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ABSTRACT.—The in vitro leishmanicidal and trypanocidal activities of a petroleum ether
extract of Oxandra espintana have been investigated. Four aromatic monoterpenes were isolated,
of which two are novel: espintanol [3a], responsible for the antiparasite activity, and O-
methylespintanol {4]. Espintanol was tested in vitro on 20 strains of Trypanosoma cruzi and 12
strains of Leishmania spp. Its structure was determined by spectroscopic methods and confirmed
by its preparation starting from carvacrol.

Parmi les 26 espéces du genre Oxandra, seul Oxandra xylopioides Diels a faic I'objet
d'une étude chimique; deux types d'alcaloides originaux ont ainsi été isolés: les
azafluorénones (1,2) et les bis-7,7’ déhydroaporphines (3). )

Ayant mis en evidence une activité in vitro d'un extraic éthéropétrolique d'écorces
d'Oxandra espintana (Spruce) Baill. (Annonaceae) sur les parasites responsables d'une
part de certains types de'leishmanioses, d'autre part de la maladie de Chagas, il nous a
semblé intéressant d’étudier la composition chimique de cet extrait. En effet, les
leishmanioses et la maladie de Chagas font parties des problémes majeurs de santé du
continent sud-américain, notamment de la Bolivie. Le peu de moyens thérapeutiques
existant sur le marché nous a amené a développer une recherche basée sur les informa-
tions ethnopharmacologiques récoltées dans les régions d'endémie de ces maladies.
Cette approche s'est avérée infructueuse en ce qui concerne la maladie de Chagas par
manque d'information. Cependant, le fait que le responsable de la maladie de Chagas,
Trypanosoma cruzi, et les leishmanies appartiennent au méme groupe, les protozoaires,
nous a conduit & étendre notre champ d'investigation a cette parasitose qui touche 25
millions de personnes sur le continent sud-américain.

RESULTATS ET DISCUSSION

La recherche des produits responsables de I'activité de I'excrait échéropérrolique,
guidée par triage biologique, a conduit nocamment 2 I'isolement de quatre monoter-
penes aromatiques. Les deux premiers sont des produits connus; il s'agit du O-méchyl
carvacrol {1} et du thymoquinol diméthyl éther [2]. Leur scructure postulée apres

_ analyse de leurs données spectrales a été confirmée pour le premier, par comparaison a

un échantillon authentique. Quant au second, il présente des données idenciques a
celles publiées dans la lictéracure (4).

Le troisitme monoterpeéne aromatique est un produit nouveau isolé sous forme
d'une huile de couleur jaune-brunitre. Nous I'avons nommé espintanol. Sa masse
moléculaire est de 210 et il répond  la formule bruce C,,H 40;. Son spectre de masse
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SCHEMA 1. Synthése de I'espintanol [3a] et de l'isoespintanol [3b}.

Le quatri¢me produit d'0. espintana présente des spectres proches de ceux de I'espin-
tanol [3a]. Les différences les plus notables sont en sm un pic moléculaire a m/z 224
(+ 14 uma), en rmn 'H I'apparition d’un troisiéme méthoxyle et en ir la disparition de
la bande attribuable a un hydroxyle. Ces élémencs permettent d'envisager, pour 4, la
structure du O-méthyl espincanol. La preuve de cecte hypotheése est facilement apportée
par la préparation de ce composé par méthylation soit de I'espintanol {3a] soit de I'isoes-
pintanol {3b]. Le produit 4, 2,3,5-triméthoxy p-cymene ou O-méchyl espintanol, est
un produit nouveau. : ,

* Les essais biologiques in vitro réalisés sur 12 souches de promastigotes de
Lesshmania ssp. montrent une activité leishmanicide de I'espintanol {3a] d'intensicé
comparable d’une souche a I'autre (Tableau 1). L'IC 90 de 3a est intermédiaire encre
celle des deux médicaments leishmanicides de référence, le Glucantime" (antimoniate
de méglumine) et la Lomidine” (pentamidine). La faible activité¢ du Glucantime " sur les
formes de culture extracellulaires du parasite; les promastigotes, est déja connue (5,06).
En revanche, le Glucantime” est efficace sur les formes intracellulaires, les amastigotes
(Figure 2), ce qui démontre que l'activité biologique in vitro d'un produit sur les pro-
mastigotes n'indique pas forcément une efficacicé sur les amastigotes, formes rencontrées
chez le malade ou le réservoir. L'espintanol n'a pu étre testé in vitro sur les amastigotes
de Leishmania mexicana amazonensis a cause de sa crop grande toxicité sur les cellules
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/TABLF.AU 1. Inhibition dé la Croissance des Promastigotes de Lesshmania aprés 48 h de Contact avec

I'Espintanol {3a], la Lomidine” (pentamidine), et le Glucantime".

Soucl;es Espintanol |Pentamidinc Glucantime”
1Cyy ICyo 1Con
Leishmania (Viannia) braziliensis (2904) . . . . . . . . 10 ug 1 g >100 ug
Leishmania (Viannia) guyanensis (M 4147) . . . . . . . 25 pg 5 ug >100 pg
Leishmania (Viannia) peruviana (PERU) . . . . . . . . 25 ug S Kg >100 pg
Leishmania mexicana mexicana (BEL21) . . . . . . . . 25 g g >100 pg
Leishmania mexicana amazonensis (PH8) . . . . . . . . 25 ug lug >100 ug
Leishmania mexicana pifanoi (LL1) . . . . . . . . . .. 25 ug 1 g >100 pg
Leishmania mexicana aristidesi (6331) . . . . . . . . .. 25 ug lpg >100 pg
Leishmania mexicana garnhami JAP78) . . . . . . . . | 25ug lpg >100 ug
Leishmania mexicana venezuelensis (PM H3) . . . . . . . 50 g S g >100 pg
Leishmania donovani donovani (HS70) . . . . . . . . . S0 png lpg >100 pg
Leishmania donovani infantum (LEM 209) . . . . . . . . 25 ug lpg >100 pg
Leishmania donovani chagasi LEM 379) . . . . . . . . . 25 ug lpg >100 pg

hétes employées, les macrophages intrapéritonéaux de souris Balb/c et sur une lignée
cellulaire U 927.

L'espintanol, injecté en sous-cutané a la concentration de 200 mg/kg pendant 14
jours consécutifs 48 heures aprés l'inoculation de 1.000.000 d'amastigotes de L.
mexicana amazonensis dans le coussinet d'une patte arriére de souris Balb/c, présente
comme le Glucantime” un effet leishmanicide notable jusqu'a la 7°™ semaine (Figure
2). L'espintanol n'est pas toxique sur les souris Balb/c, la DL50 4 72 h est supérieure a

-800 mg/kg par voie intrapéritonéale.

Les essais d'inhibition de croissance des épimastigotes de T. cruzi réalisés in vitro
apres 48 h de contact avec I'espintanol sur 20 souches typifiées de T cruz/, montrent des
variations importantes d'activité selon la souche (Tableau 2). Ces différences sont égale-
ment notées avec les deux seuls médicaments commercialisés, le benznidazole et le
nifurtimox. L'espintanol est aussi actif in vitro que les deux produits de référence. Ces

<+ Espintanol
& Glucantime
- Témoin

Index leishmaniose

Temps (semaines)

FIGURE 2. Activité de l'espintanol {3a] (200 mg/kg par jour) et du
" Glucantime” (200 mg/kg par jour) pendant 14 jours con-
sécuifs sur le développement de L. mexicana amazonensis
sur souris Balb/C, traicement commenqanc 2 jours aprés
I'inoculation des parasices.
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P TABLEAU 2. Inhibition de la Croissance des Epimastigotes de Trypanosoma cruzi aprs
48 h de Contact avec I'Espincanol [3a], le Benznidazole, et le Nifurtimox.
Espintanol * | Benznidazole Nifurcimox
Nom de lasouche 1Cyo 1Cyo T

Zl oo 50 pug " 100 pg 50 pg
Z2 . 50 pg Y100 g 25 pg
Z2CL4 . ... .. S 100 pg 100 pg 50 pg
13379CL3 . . . .. ... .. 50 ug >100 pg > 100 pg

“13379CLS . .. .. ... 50 pg 100 pg 100 pg
13379CL6 . . . . . . . ... 100 pg. > 100 pg >100 pg
13379CL8 . . . . . . ... .. ‘ 50 ug >100 pg S0pg -
CB8CLY. . . uwwwwas s s 25 ug 100 g 25 pg
3IR16CLL . . . . . . ... 50 g 100 pg 100 pug
A98CLS . . . . . .. >100 pg 100 pg 100 g
MIL4CL10 . . ... .... 25pg | . 25pg S0 ug
MG241CLG . . . . . . ... >100 pg >100 pg 50 g
9280CL 1l . . ... . ... .. 50 pg 50 ug 50 ug
CL . .. it >100 pg 100 pug 100 pg
27R27CLL s v v s 4 & w o 50 pg 100 pg 100 pg
Y ... wwmmws s s e ) 50 ug 25 ug 25 g
TULAHUEN . . . . ... .. 25 pug 50 g 25 g
A9OCLT . .. ... 25 ug 100 pug 25 pg
R107 . ... .. e 25 g 50 pg 25 pg

TeCL2 . . . .. . ... ... 25 g - 25pug 25 pg

résultats confirment la nécessité de réaliser des tests biologiques sur plusieurs souches de
T. cruzi possédant des caractéristiques biogénétiques tres différentes (7,8). Les résultats
obtenus sur les épimastigotes ne sont pas directement transposables ni a la forme cir-
culante de T. cruzi, les trypomastigotes, ni aux amastigotes (9). Des essais biologiques
in vitro sur trypomastigotes de la souche de T cruzi Y (10) et in vivo sur souris Balb/c
infectées par la souche Tehuentepec se sont révélés neganfs

C'est la premiére fois que I'activité de produits d'origine naturelle est testée in vitro
sur un nombre aussi élevé de souches de Leishmania ssp. (12 souches) et de T.. cruzi (20
zymodenes) et que I'on rapporte une activité antiprotozoaire pour ce type de monoter-
peénes. L'espintanol, monoterpéne aromatique original isolé majoritairement des
écorces d'0. espintana, est responsable de cette activité biologique in vitro sur
Leishmania ssp. et T. cruzi (Tableau 3).

TABLEAU 3.  Activité des Monotcl;péncs Aromatiques, O-Méchyl Carvacrol {1}, Thymoquinol
Diméthyl Ether [2], Espintanol [3a], ec 0-Méthyl Espincanol [4] d'Oxandra espintana (Baillon)
sur Leishmania ssp. ct Trypanosoma cruzi.

Composé
Nom de la souche 1 2 3a 4
IC‘)O ]C‘)U lc‘)() lC‘)()
Letshmania (Vianma) braziliensis . . . . . . . . . . . 25 pg | >100 pg 10 g >100 pg
Leishmania donovani chagasi .. . . . . . ... ... 25 ug | >100 pg 10 pg >100 pg
Leishmania mexicana amazonensis . . . . . EEIREEE R 25ug | > 100 pg 25 g >100 pg
Trypanvsoma cruzi (Tulahuen) . . . . . . . . . ... >100pg | >100pmg | 25 ug > 100 g
Trypanosoma cruzi (C8 CL1) . . . . . . .. . .. W 100 pg | >100 pg 25 pg >100 pg
Trypanosoma cruzi (27T R 27CLL) . . . . .. . ... >100pg | > 100 pg 25 g >100 g
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PARTIE EXPERIMENTALE

GENERALITES, —Les points de fusion ont été-déterminés sur microscope Reichere. Les spectres ont
€té enregistrés sur les appareils suivanes: uv, Unicam SP 1800; ir, Perkin-Elmer 257:rmn 'H, Varian T 60
a 60 MHz, Varian EM 3903 90-MH2 et Brukera 250 MHz; rmn ! ‘C, Varian CFT-201 20 MHz; sm, spec-
tromecre Nermag-sidar, Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice 60 (Merck
7734) ou 60 H (Merck 77306); les chromatographies en couche mince (ccm) analytiques sur gel de silice 60 F
254 (Merck 5554) ec les CCM Préparatives sur gel de silice G0 GF 254 (Merck 7730).

« MATERIEL VEGETAL, —Les écorces de tronc d'0. ¢spintana ont été récoledes i I"Alto Beni, prés de la
riviere Tuichi (alticude 400 m), départemenc de La Paz, Bolivic, en aoiic 1984, Un échanti“gn d’herbier esc
déposé sous la référence A.F, 4814 I'Institue de Botanique Systémarique de I'Universjcé d’Ecac d'Utreche,

ISOLEMENT DEs TERPENES.—Les écorces séchées et pulvérisées (450 g) onc été extraices par |'éther de
pétrole (8 litres) dans un appareil de type Soxhlet. L'excrajc organique obtenu est ensuice €vaporé (rende-
menc 4%) et le résidu est soumis a des chromatographies répétées sur colonne de silice [»-C¢H ,—CH 2Cl—
AcOEc (85:10:5)] et Préparatives sur couche mince [cyclohcxane-CHzClz (75:25)] permettant d'isoler
quatre monoterpénes aromatiques: 0-méchyl carvacrol {1} (7% de I'extraic échéropéerolique), thymoquinol
diméthyl écher {2} (3%). espintanol [3a]} (15%), et O-méthyl espintanol [4] (2%).

EsPiINTANOL [3aj.—-Hi1ilc de couleur jaune-brunitre; Ci2H 404, 210,12; uv A max (EcOH) nm

-(log €) 224 ép. (3,90), 288 (3,68); (EtOH + NaOH 0,1M) 221 (3,86), 244 ép. (3,74), 295 (3,66); ir

(lm) vem ™! 3405, 2920, 1450, 1405,.1345;smm/z(%)210(85), 195 (100), 180 (28), 167(2),91(12),

0-ACETYLATION DE L'ESPINTANOL.—L'espintanol {3a} (20 mg, 0,095 mmol) est dissous dans 0,4
ml de pyridine et trajcé par 0,7 ml Ac,0. Aprés 48 h de contact et 2 b de reflux, le produit de réaction est
lavé, réextraic par CH 2Cl,, et le solvane évaporé; 22 mg (0,087 mmol) de O-acéryl espintanol [3¢] sont ob-
tenus. Rmn 'H (90 MHz, CDCl,) 8 1,28 [d, 6H, J=7,3 Hg, CH(CH,),], 2,10 s, 3H, OAo), 2,30,
3H, 1-Me), 3,40 (sept, 1H, /=73 Hz, CHMe,), 3,68 (s, 3H, 3-OMe), 3,37 (s, 3H, 5-OMe), 6,43 (s,
IH, H-6).

O-METHYLATION DE L'ESPINTANOL.—L'espincanol [3a] (22,5 mg, 0,11 mmol) en solution dans 2
ml de MeOH, est trajcé par 3 ml (0,21 mmol) de CH,N;, en solution Et,0. Le mélange est laissé 18 h en
contact a tempéracure ambiante; I'exces de CH;N, est évaporé sous pression réduite; 17,5 mg (0,078
mmol) de 0-méehyl espintanol, identique au produit nature] 4 (co-ccm, ir, rmn, sm), sont obtenus.

O-METHYL ESPINTANOL [4].—Huile jaune-brunitre: C,,H,,0,, 224, 14 ir (film) v em ™' 2950,
1450, 1400, 1225; sm m/z (%) 224 (67), 209 (100), 194 (40), 179 (8), 9] (19); rmn 'H (250 MHz,
CDCly) 8 1,32 (d, 6H, /=7,5 Hg, CH(CH,),}, 2,27 (s, 3H, 1-Me), 3,50 (sept, 1 H, j=7,5 Hz,
CHMe,), 3,80 (s, 3H, MeO), 3,82 (s, 3H, Mc0), 3,86 (s, 3H, McO), 6,45 (s, 1H, H-6).

SYNTHESE DU 2,5-DIMETHOXY 3-HYDROXY P-CYMENE ou ISOESPINTANOL [3b] ET pU 3,5-
DIMETHOXY 2-HYDROXY $-CYMENE OU ESPINTANOL [3a}.—3,5-Dinitry 2-hydroxy p-cyméne [6].—
Learvacrol 5] (5,00 8, 33,3 mmol) dissous dans 50 ml AcOH (d=1,05) a basse tempéracure (04 5°), esc
traités par une solution de 10 ml HNO,; d= 1,40) et 25 ml AcOH (d=1,05). Le mélange réactionnel esc
ensuité ramené a tempéracure ambiance, Aprés | h d'agitation, la solution est versée sur 500 ml de glace
pilée puis laissée une nuit 4 +4°, Aprés fileracion, le produit récupéré ese lave 3 l'cau froide ct recriscallise 2
fois dans le cyclohexane; 6, 10 g de cristaux jaune clair de 6sont obtenus (rdc 769). F= | 15° (cyclohexane):’
microanalyscC,(,H,._,NzO, (calculé C 50,00, H 5,01, N 11,66, O 33,33; trouvé C 50,30, H 4,90, N
11,50, 0 33,31); uv A max (EcOH) nm (log €) 236 €p. (3,91), 268 (3,69), 406 (3,61); (EtOH + NaOH
0,1M) 236 (3,91), 262 (3,79), 406 (4,08); sm m/z (%) 240 (3), 223 (100), 135 (13), 91(38); rmn 'H (60
MHz, CDCl) § 1,39 d, GH, J=17,5 Hg, CH(CH}),), 2,33 s, 3H, 1-Me), 3,25 (sepe, IH, /=175 Hg,
CHMe,), 7,52, IH, H-6).

3.5-Dinitro 2-méthoxy p-cyméne (7], —Le composé 6 (3,00 8, 12,50 mmol) ese mis en solution dans 30
ml Me,CO; 8,0 g de Nu,CO, puis 1,2 mi ( 12,70 mmol) de Me, S0, sont ajoutés sous agitation énergique.
Le milieu céactionnel est mis aretlux pendane 3 h; aprés refroidissement, il est fileré, noyé a I'eau, et exeraic
par CH,Cl,. L'excraic brut esc chromatographié. sur colonne de silice “Hash” [solvant d'élucion cy-
clohexunc-CH_.Cl_, (75:25)1; 3,00 g de produit pur 7 sonc obtenus (rde 9442, Microanalyse (amorphe)
C, 1H 14N, Oy (calculé C 5 1,96, H5,51, N 1 1,02,031,51; trouvé C 5L74,H5,70, N 10,82, 031,38);
uv A max (EcOH) nm (log €) 250 ép. (3,88); sm mlz (%) 254 (7), 237 ( 100), 223 (4), 195 (38), 165 (30),
150 (26), 135 (39), 91(62); rmn 'H (90 MHz, CDCly) 6 1,33 [d,6H,J=75 He, (:H(CH,)zl. 2,38 s,
3H, 1-Me), 3,08 (sepe, IH, J=7,5 Hg, CHMe,), 3,87 (s, 3H, 2-OMe), 7,53 (s, IH, H-6).

5-Aming 2-méthoxy 3-nitro p-cyméne (8}, —Le composé 7 (2,07 g, 8,15 mmol) dissous, dans 100 m|
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Je McOH contenant le catalyseur (C/Pd & 5%), est mis en contact avec de I'hydrogénc sous pression at-
mosphérique, sous forte agitation ¢t 3 température ambiante. Hydrogene (640 ml)sont consommés; apres
fileration et évaporation sous pression réduite, 1,738 g de 8 sont obtenus (rde 95%): uv A max (EcOH) nm
(log €) 242 (4,00), 296 (3,47); ir (film) v cm ™' 3470, 3380; sm mlz (%) 224 (100), 209 (40), 1923 D),
177 (17), 148 (48), 136(56), 91 (11); rmn 'H (90 MHz, CDCl,) 3 1,33 [d, 6H,J = 7,5 Hz, CH(CH ,),],
2,20 (s, 3H, 1-Me), 2,86 (sept, 1H, J=7,5 Hz, CHMe,), 3,73 (s, 3H, 2-OMe), 6,53 (s, 1H, H-0).

S-Hydroxy 2-méthoxy 3-nitro p-cyméne {91.—Le composé 8 (1,36 g, 6,08 mmol) est mélangé-ayec 15

‘ml de H,50, (20%) sous agitation forte et a froid (0 3 5°). NaNO; (0,42 g, 6,08 mmol) dissous dans 1 ml
d'eau froide est ajouté goutte 4 goutte en maintenant la cempérature en dessous de +5°, et l'agitation est

' maincenue pendant 10 min. Le milieu réactionnel est laissé au repos et la solution est versée sur 13,5 ml de
H,SO4 (60%); on laisse ensuite remonter la température et on termine 2 160° pendant 10 min. -Aprés re-
froidissement, le milieu réactionnel est dilué 2 I'eau, neutralisé par NH4OH et extrait par CH,Cl,. La
phase organique, lavée a I'eau, séchée sur Na, 5O, anhydre et évaporée sous pression réduite, livre un résidu
de 1,06 g. Le composé 9 est purifié par cristallisacion dans I'hexane (rdt 46%): f = 105— 107° (hexane); mi-
croanalyse C, \HsNOy (calculé C 58,66, H 6,66, N 6,22, O 28,46; trouvé C 58,64, H 6,66, N 6,24, O
28.42); uv A max (EtOH) nm (log €) 217 ép. (3,98), 280 (3,49); (EtOH + NaOH 0, 1M) 245 (4,01), 301
(3.62); sm mlz (%) 225 (100), 208 (57), 193 (43), 149 (29), 91 (48); rmn 'H (90 MHz, CDCl,) 3 1,33 [d,
G6H, J=17.5 Hz, CH(CH,),}, 2,22 (s, 3H, 1-Me), 2,80 (sept, 1H,J=7,5 Hz, CHMc,), 3,74 (s, 3H, 2-

. *OMe), 5,92 (s, 1H, OH), 6,62 (s, 1H, H-6). ' )

2,5-Diméthoxy 3-nitro p-cyméne [10}.—Le composé 9 (0,5 g, 2,22 mmol) en solution dans 10 m
Me,CO, est O-méthylé dans les conditions indiquées ci-dessus; 10 est obtenu avec un rendement de 90%:
sm mlz (%) 239 (100), 222 (43), 207 (3 1), 194(27), 164 (28), 148(50), 91(57); tmn 'H (90 MHz, CDCl,
8 1,30 {d, 6H, /= 7,5 Hz, CH(CH}),1, 2,30 (s, 3H, 1-Me), 2,80 (sept, 1H,J=7,5 Hz, CHMe), 3,75
(s, 3H, 2-OMe), 3,83 (s, 3H, 5-OMe), 6,78 (s, 1H, H-0).

3-Amino 2,5-diméthoxy p-cyméne [111.—A 0,457 g (1,91 mmol) de 10, dissous dans AcOH 4 50%,
sont additionnés 3 g de poudre de Zn puis 6 g de HCI 10 M. La suspension est agitée a température am-
biante pendant 30 min; le milieu est dilué a I'eau, alcalinisé par NH4OH, et extrait par CH,Cl,. Aprés
concentration, I'huile foncée obtenue est chromatographiée sur colonne de silice; I'élution par #-CoH 4-

- CH,Cl, (60:40) livre 0,365 g de 11 (rdt 91%): uv A max (EtOH) nm (log €) 235 ép. (3,91), 285 (3,29); it
(flmyvem™' 3470, 3370; sm mlz (%) 209 (90), 194 (100), 179 (27), 164 (19), 147 (16), 91 (7); rmn 'H
(90 MHz, CDCl,) 8 1,32 [d, 6H, J =7,5 Hz, CH(CH});}, 2,22 (s, 3H, 1-Me), 3,20 (sept, 1H,/=7,5
Hz, CHMe,), 3,73 (s, 3H, 2-OMe), 3,70 (s, 3H, 5-OMe), 6,07 (s, 1H, H-0).

* 2,5-Diméthoxy 3-hydroxy p-cyméne (isoespintanol) [3b).—Le composé 11 (0,2 g, 0,96 mmol), traité
dans les mémes conditions que ci-dessus, fournit 0, 146 g de produit brut qui par ccmp [#-C¢H 4-AcOEt
(90:10)] livre 3b (rdt 27%). Produit amorphe: uv A max (EtOH) nm (log €) 226 ép. (3,92), 253 (3,55,
260,ép. (3,52), 282 (3,3 1); (EtOH +NaOH 0, 1M) 248 ép. (3,68), 284 (3,45),.290 ép. (3,42); ir (flm) v
cm™ ' 3480, 1655, 1500, 1350, 1100, 1020, 820; sm m/z (%) 210 (48), 195 (100), 180(21), 167 (3), 165
(6), 151 (5), 99 (5), 91 (7); rmn 'H (90 MHz, CDCl,) 3 1,30 {d, 6H,J =7,5 Hz, CH(CH }),], 2,25 (s,
3H, 1-Me), 3,46 (sept, 1H, J=7,5 Hz, CHMe,), 3,73 (s, 6H, 2-OMe et 5-OMe), 5,78 (s, 1H, OH),
6,18 (s, 1H, H-0). ' '

. 3.5-Diméthoxy 2-bydroxy p-cyméne (espintanol) [3a).—Le 2,3,5-triméthoxy p-cyméne (4] (50 mg)
dans 1,5 ml de HBr 2 48% est chauffé a 160° pendant 20 min. Aprés refroidissement et addition d'eau, le
mélange est excrait par CH,Cl,. Le résidu (27 mg) traité par ccmp {solvant n-C4H ,,~AcOEt (90: 10)} four-
nit le produic de départ 4 (13 mg, R,0,66), I'isoespintanol {3b] (1 mg, R,0,39) et I'espintanol [3a](1 mg,
R, 0,34).

ESSAIS BIOLOGIQUES.—Essais sur Leishmania.—Culture des promastigotes: les souches de
Leishmania proviennent des collections de I'IBBA (Instituco Boliviano de Biologia de Altura-La Paz,
Bolivie, Laboratoire de référence OMS) ¢t ont été typifiées par les techniques isoenzymatiques. Leishmania
(Viannia) braziliensis (2904), Leishmania (Viannia) guyanensis (M 4147), Leishmania (Viannia) peruviana
(PERU) (1 1), Leishmania mexicana mexicana (BEL 21), L. mexicana amazonensis (PH8), Leishmania mexicand
pifanoi (LL1), Leishmania mexicana aristidesi (633 1), Leishmania mexicana garnbami (JAP 78), Leishmania
mexicana venezuelensis (PM H3), Leishmania donovani donovani (HS 70), Leishmania donovani infantum (LEM
209), Leishmania donovani chagasi (LEM 379). Conditions de culcure: les Leishmania, sous torme de promas-
tigotes, sont cultivés a 28° dans le milicu NNN liquide (Novy, MacNeal, ¢t Nicoll) avec 10% de sérum de
veau foetal décomplémenté dans lequel on ajoute 10% de flucytosine ec 1% d'une solution d'ancibiotique
contenant 20 mg/ml de strepromycine ec 20000 U/ml de pénicilline. Les promastigotes sont employés ¢n

. phase de croissance exponentielle 3 la concentration de 2 3 3 X 10° ml.

" Essais sur T. cruzi.—Culture des épimastigotes: les souches de T. ¢ruzi viennent des collections de
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4,rf'l’BBA et ont touces éeé typifices par les tcchniq'ﬁes isocnzymatiques. Z1, Z2, Z2 CL4, 13379 CL3, 13379
" CLS, 13379 CL6, 13379 CL8, C8 CLI, 3IR 16 CL1, A98 CLS5, MIL4 CL10, M 6241 CL6, 9280 CL1,
CL, 27 R 27 CLI, Y, Tulahuen, A97 CL7, A 99 CL7, R 107, TeCl2. -

Conditions de culture.—Les ¢pimastigotes sont cultivés i 28° ¢t maintenus en culture in viero par re-
Piquages successifs (chaque semaine) en milicu LIT complet (Yaeger's Liver Infusion Tryptose) pH 7,2 au-
quel on ajoute 1% de sérum de veau foetal décomplémenté et une solucion d'antibiotiques contenant 0, 25

' mg/ml de streptomycine et 250 U/ml de pénicilline. Les épimastigotes sont employés pour les essais en
phase de croissance exponenticlle a la,concentration de 32 6 X 10%/m].

Méthodologie. —Les composés sont dissous dans le DMSO puis dans le milicu de culcure, la concentra-
tion finale de DMSO n'excédant Pas 0,5%. La solution est ensuite filcrée (Millipore, 0,22 um). A | ml de
solution contenant les parasites, on ajoute 1 ml d'une solution contenant le produir a tester, la concencra-
tion finale du produit étanc de 50 wg/ml, 25 wg/ml, 10 wg/ml, 5 pg/ml, ec 1 pg/ml. Les essais sont
réalisés en microplaques scériles (Falcon) de 96 puits de 0,35 ml en triplicate. Aprés 48 h d'incubation a 28°
des parasites avec ou sans produit, on effectue une observation microscopique directe pour évaluer ['effer an-
tiparasitaire en comparant avec les puits témoins. Les résultats sont exprimés par la concentration théorique
inhibanc 90% des parasites (IC 90). -

Le Glucantime" et la.Lomidine ", médicaments de référence pour les essais avec les Leishmania d'une
part, le nifurtimox et le benznidazole pour les essais avec T cruzi d'autre part, sont employés aux mémes
concencrations que le produit a tester.

Essai in vivo sur Leishmania.—Des souris Balb/C miles pesant 18-22 g sont infectées par L.. mexicana
amazonensis (PH8) par inoculation sous-cutanée de 10° amastigotes sous la surface ventrale du coussinet de
la patte arriere droite, I'aucre patte arriére servant de témoin. Chaque groupe expérimental comprend 10
souris. Le médicament de référence utilisé est le Glucantime". Le diamétre des lésions est mesuré chaque
semaine en lecture directe, avec un vernier calibré, en commengant les lectures une semaine avane I'inocula-
tion et en continuant pendant 9 semaines. Lediamétre de la lésion esc la différence d'épaisseur entre la patce
témoin et celle infectée, ce qui correspond a I'Indice Leishmaniose (IL). Le traitemenc commence 24 h apres
I'inoculation des parasites et se fait en sous-cutanée par voie générale pendant 14 jours consécutifs. L'espin-
tanol est dissous dans 250 Wl de Tween 80. Le groupe témoin regoit 0,5 ml d’une solution de PBS (Phos-
phate Buffer Saline) ec 250 Kl de Tween 80, le groupe Glucantime" (200 mg/kg par jour) et le groupe es-
pintanol (200 mg/kg par jour). DL 50 de I'espintanol sur souris Balb/C: >800 mg/kga 72 h.
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