et de conservation des feuilles et extraits d’H. foertherianum.

Lieu de collecte saisonnier Nom d'échantillon Date collecte Masse fraiche (g) Nombre de feuilles  Extrait (g)
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa911 29/09/2011 57,79 24 2,55
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTal1111 29/11/2011 49,94 8 1,71
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa212 1/02/2012 61,25 9 1,51
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa312 2/04/2012 31,59 12 0,994
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa 512 1/06/2012 41,34 14 1,64
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa 712 1/08/2012 49,89 13 1,76
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa912 27/09/2012 26,21 6 0,979
HfTal112-1 5,82 2 0,162
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTal112-2 29/11/2012 7,15 2 0,232
HfTa1112-3 12,58 2 0,483
HfTa0113-1 7,30 2 0,243
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa0113-2 29/01/2013 3,91 2 0,107
HfTa0113-3 7,89 2 0,241
HfTa0313-1 7,84 2 0,229
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa0313-2 27/03/2013 6,46 2 0,222
HfTa0313-3 7,45 2 0,249
HfTa0513-1 6,10 2 0,193
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa0513-2 29/05/2013 7,56 2 0,22
HfTa0513-3 5,50 2 0,125
HfTa0713-1 5,26 2 0,193
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa0713-2 31/07/2013 6,05 2 0,201
HfTa0713-3 7,07 2 0,261
HfTa0913-1 7,52 2 0,335
Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société HfTa0913-2 21/09/2013 7,41 2 0,289
HfTa0913-3 7,00 2 0,255
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Date collecte Masse fraiche et . Rendement
. Nom ., Longueur Largeur ) Extrait N .
Comparaison d'échantillon et Maturité (cm) (cm) (avant extraction) (@ de 'extrait
(d'extraction) (g) & brut (%)
FJ1 S 20,0 6,5 5,65 0,20 3,53
FI2 s 16,6 6,0 3,63 0,12 3,30
FJ3 S 15,7 6,2 4,16 0,17 4,08
Fl4 S 15,8 7,3 5,91 0,22 3,72
Entre feuilles FI5 s 18,0 7,4 5,06 0,11 2,17
sénescentes (s) Fl6 s 19,0 7,4 6,39 0,20 3,12
FJ7 S 19,4 7,8 6,28 0,13 2,07
FJ8 S 19,8 7,7 6,68 0,12 1,79
FJ9 S 19,0 7,1 4,59 0,12 2,61
FJ10 s 20,8 7,8 6,35 0,23 3,62
FV1 m 17,6 6,4 4,12 0,10 2,42
FV2 m 17,5 7,2 6,06 0,15 2,47
FV3 m 19,1 6,3 4,76 0,12 2,52
Entre feuilles Fva m 17,2 7,7 4,93 0,14 2,83
sénescentes, FVS 19/03/2012 m 18,0 6,7 4,44 0,19 4,27
matures (m) et
sénescentes FM1 st 22,0 6,7 6,24 0,14 2,24
tombées (st) FM?2 st 20,3 8,0 4,68 0,10 2,13
FM3 st 17,8 7,3 4,48 0,16 3,57
FM4 st 21,3 7,9 6,14 0,10 1,62
FM5 st 22,8 8,9 6,89 0,19 2,75
FP1 s 15,2 6,4 4,71 0,05 1,06
FP2 S 16,0 6,3 3,68 0,06 1,63
FP3 s 13,5 6,3 3,99 0,04 1,00
FP4 S 13,8 5,4 2,88 0,09 3,13
Entre des petites, FPS s 13,5 5,4 2,86 0,03 1,05
moyennes et
grandes feuilles FG1 s 24,4 9,5 10,44 0,38 3,64
FG2 s 23,2 9,8 10,22 0,27 2,64
FG3 S 26,1 10,2 11,24 0,36 3,20
FG4 s 27,5 11,1 13,42 0,50 3,73
FG5 S 27,5 10,4 11,45 0,35 3,06
FSEC31 s 22,5 9,0 8,87 (1,01) 0,28 3,15
FSEC32 s 18,7 7,0 5,93 (0,58) 0,14 2,36
19/03/2012
E 1 2
FSEC33 (22/03/2012) 18,0 7,5 5,59 (0,60) 0,14 ,50
. FSEC34 s 21.0 9,3 8,90 (0,91) 0,20 2,24
Entre des feuilles !
séchées 3 jours FSEC35 s 21,6 7,8 6,62 (0,74) 0,20 3,02
et 7 jours avant FSEC71 s 233 7,5 8,87 (0,77) 0,16 1,80
extraction
FSEC72 S 23,8 8,5 7,04 (0,59) 0,11 1,56
19/03/2012
E 2 2 1
FSEC73 (26/03/2012) s .5 8, 7,57 (0,75) 0,24 3,17
FSEC74 s 20,3 8,1 8,49 (0,92) 0,27 3,18
FSEC75 S 20,5 8,3 7,32 (0,75) 0,25 3,42
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Annexes

Comparaison ] NorT1 Date Maturité Longueur Largeur I\A/Iasse Ext_r_ai,t Rendgment de
échantillon collecte (cm) (cm)  fraiche (g) lyophilisé (g) I'extrait brut (%)

Fi1 24,2 9,1 10,85 0,268 2,47

FJ2 18,0 6,6 6,26 0,197 3,14

Fi3 20,0 7,6 7,28 0,224 3,07

Entre feuilles Fl4 2 19,4 7,9 7,67 0,243 3,16

| extraites, kIS |5 21,0 8,2 8,74 0,207 2,36
immédiatement 3

aprés la collecte, Fl6 g 27,3 9,5 12,73 0,323 2,53

en décoction FI7 @ 19,0 7,5 12,68 0,158 1,24

FI8 22,4 8,8 7,07 0,254 3,59

FI9 18,2 8,2 9,83 0,273 2,77

FJ10 17,2 7,1 7,68 0,189 2,46

FI801 . 19,0 9,0 13,26 0,242 1,82

FJ802 £ 20,4 8,2 10,02 0,221 2,20

FJ803 S 16,8 6,9 6,67 0,101 1,51

FI804 £ 23,8 9,2 10,57 0,125 1,18

FJ805 ? 18,4 6,9 6,01 0,061 1,01

Entre feuilles FJ201 " 23,5 7,7 10,74 0,246 2,29

conservées 3 FJ202 £ 19,8 7,7 7,35 0,041 0,55

-80°C, -20°C et FJ203 2 19,3 7,4 7,17 0,066 0,92

4°C 3 jours avant F1204 % 20,5 7,0 6,11 0,030 0,49

extraction FJ205 ? 13,8 6,7 6,34 0,052 0,82

Fl41 . 17,8 6,7 6,47 0,058 0,89

Fl42 2 22,9 8,7 10,11 0,155 1,53

Fl43 S 18,5 7,4 6,45 0,052 0,80

Fl4a £ 22,0 8,8 10,16 0,113 1,11

Fl45 ? 16,0 7,3 6,19 0,104 1,68

FIL 4/12/2012 " 19,3 8,5 9,16 n.d.’ n.d.

FJI2 £ 16,1 6,0 3,97 n.d. n.d.

FI3 2 17,4 7,5 7,11 n.d. n.d.

Entre une Fil4 k= 273 109 1555 n.d. n.d.

infusion et une FlIS ? 16,1 7,4 7,35 n.d. n.d.

macération de FIM1 " 21,0 9,0 9,22 0,075 0,81

feuilles FIM2 £ 17,0 7,0 6,45 0,054 0,84

FIM3 2 20,5 8,4 9,05 0,072 0,79

FIM4 2 20,5 7,8 8,47 0,065 0,76

FIM5 ? 21,0 8,5 10,42 0,041 0,39

FIF1 . 20,0 7,5 8,11 0,046 0,56

FIF2 g 11,8 6,0 3,48 0,021 0,60

FIF3 2 23,2 8,8 10,80 0,157 1,45

FIF4 £ 16,0 6,5 5,20 0,059 1,13

Entre un filtrat FIF5 ” 20,0 7,6 6,98 0,070 1,00

stocké 3 jours a FIF41 " 21,0 8,2 9,20 0,173 1,88

température FIF42 £ 16,2 5,1 3,26 0,012 0,37

ambiante, et a FIF43 g 23,0 8,5 9,35 0,131 1,40
4°C avant O

lyophilisation et FIF44 5 21,0 7,9 7,75 0,074 0,95

analysé juste FJFA5 19,2 8,0 7,59 0,036 0,47

apres |'extraction FIAL " 17,0 71 6,09 0,195 3,20

FIA2 £ 19,3 7,8 7,84 0,327 4,17

FIA3 2 20,0 8,2 7,94 0,264 3,32

FIA4 k5 166 61 4,50 0,166 3,68

FIAS ” 19,9 8,0 7,04 0,237 3,36

®n.d. : non déterminé
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Comparaison entre des feuilles extraites frZ:lIChES et des feuilles lyophilisées Masse feuilles (nbr feuilles) Extrait (g)
avant extraction
] NorT1 Collecteurs Lieu de collecte Fraiches LyOphI|ISE€§ immédiatement  De fﬁewlles . D,e fewlles |yoph\|l|sees
échantillon apres collecte fraiches immédiatement apres collecte
HFTa411c D. Laurent, F. Rossi Punatea village (PK4,7), Tahiti Iti, Société 25,59 g (6) 4,06 g (6) 0,9 1,10
HFTi1111e D. Laurent Ouest de Tuherahera, Tikehau, Tuamotu 67,00 g (6) 13,16 g (10) 2,33 3,26
HFMatl1111la N. Gaertner-Mazouni aéroport Mataiva, Tuamotu 82,00 g (5) 16,46 g (7) 1,56 3,20
HfA312 N. Gaertner-Mazouni Aratika, Tuamotu 61,85 g (6) 9,74 g(7) 2,59 2,38
Comparalison des. méthodes Nom échantillon Lieu de collecte Date collecte Masse fraiche Nomt.)re de Extrait (g)
d'extraction (g) feuilles
Décoction FID Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société 9/09/2013 4,53 2 0,152
Macération EtOH 60° FJMEtOH Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société 9/09/2013 4,64 2 0,134
Extraction a reflux EtOH 60° FJREtOH Plage du Tombeau du roi, Arue, Tahiti Nui, Société 9/09/2013 5,84 2 0,194
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Résumé et Abstract

Vers une valorisation industrielle d’un reméde traditionnel
pour le traitement des intoxications ciguatérique

Malgré leur existence ancienne et leur incidence dans la zone intertropicale, aucun
traitement efficace, autre que symptomatique, n’est disponible a I’heure actuelle pour traiter les
intoxications ciguatériques. La médecine traditionnelle a base de plantes vient alors au secours des
populations. Dans la région du Pacifique, une des plantes les plus utilisées, et présentant des
potentialités dans le traitement de la ciguatéra, est Heliotropium foertherianum Diane & Hilger.
Toutefois, cette plante, de la famille des Borraginacées, est connue pour produire des alcaloides
pyrrolizidiniques, composés hépatotoxiques. Dans ce travail, I'activité biologique sur cellules
neuronales et la composition chimique des feuilles d’H. foertherianum ont été étudiées, en vue d’une
valorisation d’un extrait de cette plante. Dans un premier temps, la confirmation de l'activité
biologique in vitro de I'extrait aqueux d’H. foertherianum et de ses principes actifs, les acides
rosmarinique et caféique, a été apportée. Ensuite, la caractérisation chimique de I'extrait aqueux par
CLHP-SM a mené a l'identification potentielle de 24 composés et a la vérification de I'absence des
alcaloides pyrrolizidiniques. Enfin, I'étude des parametres de collecte, de conservation et
d’extraction des feuilles et extraits a permis de détailler les conditions nécessaires a I'obtention d’un
extrait a la teneur maximale en principes actifs dont I'activité biologique serait garantie.
Ainsi, la production locale d’un extrait d’H. foertherianum, dosé en principes actifs et dont I'innocuité
est établie, en tant que traitement contre les intoxications ciguatériques peut étre sérieusement
envisagée.

Mots-clés : ciguatéra, H. foertherianum, acide rosmarinique, alcaloides pyrrolizidiniques

To industrial development of a traditional remedy for the treatment of ciguatera fish poisoning

Despite its former existence and its impact in the intertropical zone, no effective treatment,
other than symptomatic, is available to treat ciguatera fish poisoning yet. People can only rely on
traditional herbal medicine. In the Pacific region, one of the most used plants, which is promising for
the treatment of ciguatera fish poisoning, is Heliotropium foertherianum Diane & Hilger.
However, this plant, from the Boraginaceae family, is known for producing hepatotoxic compounds
such as pyrrolizidine alkaloids. In order to valorize this plant extract, its biological activity on neuronal
cells and its chemical composition with the means of HPLC-DAD and HPLC-MS have been studied in
this work. First, the in vitro biological activity of the aqueous extract of H. foertherianum leaves and
its active principles, rosmarinic and caffeic acids, was confirmed. Then the chemical characterization
of the aqueous extract led to the possible identification of 24 compounds and the verification of the
absence of pyrrolizidine alkaloids. Finally, the study of the harvest, conservation and extraction
parameters of leaves and extracts permits to specify the conditions needed for obtaining an extract
with a high level of active principles and whose biological activity is guaranteed. Therefore, a local
production of an extract from H. foertherianum as a treatment against ciguatera fish poisoning,
dosed in active principles and whose safety is established, can be seriously considered.

Keywords: ciguatera poisoning, H. foertherianum, rosmarinic acid, pyrrolizidine alkaloids

232



