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MPO : Myéloperoxydase

MRP : Multidrug resistance-related proteins

MTT : bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
NK-1 : Neurokinine-1

OMS : Organisation mondiale de la Santé

PIV : Parainfluenza Virus

PgP : Glycoprotéine P

RT-PCR : Réaction en chaine par polymérase utilisant des fragments d’ADNc

obtenus a partir d’ARN par rétrotranscription

S.d.: Sans date

TNF : Facteur de nécrose tumorale

TRAP : Total radical-trapping antioxidant parameter
TRPV1 : Transient receptor potential vanilloide 1
VEGEF : Vascular endothelial growth factor

VRS : Virus respiratoire syncitial

VS : Vitesse de sédimentation



I — Introduction

Les plantes sont utilisées depuis la nuit des temps en médecine traditionnelle a travers le monde.
On recense environ 20 000 espéces végétales utilisées couramment a des fins médicinales, ce qui
constitue un vaste réservoir de molécules phytochimiques a étudier au niveau de la recherche
pharmaceutique. Avec I'avancée de l'industrie pharmaceutique moderne, les drogues synthétiques
ont progressivement remplacé les préparations a base de plantes. En revanche, dans les pays en
voie de développement, TOMS estime que 80% des habitants n'ont pas accés aux produits
pharmaceutiques, trop onéreux, et disposent le plus souvent de leurs propres médicaments

confectionnés avec des plantes locales (Salatino et al, 2007).

La Pharmacopée amazonienne constitue une source extrémement riche en matiere de
phytomédecine. La communauté scientifique en est bien consciente et les travaux de recherches
basés sur les utilisations traditionnelles ancestrales se sont multipliés durant ces derniéres

décennies.

I-1) Qu'est-ce que le sang de dragon ?

Le sang de dragon est le nom donné a la séve de certains arbres d'Amazonie appelés
populairement « les Dragonniers ». Elle a la particularité d'étre d'une couleur rouge et d'une
viscosité rappelant celle du sang. Le genre Croton est le plus représenté parmi les especes
productrices de ce latex et I'espéce Croton lechleri est a ce jour la plus étudiée. Le latex de Croton
lechleri est connu en Amérique latine sous le nom de « sangre de drago » ou « sangre de grado ».
Il s’agit d’'un remede traditionnel de longue date tres populaire dans ces pays et il constitue un des

piliers de la médecine amazonienne.

[-2) Histoire et Mythologie

L'origine du nom « sang de dragon » n'est pas clairement identifiée. D’aprés les écrits de la
mythologie grecque, « Ladon, le dragon a cent tétes, gardien du jardin des Hespérides, fut tué par
Hercule dans sa quéte lorsqu'il alla chercher les pommes d'or. Le sang du dragon se répandit sur
les terres et exsudat des arbres alors renommeés les arbres du dragon » et leur séve « le sang du
dragon ».

Le sang de dragon est un nom utilisé pour décrire de nombreuses résines dans la littérature. Les
premiers écrits relatant de l'utilisation du sang de dragon sont ceux de l'explorateur et naturaliste

espagnol P. Barnabé Cobo dans les années 1600 qui a découvert et étudié 'utilisation de la résine
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de Croton déja utilisée en masse par les tribus indigénes du Mexique, du Pérou et de I'Equateur.
En réalité, ses premiers usages remonteraient a I'Antiquité ou elle était obtenue a partir de
I'espéce Dracaena cinnabari sur I'lle de Socotra au Yémen et les romains lui vouaient alors des

vertus magiques (Gupta et al, 2008).

[-3) Usages traditionnels de la résine de Croton lechleri en Amazonie

Le sang de dragon est principalement utilisé a des fins thérapeutiques mais on le retrouve
également dans les domaines artistiques ou il sert d’agent colorant des peintures, laques et vernis

ou encore dans des rituels magiques et spiritueux.

Au Pérou et dans les pays d'Amérique latine, la résine de Croton lechleri est utilisée pour guérir les
blessures. Il s’agit du premier et principal usage référencé. En effet, celle-ci posséde des
propriétés astringentes et cicatrisantes et agit comme un véritable pansement liquide. Elle était
utilisée par les tribus indigénes pour peindre les plaies et ainsi stopper le saignement, sceller,
protéger et accélérer la guérison des blessures et prévenir les infections. Elle posséde par ailleurs
une action hémostatique qui est mise a profit lors des accouchements, un bain vaginal permet

d'éviter les hémorragies en post-partum et post-abortum.

En application locale, elle est utilisée pour traiter les hémorroides, les troubles trophiques de la
peau comme l'eczéma, 'herpés et I'acné et pour soulager les piqdres d'insectes (Taylor, 2005).
Au Pérou, la douche vaginale est pratiquée pour traiter les infections mycosiques et les
leucorrhées (Herforth et al, 2001).

En stomatologie, le sang de dragon est utilisé pour son pouvoir antimicrobien et anti-inflammatoire
et comme analgésique pour soigner les caries dentaires et les gingivites.

En ingestion par voie orale, elle permet principalement de traiter les diarrhées aqueuses et induites
par le choléra ainsi que les ulcéres gastriques et les colites ulcéreuses.

Son utilisation inclut également le traitement de diverses infections respiratoires.

Ses vertus anti-inflammatoires sont mises a profit pour soulager divers types de douleurs
rhumatismales et certains l'utilisent également en gargarisme pour soulager les maux de gorge.

Le sang de dragon constitue par ailleurs un reméde pour le traitement de diverses formes de

cancer ou il est utilisé de fagon empirique (Chen, Cai et Phillipson, 1994).

La seve peut étre utilisée pure, mélangée dans de I'eau ou incorporée dans une préparation. Elle
est également ingérée en tant que complément alimentaire a des fins toniques et purgatives et

pour stimuler les défenses immunitaires (Taylor, 2005).



Il est difficile de déterminer une posologie exacte pour chaque indication. Le nombre de gouttes
utilisé est variable d’'un écrit a l'autre et ne représente pas une science exacte. Les guérisseurs se

basent sur les coutumes et observations ancestrales qui leur sont propres.

Tableau | : Principaux usages du sang de dragon en médecine traditionnelle (Taylor,
2005)

Principales  Actions annexes Dosage utilisé
actions
Action Action En externe, la résine est appliquée sur la zone a
cicatrisante cytotoxique traiter une a deux fois par jour
Action Action En interne : Quelques gouttes sont diluées dans
hémostatique antitumorale 'eau de boisson et ingérées une ou plusieurs fois
par jour
Action Action

antimicrobienne  antimutagénique

Action

antidiarrhéique

Action anti-

inflammatoire
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IT — Especes productrices de sang de dragon

Les especes d’arbres identifiées comme productrices de sang de dragon sont relativement
nombreuses et référencées dans le Tableau II.

Parmi ces espéces, la séve de Croton lechleri est la plus utilisée en médecine traditionnelle de par
la richesse de ses composés actifs et ses activités pharmacologiques nombreuses. Bien que
relativement peu connue des phytothérapeutes occidentaux, Croton lechleri représente Outre-
Atlantique une des plantes majeures de la Pharmacopée amazonienne. Par ailleurs, il est a noter
que cette espece est menacée d’extinction du fait de la popularité grandissante de sa séve
(Phillipson, 2007).
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Tableau Il : Espéces végétales productrices de sang de dragon (Gupta, Bleakley et
Gupta, 2008)

Espéces Famille Origine géographique
botanique
Croton spp Euphorbiaceae Zones tropicales et sub-tropicales du monde
C. draco
C. lechleri

C. draconoides
C. urucurana
C. xalapensis

C. gossypifolium

C. erythrochilus

C. palanostigma

Daemocorpos Palmaceae Asie du sud-est
Spp

D. draco
D. didymophylla
D. micracantha
D. motleyi
D. rubra

D. propinqua

Dracaena spp Dracaenaceae Socotra (Yemen), iles Canaries, Madére, Afrique
de I'Est

D. cinnabari
D.cochinchinensis

D. draco

Pterocarpus spp Fabaceae Inde et Amérique du Sud

P, officinalis
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[I-1) Caracteres botaniques de Croton lechleri

Croton lechleri est une espéece d'arbre tropical laticifere appartenant a la grande famille botanique
des Euphorbiaceae. C'est une espéce monoique a croissance rapide qui possede un tronc tacheté
d’une largeur de 15 a 55 cm de diameétre recouvert d’une écorce lisse. Sa hauteur peut atteindre 3
meétres chez les espéces arbustives et jusqu'a 25 metres chez les espéces arborescentes
majoritairement rencontrées. Il posséde un aspect caractéristique en forme de céne cylindrique.
Son branchage est désordonné et évolue le plus souvent par bifurcation sympodiale et ses
branches sont recouvertes de poils étoilés. Les feuilles sont d'un vert éclatant, cordiformes,
d'abord tomenteuses puis devenant glabrescentes avec le temps. Elles dégagent une odeur forte
caractéristique a la pression. Les pétioles possedent des stipules rigides a leur base. On retrouve
de longues inflorescences blanches bisexuées avec un pistil tricarpellé. Les fleurs donnent quant
a elles des fruits de type schizocarpes qui s'ouvrent a maturité en libérant 3 graines. Ce fruit est

consommeé par certaines especes d'oiseaux ce qui contribue en partie a la dissémination de

l'espece (Ester et al, 2001).

Figure 1 : Arbre et séve de Croton lechleri (lwanicki, 2017)
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[I-2) Biologie et habitat

L'espéce Croton lechleri se développe dans un biotope bien spécifique. On la retrouve
exclusivement dans les régions forestieres d'’Amérique latine et centrale, dans des pays tels que la
Bolivie, le Pérou, le Brésil, la Colombie ou I'Equateur. C'est une espéce pérenne que I'on retrouve
tout au long de l'année a des altitudes variant de 100 & 1800 métres et & des températures
comprises entre 18 et 30°C. Elle nécessite un bon ensoleillement pour un développement optimal
ainsi qu’une pluviométrie annuelle de 2000 a 4000 mm. Sa durée de vie varie de 5 a 20 ans. La
couleur et la consistance du latex exsudé varient selon I'age de I'arbre et la quantité d'eau recgue,
brun-rouge et fluide chez les espéeces jeunes et devenant plus sombre et plus visqueux avec le
temps. Le Croton se développe dans des sols bien aérés, sableux ou argileux, non inondés mais
légérement humide, a un pH proche de 5 comme par exemple sur des rives sablonneuses a
proximité de cours d'eau. Ces conditions favorisent également le développement des mycorhizes
souvent associés au Croton et pouvant jouer un réle dans la synthése de certains composés

chimiques retrouvés dans le latex (Alexiades, 2002).

Figure 2 : Répartition géographique mondiale de I’espéce Croton lechleri (Source :
https://Inativedelicatessen.wordpress.com/tag/croton-lechleri/)
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[1-3) Récolte du latex

On estime que la récolte du latex de Croton lechleri peut s'effectuer lorsque l'arbre est agé d'au
moins 8 ans afin que le ratio entre les différents principes actifs soit optimal soit lorsque le
diameétre de I'arbre avoisine les 30 cm. Il existe 2 méthodes d'obtention du latex. La premiére, par
coulée, en incisant I'écorce de l'arbre et en récoltant directement le flux qui s'écoule. Cette
méthode est la moins efficace et offre un rendement assez faible, elle permet de récolter sur un
arbre adulte environ 300 mL soit environ 12 % du latex contenu dans l'arbre.

La deuxieme méthode est I'abattage qui permet de récolter environ 80 % du latex contenu dans
I'arbre soit un rendement bien supérieur et une quantité de latex pouvant varier de 2 a 5 litres
suivant la taille de I'arbre et ses conditions de vie (terrain, ensoleillement, pluie). Les arbres se
situant dans des espaces ouverts exposés a un fort ensoleillement et se développant sur des
terrains secs ont souvent peu de latex contrairement a ceux se développant dans une végétation

dense et humide.

Le fait d'effectuer des récoltes successives par coulée sur le méme arbre n'est pas plus
intéressant que I'abattage car le rendement est de plus en plus faible a chaque récolte étant donné
que I'on endommage les tissus producteurs du latex qui sont incapables de se régénérer par eux-
mémes. De plus, l'arbre s’affaiblit et s'expose a diverses maladies et infections fongiques et ne
survit généralement pas plus d'un an.

La méthode de récolte par coulée est donc utilisable par la population locale ou les shamans
lorsqu'elle nécessite de faibles quantités de latex et que I'endommagement de I'arbre reste limité.
Lorsque de plus gros rendements sont nécessaires, par exemple pour la commercialisation, ce
sera toujours I'abattage qui sera choisi. Il y a également une influence du moment choisi pour la
récolte, en fonction des jours et des saisons. Certaines croyances locales racontent que les
récoltes s'effectuent en fonction des cycles lunaires, au moment des pleines lunes. Le moment le
plus propice pour la récolte étant le matin lorsque la température est encore basse et idéalement le
lendemain d'un jour de pluie pour obtenir les meilleurs flux. Les récoltes sont a éviter en pleine
saison séche et lorsqu'il fait trés chaud du fait du tarissement de I'arbre (Alexiades, 2002).

La quantité de latex contenue dans l'arbre est proportionnelle au diamétre du tronc. Les périodes
optimales pour la récolte du latex sont les mois de mars, mai, septembre et décembre durant
lesquels la pluviométrie est la plus importante. Par ailleurs, le latex peut se présenter sous
diverses formes organoleptiques : rouge sang, rouge vin ou ocre (Castillo-Quiliano et Dominguez-
Torrején, 2010).
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Figure 3 : Récolte du sang de dragon par la technique de coulée (Source : « Draci
krev - Croton Lechleri» http://www.jungle-medicine.eu/eshop/zluta-linie/croton-
lechleri )
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IIT - Constituants chimiques identifiés dans le latex de Croton
lechleri

La seve de Croton lechleri est un vaste réservoir de molécules. La caractérisation phytochimique
du latex a débuté dans les années 1980. Les composés retrouvés majoritairement sont des
polyphénols. On retrouve également des diterpénes ainsi que des phytostérols. Parmi les
composés minoritaires, on distingue deux classes de molécules particulierement actives

pharmacologiquement, les alcaloides et les lignanes.
[11-1) Les polyphénols

Les polyphénols représentent une vaste famille de composés aromatiques. lls se caractérisent par
la présence d’au moins deux groupements phénoliques. Les dérivés du phénol sont extrémement
nombreux. lls sont couramment retrouvés chez les végétaux et notamment dans les essences

végeétales.

Une sous-famille de composés phénoliques, les lignanes, sont également retrouvés chez de
nombreuses espéces végétales. Ce sont des métabolites secondaires dont le réle métabolique
n'est pas clairement connu. Certains lignanes ont démontré des propriétés antioxydantes et
antibactériennes ce qui laisse a penser qu'ils auraient un réle dans les mécanismes de protection
et de défense des végétaux.

En médecine, des lignanes sont retrouvés dans certains médicaments comme la podophyllotoxine,
aux propriétés anti-mitotiques, utilisée pour la formulation de I'étoposide.

Dans la séve de Croton lechleri, un lignane isolé et ayant fait I'objet de plusieurs études est le 3',4-

O-diméthylcédrusine (Figure 4).

OH e OH
H4CO Wl Ny

0
DCH;
HL,CO

Figure 4 : Structure chimique du lignane 3',4-O-diméthylcédrusine (De Marino et al,
2008)

Les proanthocyanidines ou tanins condensés représentent une sous-famille de polyphénols. Ce
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sont les composés chimiques retrouvés majoritairement dans le sang de dragon. lls sont formés a
partir de monoméres de catéchines ou flavan-3-ols ou de polyméres bordés de glucose, d'acide
ellagique ou d'acide gallique. On retrouve des proanthocyanidines de poids moléculaire trés varié
du fait des différents degrés de polymérisation que peuvent prendre ces molécules. Il s’agit de la
famille chimique la plus représentée au sein du latex et on estime que I'ensemble de cette classe
représente 90 % de son poids sec. Les composés identifiés dans le latex sont I'épicatéchine
(Figure 5), la catéchine (Figure 6), la gallocatéchine (Figure 7) et I'épigallocatéchine (Figure 8).

On retrouve également des oligomeres hétérogenes (Figure 9) allant des diméres aux heptameéres
formés par la polymérisation de ces monomeres via des liaisons (4-a—38) et (4-a—6) (Cai, Chen et
Phillipson,1993).

Un oligomeére proanthocyanidique isolé du latex de Croton lechleri a donné lieu a de nombreuses
études et publications scientifiques pour ses propriétés antivirales et antidiarrhéiques. Il a été
baptisé SP303 et constitue a ce jour le principe actif de plusieurs médicaments développés sur le

territoire américain (Cai et al, 1991).
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Figure 5 : Epicatéchine Figure 6 : Catéchine
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Figure 7 : Gallocatéchine Figure 8 : Epigallocatéchine
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R1=R2=0H : Catéchine-(4,-8)-épigallocatéchine
R1=0H et R2=H : Gallocatéchine-(4,-8)-épicatéchine

Figure 9 : Exemple de dimére proanthocyanidique retrouvé dans le latex de
C.lechleri (Ester et al, 2001)

[11-2) Les alcaloides

Les alcaloides représentent une vaste famille de molécules organiques trés diverses de par leurs
structures complexes et leurs activités biologiques variées. Ces activités ont suscité tres tét
lintérét de lindustrie pharmaceutique au niveau de la recherche et du développement de
nouveaux médicaments. lls sont a l'origine méme du médicament et occupent une place principale
dans les débuts de l'industrie avec des médicaments utilisés couramment comme la morphine,
l'atropine, la quinine, la réserpine, la vinblastine, la colchicine et bien d’autres. lls représentent
également le principe actif de la plupart des plantes utilisées en médecine traditionnelle.
Cependant, ces molécules ont la particularité de présenter une toxicité importante.

Les alcaloides sont relativement rares chez les Euphorbiaceae. Chez le genre Croton, les
alcaloides retrouvés sont principalement de type phénantréniques comme les morphinandiénones
ainsi que les alcaloides de type isoquinoléiques.

Les alcaloides identifies chez Croton lechleri sont la glaucine, la thaliporphine, l'isoboldine la
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norisoboldine, la magnoflorine, la corytubérine et la taspine. Tous ces alcaloides dérivent d’'un
alcaloide unique, la réticuline (Figure 10). La taspine est le seul alcaloide retrouvé dans la séve de
Croton lechleri lorsque l'arbre arrive a maturité, les autres alcaloides sont uniquement présents
dans les feuilles et retrouvés a I'état de trace dans la séve des jeunes arbres de moins de 1 an.
L'analyse d’échantillons de latex de diverses provenances a permis d’établir 3 chémotypes
distincts. Dans chacun d’eux, la concentration moyenne en taspine représente environ 9% du
poids sec du latex avec des variations allant de 1,3% a 20,4% qui ne semblent pas avoir de lien
avec le lieu de récolte ou le type de chémotype. La taspine est un alcaloide a structure dilactone
qui est a ce jour la molécule du sang de dragon la plus étudiée d’'un point de vue pharmacologique
(Milanowski et al, 2002).

MeO O MeQ | X MeQ O
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HO ’ HO™ P~y Me MeO ’ e
] p
| 9
MeO MeO” 7 MeO
CH OH OMe
Norisoboldine (1) Isobolding (2) Thaliparphine {3) Glaucing (4)
1 I'J—P
MeO MeO MeO MeO n:Me
- (O 0™
HO i HO HO * "Me 0 9
HO HO
® ® 04
MeQ MeQ MeO OMe
OH
A=Me, Reticuline {5) ~ Corytubering (7) Magnoflorine (8) Taspine (9)

R=H, Norreticuline (6)

Figure 10 : Structure chimique des alcaloides isolés chez C.lechleri et voie de
biosynthése probable au sein de la plante (Milanowski et al, 2002)

[11-3) Les terpénes

Les terpénes représentent une vaste famille de composés chimiques, ce sont les métabolites
secondaires les plus largement retrouvés chez le genre Crofon bien que minoritaires chez
C.lechleri. 1| existe les terpénes a proprement parlé qui sont des hydrocarbures formés a partir de

l'isopréne et les dérivés terpéniques qui ont la méme structure de base sur laquelle viennent se
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greffer diverses fonctions chimiques. (alcools, aldéhydes, acides,..)

Les terpénes sont responsables de toutes les senteurs chez les végétaux et certains ont
également un réle biologique important et possédent notamment des activités antimicrobiennes ou
anti-inflammatoires jouant un réle dans 'autodéfense de la plante.

Parmi les différents types de squelettes chimiques existant chez les diterpénes, le genre

clérodane et les esters de phorbol sont les 2 plus représentés chez le Croton (Salatino et al, 2007).

Quatre diterpénes ont été identifiés dans le latex de Croton lechleri, il s’agit de [l'acide
hardwickiique et de l'acide crolechinique que I'on retrouve dans I'écorce et dans le latex, du
bincatriol et du crolechinol (Cai, Chen et Phillipson, 1993).

Une étude approfondie a permis d’identifier deux nouveaux diterpénes isolés pour la premiére fois,
l'analyse par RMN a révélé qu’il s’agissait de deux diterpénes lactones au squelette clerodane
nommeés Korberine A et Korberine B. (Figure11) Par ailleurs, trois stérols ont également été
identifiés : le sitosterol, le sitosterol-R-D-glucopyranoside ainsi que le R-sitostenone (Cai, Chen et
Phillipson, 1993).

Acide hardwickique Bincatriol
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Figure 11: Diterpénes identifiés dans la séve de C.lechleri (Ester et al, 2001)
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IV — Etudes des activités pharmacologiques de la séve de
Croton lechleri et de ses composes isolés

La majorité des travaux de recherches et des publications scientifiques traitant de la séve de
Croton lechleri ont été réalisés dans le but de rechercher des activités pharmacologiques in vivo
ou in vitro. La plupart des activités biologiques du sang de dragon sont connues de par les usages
traditionnels. Les études cliniques et expérimentales réalisées ont permis de rationnaliser les
différentes hypothéses apportées par ces utilisations traditionnelles. Le but de ces différents
travaux étant dans un premier temps de vérifier les activités expérimentalement, d’en comprendre
les mécanismes d’action et d’évaluer sa sécurité d’emploi. Lidentification des actifs étant souvent
complexe, des composés isolés ont également été testés et les concentrations efficaces et
toxiques recherchées.

Dans la majorité des études, la séve de Croton lechleri utilisée provient du Pérou. Les laboratoires
disposent le plus souvent du latex sous une forme de lyophilisat qui est par la suite reconstitué
extemporanément par dilution dans de I'eau distillée. La séve peut alors étre étudiée sous sa

forme brute ou a partir d’extraits méthanoliques.

IV-1) Activité cicatrisante

L'utilisation du sang de dragon comme composé cicatrisant représente le premier et principal

usage du latex en médecine traditionnelle depuis des siécles.

La cicatrisation est un phénoméne biologique complexe qui se déroule en plusieurs étapes et
faisant intervenir divers mécanismes cellulaires et moléculaires. Elle se divise en 3 grandes
phases avec en premier lieu une inflammation locale causée par la migration de globules blancs
au niveau du site de la plaie. On y retrouve diverses cellules sanguines telles que des
polynucléaires neutrophiles et des monocytes assurant la détersion des microorganismes et
déchets cellulaires par phagocytose et stimulant le début de la phase de régénération par
libération de facteurs de croissance. Il s’ensuit I'étape de bourgeonnement, enclenchée par un
afflux de fibroblastes permettant le renouvellement de la matrice et la formation de collagene et

enfin une phase de maturation également appelée remodelage.

La premiere étude traitant de l'activité cicatrisante du sang du dragon a été réalisée en Belgique
en 1995 par L.Pieters, T. De Bruyne et collaborateurs. L'équipe s’est intéressée au potentiel
cicatrisant du sang de dragon brut ainsi que de divers constituants isolés. L’'étude expérimentale
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réalisée in vivo sur des rats a comparé I'activité cicatrisante de 'alcaloide taspine, du lignane 3',4-
O-dimethylcedrusine ainsi que de diverses proanthocyanidines. Appliquée brute, la séve a permis
d’'induire une contraction de la plaie, un phénoméne physiologique permettant le rapprochement
des berges. Elle a également engendré la formation d’une crolte en seulement 24 heures contre 5
jours pour les composeés isolés. Cette difféerence s’explique par la forte teneur en
proanthocyanidines du latex induisant une précipitation avec les protéines tissulaires pour former
une crolte. La séve de Croton a par ailleurs facilité divers processus de régénération tissulaire

comme la néoformation de collagéne ainsi que la régénération de la couche épithéliale.

Le lignane 3',4-O-dimethylcedrusine a quant a lui démontré une stimulation de la formation de
fibroblastes et de collagéne. Le latex brut a globalement montré une meilleure efficacité que les
composes isolés avec une cicatrisation de 95% sans laisser de cicatrices a la fin de I'expérience.
Le délai de cicatrisation est quant a lui plus lent que les composés isolés du fait du ralentissement
de la formation de fibroblastes par les proanthocyanidines (Pieters et De Bruyne, 1995).

La substance considérée comme la plus importante dans I'activité cicatrisante est la taspine. Dans
ce cadre, des études plus approfondies ont été réalisées en 2006 dans 'étude de Marzia Foddai,
Marianna Usai et collaborateurs. L’action réparatrice de la taspine a été observée in vitro sur de la
peau humaine brilée. L'expérience sur peau saine a permis d’observer une infiltration de cellules
lymphocytaires au niveau du derme. La mise en culture d’'un fragment de peau brllée avec du
sang de dragon a mis en évidence un remodelage du derme par activation des papilles dermiques

avec un effet dose-réponse invariable (Foddai et al, 2006).

Dans une étude réalisée en 2015, Guillermo José Gallardo Vasquez et collaborateurs ont testé des
gels cicatrisants a base d’extraits de sang du dragon a diverses concentrations sur des modeéles
murins ainsi que des gels a base de taspine et de 3’-4-O-diméthylcedrusine et il a été déterminé
qu'un gel concentré a 2% en extrait brut fournissait une efficacité optimale, avec une action
cicatrisante 4 fois supérieure aux composeés isolés. L'étude a également mis en évidence la
capacité de la taspine a stimuler par chimiotaxie les fibroblastes de maniére dose-dépendante
(Vasquez et al, 2015).

L'alcaloide prépondérant du sang du dragon, la taspine, posséde une activité anti-inflammatoire
reconnue (Perdue et al, 1979). Le sang de dragon permet d'accélérer le processus de cicatrisation

en réduisant la durée de la phase inflammatoire.

Une étude clinique menée en Iran par I'Université des Sciences médicales d'Ahvaz jundishapur en
octobre 2010 a évalué l'effet cicatrisant d'une créme a base d’extrait éthanolique de séve de
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Croton lechleri (15%) sur un échantillon de 60 patients du service de médecine dermatologique de
I'népital Imam Khomeni. La créme a été testée versus placebo sur des plaies réalisées
expérimentalement par cautérisation afin d'obtenir une homogénéité de taille. Chaque patient a
recu comme consigne d'en appliquer deux fois par jour pendant 20 jours et I'évolution de la

cicatrisation a été constaté en mesurant la surface des plaies. (Tableau Ill)

Tableau Il : Evolution moyenne de la cicatrisation des plaies observées durant les
20 jours d’étude (Namjoyan et al, 2016).

Jour3 |Jour5 |Jour7 |Jour10 |Jour 14

Créme a base de sang du | 31,06 % | 63,77 % | 77,80 % | 89,14 % | 95,73 %

dragon

Placebo 4,74 % | 23,50 % | 43,90 % [ 61,96 % | 78,10 %

La surface des plaies a été mesurée et une valeur de 100% lui a été attribuée. Les pourcentages
dans le tableau Il indiquent 'avancement de la cicatrisation, une valeur de 100% témoignant d’une

cicatrisation totale.

L'étude a globalement montré que la créme a base de sang de dragon permettait de réduire la
durée de cicatrisation des plaies. Cette différence est visible dés le troisieme jour avec un
pourcentage de cicatrisation moyen de 31,06 % contre 4,74 % pour le groupe placebo. Les
composés polyphénoliques du latex jouent également un rdle dans la création d’'une barriére
protectrice au niveau de la plaie. De plus, des études ont démontré le pouvoir antibactérien de la
séve de Croton lechleri (Roumy et al, 2015) ce qui réduit d'autant plus le risque d'infection et

facilite la cicatrisation.

Un autre facteur essentiel du processus de cicatrisation est la vasoconstriction. Le latex de Croton
lechleri possede un effet vasoconstricteur sur les artéeres (Froldi et Zagotto, 2009). De la méme
maniére que dans l'étude de Pieters, De Bruyne et collaborateurs, il a été observé que les
composes polyphénoliques, en se fixant aux diverses protéines tissulaires, permettent de refermer
la plaie plus rapidement et de stimuler la réépithélisation. La migration des fibroblastes induite par
la taspine permet également de favoriser la reconstruction de la matrice cellulaire, la formation de
collagéne et I'angiogénése.

La créme a base de sang de dragon a démontré de bons résultats sur la guérison des plaies et
une bonne tolérance, ce qui en fait un produit intéressant et efficace a ajouter a l'arsenal

thérapeutique. Des études doivent encore étre menées pour évaluer son potentiel sur des plaies
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plus complexes a soigner telles que les escarres, les ulcéres ou les brilures (Namjoyan et al,
2016).

En 2015, une équipe de chercheurs brésiliens a testé une pommade a base d’extraits de Croton
lechleri sur des ulcéres chroniques des membres inférieurs chez des patients diabétiques. Les
ulcéres des membres inférieurs représentent une des complications du diabéte et imposent des
hospitalisations de longue durée et un traitement colteux.

Quatre patients ont recu une application quotidienne de pommade pendant 3 mois. Ces patients
présentaient des lésions avancées avec un échec des traitements antérieurs. lls présentaient
egalement des facteurs aggravants : obésité, polymédication, infection locale.

A la suite du traitement, une réduction de la taille moyenne des ulcéres a hauteur de 19,5% a été
constatée, un résultat insuffisant. Par ailleurs, aucune action antibactérienne n’a été observée du
fait de la trop faible concentration en actifs antibactériens dans une pommade a 10%. Les résultats
sont tout de méme encourageants et des études supplémentaires doivent étre menées notamment

au niveau de la formulation des pommades (Silva, 2016).

En 2016, le potentiel de cicatrisation cutanée et la toxicité aigué de la séve de Croton lechleri ont
eté évalués in vivo chez le rat dans I'étude Diego Omar Cevallos-Verdesoto et collaborateurs.
L'analyse histopathologique pendant les 7 jours suivant une application locale du latex sur une
incision de I'épiderme a démontré des signes de réparation cutanée deux fois plus rapide que les
plaies non traitées qui présentent par ailleurs des abcés et une inflammation importante. Il a
egalement été observé que le caractére acide du latex lui conférait une activité bactériostatique
locale empéchant ainsi la prolifération bactérienne. Les observations faites sont similaires a celles
de I'étude de Namjoyan et al. (2016) quant a I'action synergique des composés du latex apportant
a la fois un effet anti-inflammatoire local et accélérateur de réparation épidermique par stimulation

de la formation de fibroblastes.

L’étude de toxicité locale aigué a des doses de 2000 mg/kg n’a pas engendré de déces chez le rat
ou de signes de toxicité notables, ce qui est rassurant quant a la sécurité d’utilisation du sang de

dragon en application cutanée (Cevallos-Verdesoto et al, 2016).

Dans I'ensemble des travaux d’étude réalisés, les conclusions sont unanimes. La séve de Croton
lechleri posséde des propriétés cicatrisantes extrémement efficaces si elle est bien tolérée. Elle
permet de faciliter et d’accélérer toutes les étapes du processus de cicatrisation en agissant sur la
composante inflammatoire et en stimulant la prolifération et la migration de divers facteurs de
cicatrisation. Elle regroupe en un seul produit les bénéfices apportés par un produit antiseptique,

un pansement et une créme réparatrice.

26



IV-2) Activités gastroprotectrice et anti-ulcéreuse

Le sang de dragon est utilisé en médecine amazonienne pour soulager les gastrites et favoriser la
cicatrisation des ulceres gastriques ou il est administré par voie orale en diluant quelques gouttes
dans I'eau de boisson. Les ulceres et cancers gastriques sont répandus en Amérique du sud du
fait de la forte incidence d'Helicobacter Pylori dans cette région du globe (Miller et al, 2000).

IV-2-1) Etudes de I'effet cicatrisant sur des ulceres induits expérimentalement

Les recherches concernant I'activité anti-ulcéreuse ont débuté dans les années 2000. La plus
vaste étude a ce sujet est celle de Mark Miller et collaborateurs en 1999. Dans cette étude, la
résine de Croton lechleri a été administrée dans I'eau de boisson de rats sur lesquels des ulcéres
ont été induits. Elle a été testée en utilisant des dilutions de 1:1000 & 1:10000 pour des doses
thérapeutiques comprises entre 60 et 600 ug par jour.

A la suite des 7 jours de traitement, les tissus gastriques ont été prélevés afin d’évaluer la taille
des ulceéres, leur morphologie (Figure 12) et d’étudier I'effet du sang de dragon sur différents
paramétres : I'expression des génes pro-inflammatoires (Figure 14), la teneur en bactéries dans le
lit de l'ulcére et I'activité myéloperoxydase.

Control Ulcer

Ulcer + Sangre de grado
1:1,000 dilution

Ulcer + Sangre de grado
1:10,000 dilution

Figure 12 : Photographies d'ulcéres gastriques traités au sang de dragon (Miller et
al. 2000)
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La figure 12a montre distinctement la morphologie d'un ulcére non traité, rond et clair. On y voit
des débris cellulaires et un épithélium nécrosé.

Les figures 12b et 12¢c montrent la morphologie des ulcéres traités aux dilutions 1:1000 et 1:10 000.
Sur ces photos, on remarque que les zones d'ulcérations sont toujours présentes mais que les
ulceres sont plus petits et les tissus en cours de cicatrisation, la muqueuse est également moins

inflammeée.

Les ulcéres traités a des dilutions 1:1000 et 1:10000 sont de taille réduite par rapport au témoin
non traité, la guérison étant comparable a celle observée par un traitement conjoint de
streptomycine et pénicilline.

Les ulcéres non traités possedent également un nombre plus important de bactéries que ceux
traités ce qui confirme le pouvoir bactéricide du latex sur les germes impliqués dans I'étiologie
ulcéreuse.

Par ailleurs, les taux de myélopéroxydase, un marqueur inflammatoire témoignant de la teneur en
granulocytes, sont considérablement réduits comparativement au témoin négatif d'ou cette

inflammation réduite des tissus.

Un autre parameétre ayant été étudié est la sécrétion épithéliale, consistant a analyser les
transports ioniques s'effectuant au sein de I'épithélium d'un iléon de cobaye afin d’observer
limpact du sang de dragon sur la sécrétion d’'ions chlorure aprés une stimulation par de la
capsaicine. Le but est de déterminer si le sang de dragon agit au niveau des nerfs afférents

sensoriels.

Les transports ioniques sont observés aprés émission d’'un courant court-circuit en mesurant la
différence de potentiel électrique a travers les tissus. Une expérience paralléle a été réalisée avec
le méme mode opératoire en remplagant la capsaicine par un agoniste des récepteurs NK-1, le
Sar-Met-Substance P. Cet agoniste spécifique des récepteurs NK-1 stimule la sécrétion d’ions
chlorures. La capsaicine active ces mémes récepteurs par lintermédiaire d'une libération de

substance P.

28



[J Vehicle
4011 - Sangre de Grado §
— 35 (1:1,000) |
N - |
g 30
<
32
B 20 —
= i
‘© 15 |
e
& 10
<
O s
0 r— ) p ),
Capsaicin EFS Sar-Met-SP

Figure 13 : Histogramme représentant l'influence du sang de dragon sur les
variations de sécrétion épithéliale dans des iléons de cobaye avec différents
inducteurs (Miller et al, 2000)

La sécrétion épithéliale a été induite par 3 stimuli: la capsaicine, la stimulation par champ
électrique (EFS) ainsi que I'agoniste des récepteurs NK-1 (Sar-Met-SP).

On observe que I'exposition a la capsaicine a immédiatement engendrée une augmentation de
I'lsc significatif d'une sécrétion d'ions chlorures. Les expériences paralléles utilisant les agonistes
NK-1 et 'EFS ont produit les mémes changements d'lsc que la capsaicine. En revanche, le
traitement par le sang de dragon dans l'extrait stimulé par la capsaicine a engendré une diminution
de 70 % de I'lsc donc une diminution de la réponse sécrétoire alors que pour les agonistes NK-1
aucun changement n'a été remarqué apres traitement au sang de dragon.

Cette expérience a démontré que la réponse épithéliale a la capsaicine fait intervenir une libération
de substance P par stimulation des neurones afférents sensoriels et dans un second temps une
activation des récepteurs NK-1 par la substance P induit la libération d'ions chlorure. Comme le
sang de dragon n'a pas atténué la réponse sécrétoire induite par les agonistes directs NK-1, il
n‘agit donc pas sur les neurotransmetteurs ou les récepteurs cellulaires mais par un effet de

blocage des afférences sensorielles qui empéche la libération de Substance P.

L'inhibition de I'expression de divers génes pro-inflammatoires a été étudié a partir extraits de

tissus stomacaux par RT-PCR.

29



A cox 1 CcOX 2

GAPDHM

GAPD#

Figure 14 : Gel d’électrophorése représentant I'effet du sang de dragon sur
I'expression de divers génes codant pour des cytokines pro inflammatoires (Miller
et al, 2000)

La bande 1 correspond au rat naif sans ulcére, on remarque que seule la COX-1 est exprimée ce
qui est un phénomeéne physiologique normal. Les autres genes y sont absents.

La bande 2 représente un ulcére non traité. L'expression de COX-1 est restée identique. On
observe également I'expression des genes pro-inflammatoires (COX-2, iNOS, TNF-alpha, IL-1 et
IL-6)

La bande 3 correspond a un ulcére traité par sang de dragon a la dilution 1:1000. On y observe
I'expression de tous les genes pro-inflammatoires. L'expression a été largement réduite pour iNOS
et IL-6 et en partie réduite pour COX-2, TNF-a et IL-1B.

La bande 4 provient d'un ulcére traité au sang de dragon a la dilution 1:10000. Cette bande est
relativement similaire a la bande 3, avec une expression un peu plus importante de TNF-a et
moindre pour I'lL-6.

La COX-1 est le seul produit de PCR retrouvé dans tous les estomacs. Son expression n'a pas été
affectée par l'induction d'ulcére et est restée stable aprés traitement au sang de dragon. Les autres
facteurs inflammatoires sont absents chez les rats normaux et apparaissent aprés induction des
ulceres puis sont réduits apres traitement. On peut conclure de ce test que le sang de dragon
supprime l'activation de ces génes. On peut également supposer que cette suppression est due a
une diminution de la concentration bactérienne dans le lit de l'ulcére qui réduit les signaux
d'activation et de transcription des génes pro-inflammatoires. D'autres mécanismes encore mal

connus sont certainement impliqués (Miller et al, 2000).
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En 2014, une étude a comparé un extrait de séve de Croton lechleri a la ranitidine. Comme
précédemment, des ulcéres ont été induits par action de I'éthanol sur des modéles murins. Le
traitement a été suivi durant 3 jours a des doses de 200 a 400 mg/kg et I'évaluation microscopique
et macroscopique n’a pas montré de réduction significative des lésions ulcéreuses avec une
réduction moyenne de 20,21% a 31,26% contre 61,17% pour la ranitidine. L’équipe de recherche
en a conclu que l'extrait de Croton lechleri présentait un effet gastroprotecteur léger mais

insuffisant.

Il a tout de méme été observé que l'extrait stimulait la production de mucus afin de créer un film
protecteur vis-a-vis de l'agression de I'éthanol. Un autre point intéressant est I'observation de
lésions hémorragiques séveres et de nécroses profondes au niveau des couches de la muqueuse
gastriqgue dans le groupe témoin et I'absence de ces symptdmes dans les groupes recevant
I'extrait de sang de dragon. L’hypothése faite est que le sang de dragon posséderait une action
vasodilatatrice locale permettant une perfusion sanguine adéquate évitant la formation d’érosions
hémorragiques et que son activité antioxydante (Desmarchelier et al, 1997) réduirait la
péroxydation lipidique des membranes induite par les radicaux libres. Il a également permis
d’augmenter localement la production de prostaglandines (PGE2) connues comme inhibitrices de
la production d’acide chlorhydrique (Llontop et Quevedo, 2014).

L'effet gastroprotecteur de l'extrait de Croton lechleri est certes bien moindre que celui d'un
inhibiteur de la pompe a protons tel que la ranitidine mais lI'effet n’est pas nul et les résultats
meéritent des investigations supplémentaires pour déterminer s’il pourrait apporter un bénéfice chez
’homme. Il semble s’agir d’'un effet synergique de diverses molécules du latex apportant a la fois
une action anti-inflammatoire, antibactérienne et antioxydante et facilitant la création d'un

environnement propice a la protection et a la cicatrisation des muqueuses.

IV-2-2) Evaluation du potentiel bactéricide vis-a-vis de Helicobacter pylori

En 2003, l'activité antibactérienne du sang de dragon vis-a-vis d’ Helicobacter pylori a été évaluée
dans une étude expérimentale réalisée par Tamariz Ortiz et collaborateurs. au Pérou. L'équipe de
recherche a testé un lot de 41 souches d’Helicobacter pylori isolées a partir de biopsies gastriques.
Le sang de dragon étudié provient quant a lui de 4 sources d’approvisionnement différentes afin de

comparer les activités.

Helicobacter pylori est connu comme agent pathogéne a l'origine de gastrites, d'ulcéres gastriques
et méme de cancers gastriques et responsable de complications et récidives en I'absence de
traitement. Il a été classé par 'OMS comme agent cancérogene de classe | en 1992, avec 300 000

nouveaux cas par an dans le monde attribuable a cette bactérie notamment le carcinome gastrique
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et le lymphome du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT). L'éradication de la bactérie
est donc un objectif premier, elle est basée sur une thérapie par antibiotiques avec des problemes
liés au colt du traitement dans certaines régions, a l'approvisionnement, aux effets secondaires et

a l'apparition de résistances aux antibiotiques.

L'effet inhibiteur de croissance a été déterminé qualitativement par la méthode des disques via la
mesure du halo d’inhibition témoignant de I'éradication bactérienne puis les CMI (concentration
minimale inhibitrice) et CMB (concentration minimale bactéricide) ont été calculées.

Les résultats montrent qu'il existe un effet antibactérien du sang de dragon vis-a-vis d’Helicobacter
pylori et que des différences significatives existent entre les différentes présentations. Ces
variations s’expliquent principalement par les différences en termes de qualité et de pureté entre
les différents échantillons. Les échantillons fournis par un laboratoire médical suisse et par un
étudiant de I'Université de Tarapoto se sont montrés de haute qualité, avec un degré de pureté
elevé et une différence non significative a été observée entre les résultats obtenus. Les
échantillons achetés en centre commercial et fournis par un centre de soin en médecine naturelle
ont montré une activité antibactérienne significativement plus faible ce qui peut s’expliquer par un
degré de pureté inférieur, une variabilité au niveau de la teneur en actifs antibactériens d’un
échantillon a I'autre ou une mise en suspension dans un solvant. Les sources d’approvisionnement

sont donc un point crucial a ne pas négliger.

Dans la détermination des CMI, il a été observé une inhibition d'Helicobacter pylori par les
différentes présentations du produit pur jusqu'a la dilution 1/8.

La CMB a quant a elle été déterminée visuellement comme la plus petite concentration en sang de
dragon présente dans la gélose qui ne contient aucune colonie.

L'effet bactéricide sur Helicobacter pylori est observé avec du sang de dragon concentré (produit
pur) pour toutes les présentations. A partir de la dilution 1/2, le produit perd son effet bactéricide
total (Ortiz et al, 2003).

Les utilisations populaires dans le traitement des ulcéres gastriques consistent a mélanger 2 a 3
gouttes de séve pure dans un verre d’'eau ce qui apporte une concentration en actif insuffisante
pour qu’il y ait un quelconque effet antibactérien.
Seules des études in vitro ou chez le rat ont été menées a 'heure actuelle et I'effet bactéricide sur
Helicobacter pylori est uniquement obtenu avec un extrait concentré ce qui rend son utilisation
impossible chez 'homme en I'état dans la recherche d’une action antibiotique. Toutefois, un
bénéfice pourrait étre apporté par une diminution de la sécrétion d’acide ainsi qu’'une action
inhibitrice au niveau de différents facteurs inflammatoires.
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IV-3) Activité antioxydante

Les radicaux libres sont retrouvés dans tous les organismes biologiques et sont la cause de
maladies dégénératives. lls produisent un stress oxydatif sur les membranes cellulaires, a l'origine
de mutagénese, carcinogénese, de probléemes d'ordres vasculaires et de vieillissement prématuré.
Depuis plusieurs années, les études scientifiques s'intéressent particulierement aux antioxydants
d'origine naturels présents dans certaines plantes ou aliments. Le pouvoir antioxydant correspond
a la capacité d'une molécule donnée a lutter contre I'oxydation en piégeant les radicaux libres

dérivés de I'oxygéne responsables du stress oxydatif.

Plusieurs études ont évalué le potentiel antioxydant du sang de dragon de Croton lechleri. |l a été
déterminé que le poids sec du latex est composé a 90 % de composeés phénoliques possédant des
propriétés antioxydantes reconnues. D'autres molécules ont également été étudiées pour leur
potentiel antioxydant, l'alcaloide taspine et le lignane 3',4-O-diméthycedrusine (De Marino et al,
2008).

IV-3-1) Etude du potentiel antioxydant de la séve brute

En 1997, C. Demarchelier et collaborateurs ont publié une premiére étude concernant I'activité
antioxydante de la séve de Crofon lechleri. Dans cette étude, le TRAP (fotal reactive antioxydant
potential), un index du pouvoir antioxydant qui peut étre déterminé par la technique de
chimiluminescence, a été déterminé sur un extrait de sang de dragon récolté au Pérou. La
méthode de détermination du TRAP utilise un mélange composé d'un tampon phosphate a pH 7,4,
d'un cation donneur de radicaux péroxyl, le 2,2'-azo-bis(2-amidinopropane) et de luminol. La
machine utilisée a été calibrée avec un antioxydant témoin, le trolox, un dérivé synthétique de

I'alpha-tocophérol.

L'addition du sang de dragon au mélange a induit une décroissance de luminescence entre TO et
T5min avec une décroissance maximale obtenue en 5 minutes. On remarque que le Trolox induit
une décroissance beaucoup plus rapide mais moindre et que son action s'épuise plus rapidement.
Ce test a révélé que le sang de dragon possédait une trés forte concentration en molécules

antioxydantes mais que sa réactivité est relativement faible (Desmarchelier et al, 1997).

Dans cette méme étude, un essai sur de I'ADN de thymus de veau endommagé par stress oxydatif
a eté reéalisé selon la méthode de Halliwell et Gutteridge.
On observe un effet protecteur du sang de dragon a hautes concentrations (100 et 1000 ug/ml)

avec un pourcentage d'inhibition de la dégradation du matériel génétique important.
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A contrario, a faible concentration (1 et 10 ug/mL), on observe une augmentation du nombre de
produits de dégradation qui témoigne d'un effet prooxidant a faible dose (Desmarchelier et al,
1997).

En 2003, I'effet antioxydant du latex de Croton lechleri a été étudié in vivo par Maria Inez Lopes et
collaborateurs. Il a été testé sur des levures du type Saccharomyces cerevisiae soumises a un
stress oxydatif.

Les levures Saccharomyces cerevisiae ont été traitées par deux agents oxydants, I'apomorphine
ayant un effet cytotoxique sur les cellules par oxydoréduction ainsi que le peroxyde d'hydrogene

endommageant la membrane cellulaire par stress oxydatif via des radicaux OH°.

Le potentiel antioxydant des extraits de sang de dragon dilués au 1:10 a été évalué en mesurant le
taux de survie des levures. Il a globalement permis d'augmenter le taux de survie et il est donc
capable d'inhiber l'effet cytotoxique de I'apomorphine a condition qu'il soit ajouté avant l'agent
oxydant (environ 10 minutes) afin qu'il soit présent dans la cellule au moment du stress oxydatif,
s'il est ajouté en méme temps ou apres celui-ci, aucun effet antioxydant n’est observé (Lopes et al,
2004).

IV-3-2) Etude du potentiel antioxydant de composés isolés.

Les métabolites secondaires du latex de Croton lechleri ont été isolés et étudiés par Simona De
Marino et collaborateurs en 2008 dans le but d’évaluer leur potentiel antioxydant. Les purifications
ont abouti a lisolement de 15 composés (Figure 15), On retrouve 3 megastigmanes, les 4
proanthocyanidines connues que sont la catéchine, I'épicatéchine, la gallocatéchine et
I'épigallocatéchine, 3 phenylpropanoides, 3 lignanes dont le 3'4'-O-dimethylcedrusine, un

clerodane ainsi que l'alcaloide taspine.

Tous ces composés sont connus dans la littérature. Par ailleurs, six autres composés ont été isolés
pour la premiére fois : le bluménol B, le bluménol C, le 4,5-dihydrobluménol A qui sont des
dérivés terpénoides, deux dérivés de lignanes, I'érythro guaiacyl glycéryl p-O-4'-dihydroconiféryl
ether, un composé trés rare observé une seule fois auparavant dans le pin sylvestre et le 2-(4-(3-

hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy)-propane-1,3-diol ainsi qu'un clérodane, I'acide floribundique.
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Figure 15 : Structure chimique des métabolites secondaires identifiés dans la séve
de C.lechleri (De Marino et al, 2008)
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A partir d’'un échantillon de séve brute, des extractions successives, par la méthode de Kupchan,
ont abouti a I'obtention de 4 extraits : un extrait de n-hexane, un extrait chloroformique, un extrait
butanolique ainsi qu'un extrait aqueux. L'extrait de n-hexane étant faiblement concentré en actifs,
les tests ultérieurs n'ont pas été réalisés sur cet extrait.

La chromatographie de I'extrait butanolique a permis d'obtenir 4 nouvelles fractions et d’isoler 3
dérivés de la catéchine : I'épicatéchine, la gallocatéchine et I'épigallocatéchine.

Le contenu phénolique total de chaque fractions et extraits a été quantifié par spectrophotométrie,
en utilisant l'essai de Folin-Ciocalteau et la capacité antioxydante de chaque échantillon a été
mesurée par la méthode de Copper et le test a la DPPH. Tous ces extraits ont été comparés a des

antioxydants de référence, I'acide ascorbique, le Trolox ainsi que la quercétine. (Tableau 1V)
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Tableau IV : Activité antioxydante de différents extraits, fractions et composés
obtenus a partir du latex de C. lechleri (De Marino et al, 2008)

Echantillons

Acide ascorbique
Trolox
Quercétine
Extrait du n-
hexane
Extrait
chloroformique
Extrait
butanolique

Extrait aqueux

Fraction 1

Fraction 2

Fraction 3
Fraction 4
Gallocatéchine

Epigallocatéchine

Epicatéchine

Phénols

(mglg

d'extrait)

N/A

N/A

N/A

4,84

41,87

306,01

34,37

212,90

314,55
546,47

330,51
N/A

N/A

N/A

Activité antioxydante
(mEq d'acide urique)
a 1 uM d’extrait

0,36 + 0,02

0,85+ 0,07

0,75+ 0,06

/

0,09 £ 0,01

0,10+ 0,01

0,05 + 0,01

0,01 +0,01

0,02 + 0,01
0,01+ 0,01

0,03 £ 0,01
0,16 £ 0,03

0,39 £ 0,05

0,09 £ 0,01

Activité antioxydante
(mEq d'acide urique)
a 10 yM d’extrait

0,33 +0,02

1,77 £ 0,18

217 +0,17

/

0,15+ 0,01

0,65 + 0,05

0,12 £ 0,01

0,83 £ 0,07

1,81+0,14
1,11+ 0,08

0,66 £ 0,05
1,35+0,10

2,05+0,11

0,36 +£ 0,03

DPPH
(IC50)

9,65 uM

12,9 uM

4,37 uM
/

0,09 uM

0,875
uM
12,40
UM
13,10
UM
6,10 uM
10,90
UM
1,41 uM
10,0 uM
0,561
UM
19,3 uM

Le Tableau IV montre tout d’abord que I'extrait butanolique est le plus concentré en composés

phénoliques. Son potentiel de captation du radical DPPH est supérieur aux antioxydants témoins.

Il concentre majoritairement de la gallocatéchine et de I'épigallocatéchine qui ont été isolées de

I'extrait et testées indépendamment.

On remarque par ailleurs que l'activité antioxydante totale des différents extraits et fractions est
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significative a une concentration de 10 pyM dans tous les extraits et quasiment nulle & une
concentration de 1 yM.

Les fractions 2 et 3 obtenues a partir de I'extrait butanolique sont celles qui présentent I'activité
antioxydante la plus importante, ce sont les fractions qui concentrent principalement
I'épigallocatéchine et la gallocatéchine. La fraction 4, contenant principalement de I'épicatéchine,
posséde une activité moindre.

L'extrait chloroformique contient principalement de I'épicatéchine et de la catéchine en faible

quantité d'ou son activité antioxydante minime.

Les composés responsables de [lactivité antioxydante sont donc principalement les
proanthocyanidines. La gallocatéchine et I'épigallocatéchine ont démontré le plus fort potentiel
antioxydant parmi les métabolites testés, avec une activité antioxydante équivalente a celle de la
Quercétine et supérieure au Trolox et a l'acide ascorbique. La complexité du mélange de
métabolites obtenu n’a pas permis d’identifier un rdle pour chaque composé. La captation des
radicaux est la résultante d’une action synergique entre tous ces composés et des investigations

supplémentaires sont nécessaires pour en apprendre d’avantage (De Marino et al, 2008).

IV-4) Activité antimicrobienne

IV-4-1) Etude du spectre d’action antibactérien de la séve brute

De nos jours, la résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme de santé publique
majeur. Elle concerne notamment les agents pathogénes impliqués dans les maladies
nosocomiales. Ce probléme d’envergure nécessite le développement de nouvelles molécules a
visée antibactériennes avec des mécanismes d’action différents des antibiotiques disponibles mais
la recherche et le développement médicamenteux dans ce domaine est faible d'ou l'intérét de
s’orienter vers les ressources que présente la diversité végétale. Les plantes se sont toujours
développées au contact de bactéries et ne contractent que rarement des infections ce qui porte a
croire qu'elles possédent un arsenal moléculaire permettant de lutter contre celles-ci et la
recherche pharmacologique de composés antibactériens chez les végétaux n'en est que plus

justifiée.

Les études antérieures ont d’ores et déja constaté le potentiel antibactérien de la séve de Croton
lechleri sur Helicobacter pylori (Ortiz et al. 2003). La détermination du spectre d’action
antibactérien du latex a débuté tardivement. En 2016, une étude a démontré que la séve brute de
Croton lechleri exercait une action bactéricide sur la souche Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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(Cayo, 2016). La méthode des disques imprégnés a diverses concentrations a montré un halo
d’inhibition moyen de 1,8 mm et un effet bactéricide total lorsque le latex est utilisé pur. Leffet
bactéricide diminue fortement dés la premiére dilution. Cette méthode présente tout de méme une

sensibilité relativement faible.

En 2013, I'étude de Lucia Corrales Ramirez et collaborateurs a évalué le potentiel antibactérien de
la résine de Croton lechleri qui a été testé en milieu hospitalier sur des germes obtenus a partir
d'ulcéres cutanés. Les souches isolées et testées sont pour les Gram positifs : Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus sanguis et pour les Gram
négatifs : Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ainsi que Burkholderia cepacia.

Deux extraits ont été comparés, un extrait obtenu a partir d’'un solvant polaire, I'éthanol ainsi qu’un

extrait obtenu a partir d'un solvant apolaire, I'éther de pétrole.

3,5
3 croissance
2,5
2
1,5 1,5 .
1,5 - Absence de croissance
1 u
0,5 -
0 - T
& © M Dilution 1:1
60 ‘OQ' . .
»° N M Dilution 1:2
5o © .
G- Dilution 1:4

Figure 16 : Diagramme du test de dilution en gélose évaluant I'effet antibiotique de
I'extrait éthanolique de C.lechleri (Corrales Ramirez et al, 2013)

L'extrait éthanolique a montré une efficacité antibactérienne globale sur 'ensemble des germes
testés a la dilution 1:1. L'effet antibactérien est toujours présent a la dilution 1:2 sauf pour la
souche d’Escherichia coli sur laquelle seul I'extrait concentré est actif. On observe également une
croissance bactérienne de Pseudiomonas aeruginosa et Burkholedria cepacia aux dilutions 1:4 ce

qui témoigné d’'une absence d’efficacité de I'extrait a ces concentrations.
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Figure 17 : Diagramme du test de dilution en gélose évaluant I'effet antibiotique de
I’extrait d’éther (Corrales Ramirez et al, 2013)

On remarque que le méme test que celui réalisé précédemment donne des résultats différents
avec l'extrait d’éther. En effet, seul 50% des germes sont sensibles a la dilution 1:1. Les composés
responsables de l'effet antibactérien semblent étre présents principalement dans [Iextrait

éthanolique.

Il a été observé une activité antibactérienne des extraits de Croton lechleri vis-a-vis de 'ensemble
des germes isolés a partir des Iésions ulcéreuses. On remarque que I'extrait éthanolique possede
une meilleure efficacité que I'extrait d’éther. L'étude a montré que I'extrait éthanolique contenait
une plus grande variété de composés extraits du fait de son affinité polaire permettant I'extraction
de composeés tel que les alcaloides, les polyphénols ou encore les terpenes alors que I'extrait
d’éther contient deux fois moins d’actifs et ne concentre que quelques terpénes, alcaloides et
huiles essentielles.

Les halos d’inhibition obtenus avec I'extrait éthanolique sont comparables a ceux qu’on obtiendrait

avec un antibiotique utilisé couramment (Corrales Ramirez et al, 2013).

En 2015, une étude réalisée a lquitos, en Amazonie péruvienne, a évalué le potentiel antibiotique
des plantes les plus couramment utilisées en médicine locale vis a vis des pathogénes impliqués
dans les infections microbiennes, notamment les bactéries connues pour présenter une résistance
aux antibiotiques ou impliquées dans les infections opportunistes ou nosocomiales ayant une
morbi-mortalité importante. Une enquéte ethnobotanique a été menée en amont en interrogeant
des herboristes de la région, des guérisseurs, des sages-femmes et des habitants ayant des
connaissances en phytomédecine. Les pathologies ciblées étant la toux, la diarrhée, la dysentérie,
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les maladies de peau, les conjonctivites, la tuberculose, les bronchites chroniques, les maladies
génito-urinaires et le mal de gorge. A l'issue de ces entrevues, 52 plantes ont été retenues dont
Croton lechleri et leurs propriétés antimicrobiennes ont été évaluées in vitro sur un panel de 36

bactéries et levures afin de déterminer leur CMI.

Les bactéries utilisées ont été réparties en six groupes. Trois groupes sont constitués
d'Entérobactéries. Le premier groupe comprend les entérobactéries VP- (ne fermentant pas le
lactose). Ce sont des bactéries pathogénes généralement peu résistantes. On y retrouve deux
souches d'Escherichia coli (8137,8138) résistantes a la pénicilline ainsi qu'une souche résistante a
la pénicilline et aux fluoroquinolones (8157, ATCC 25922). La deuxieme souche est Citrobacter

freundii (11041) résistante aux céphalosporines.

Le deuxiéme groupe comprend des Entérobactéries VP+ a fortes résistance aux antibiotiques et
souvent impliquées dans des infections nosocomiales. Il est composé de 4 espéces: deux
souches de Klebsiella pneumoniae (11016,11017) résistantes a la pénicilline, deux souches d'
Enterobacter cloacae (11050,11051) résistantes aux céphalosporines, une souche d' Enterobacter
aerogenes (9004) ainsi que deux souches de Serratia marcescens (11056,11057) résistantes aux

céphalosporines.

Le troisieme groupe comprend les Entérobactéries VP- plus virulentes que celles du premier
groupe. On y retrouve trois souches : une souche de Proteus mirabilis (11060), une souche de
Providencia stuartii (11038) ainsi que deux souches de Salmonella spp (11033,11037) résistantes

a la pénicilline.

Le quatrieme groupe se compose également de bactéries a Gram négatif communément
rencontrées dans les infections de type nosocomiales. Trois espéces ont été sélectionnées :
Pseudomonas aeruginosa (8131, ATCC 27583), deux souches d'Acinetobacter baumannii

(9010,9011) dont une multi-résistante ainsi que Stenotrophomonas maltophilia.

Le cinquiéme groupe se compose des cocci Gram positifs responsables d’infections de la peau.
Six espéces y sont recensées : 2 souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline et
a la kanamycine (8146,8147), deux souches de Staphylococcus epidermidis (5001,10282), une
souche de Staphylococcus lugdunensis (T26A3), une souche de Staphylococcus warneri (T12A12),
deux souches d' Enterococcus spp resistantes aux aminoglycosides (8152) pour la premiére et a
I'érythromycine et clindamycine (8153) pour la deuxiéme ainsi qu'une souche d' Enterococcus
faecalis sensible a la vancomycine (C159-6).
Le sixieme et dernier groupe contient diverses autres bactéries et levures: une souche de
Mycobacterium smegmatis (5003), une souche de Corynebacterium striatum (T25-17) ainsi qu'une
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souche de Candida albicans (10286).

Les Tableaux V a X (Roumy et al, 2015) présentent les CMI de la seve de Croton lechleri sur les

différents groupes de bactéries.

Tableau V : Concentrations minimales inhibitrices (exprimée en mg/mL) des extraits végétaux
actifs sur le premier groupe d'entérobactéries

Species Part Strains
C. freundii C. freundii C. freundii E. coli E. coli E. coli E. coli
(11041) (11042) (11043) (8137) (8138) (8157) (ATCC25922)

Anacardium occidentale B 25 25 21
Couroupita guianensis B 25 25 25 5 5 25

1 17 17 285 13 17
Croton lechleri Re 0.6 0.6 0.6 12 1.1 12 0.6
Davilla kunthit Br 75 25 - 5
Davilla rugosa Br 5 5 25

C. freundii: Citrobacter freundii; E. coli: Escherichia coli; MIC: Minimal inhibitory concentration; ATCC: American Type Culture Collection; Br: Branch; B: Stem bark;
L: Leaves; Re: Resin

Sur ce premier groupe d'entérobactéries, I'extrait de résine Croton lechleri présente une efficacité

globale sur tous les germes avec une CMI de 0,6 a 1,2mg/ml.

Tableau VI : Concentrations minimales inhibitrices (exprimée en mg/mL) des extraits végétaux
actifs sur le deuxiéme groupe d'entérobactéries

Species Part Strains
E.aerogenes E.cloacae E.cloacae E.cloacae K.pneumoniae K. pneumoniae S.marcescens S.marcescens
(9004) (11050)  (11051)  (11053) (11016) (11017) (11056) (11057)

Anacardium occidentale B 25 25 1.7 25 0.6 25 17
Couroupita guianensis B 25 25 25 25 0.6 25 25
Courounita auinnoncic [ 17 28 28 28 NA 28 28
troton lechleri Re 0.6 0.6 0.6 0.6 1.2 0.6 0.6 0.6
Davilla Kunthit br 1.2 2. 0.6

Dans ce deuxiéme groupe, l'extrait de résine de C.lechleri posséde une activité antibactérienne
tres large sur I'ensemble des entérobactéries multirésistantes avec une CMI de 0,6 mg/mL et

devance tous les autres extraits en termes d’efficacité.
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Tableau VIl : Concentrations minimales inhibitrices (exprimées en
mg/mL) des extraits végétaux actifs sur le troisieme groupe

d'entérobactéries
(11060) (11038) sp.(11033) sp.(11037)

Anacardium occidentale B 0.6 0.6 2.5
Bixa orellana Fr 2.5 2.5 -
Couroupita guianensis B 1.2 1.2 2.5 2.5

[_, 0.6 0.6 25 25
| Croton lechleri Re 0.3 0.3 0.6 0.6
Davilla kunthii Br 1.2 1,2

Concernant le troisieme groupe d'entérobactéries, C.lechleri possede la encore I'activité la plus

marquée et on remarque une multirésistance des souches de Salmonella sur lesquelles seul C

lechleri s’est montré efficace.

Tableau VIII : Concentrations minimales inhibitrices (exprimées en mg/mL) des extraits
végétaux actifs sur les bactéries a Gram négatif autres que les entérobactéries

Species Part Strains
A. baumannii A. baumannii P. aeruginosa P. aeruginosa S. maltophilia
(9010) (9011) (8131) (ATCC27583) (TP)

Anacardium occidentale B 1.2 1.7 25 122 0.3
Anacardium occidentale Il 5 0.3
Andropogon citratus Ep 5 5
Bidens pilosa L 5
Bixa orellana Fr 25 25 0.6

I 1.2
Cedrela odorata B 25
Couroupita guianensis B 1.2 1.2 25 1.2 0.6

1 19 19 78 19 n&
Croton lechleri Re 0.3 0.6 0.6 03 2.1
Davilla kunthii Br 2.5 2.5 2.5 1.2 0.6
Davilla rugosa 1L 0.6

Le quatrieme groupe de bactéries contient des souches particulierement résistantes et pathogenes.

L'extrait de C.lechleri s'est quant a lui montré efficace sur tous les germes avec une CMI < 1mg/mL

mais il est inefficace sur S.maltophilia.
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Tableau IX : Concentrations minimales inhibitrices (exprimées en mg/mL) des extraits végétaux
actifs sur le cinquiéme groupe de bactéries comportant les cocci a gram positif

Species Part Strains
E.faecalis Enterococcus Enterococcus S.aureus S.aureus S.epidermidis S.epidermidis S.lugdunensis S.warneri
(C159-6)  sp.(8152) sp.(8153)  (8146)  (8147) (5001) (10282) (T26A3) (T12A12)
Aegiphila filipes L - 5 - 12 25 25
Ambelania acida B 5 2.5 5 5
Anacardium occidentale B 1.2 1.7 12 0.6 0.6 0.5 0.15 0.4 0.6
Anacardium occidentale L 2.5 2.5 2.5 1.2 1.2 2.5 0.6 12 1.2
Andropogon citratus Ep 2.5 25 1.2 0.6 25
Bidens pilosa L 2.5 2.5 5
Bixa orellana Fr 5 25 2.5 5 0.6 1.2 152
I8 2.5 1.2 5 0.6 0.6 1.2
Brugmansia suaveolens L 5 5 5
Cedrela odorata B 2.5 1.2 2.5 122 1.2 2.5 1.2 0.6 1.2
Ceiba samauma 1L 5 25 25 1.2 1.2 2.5 5 25 2.5
Couroupita guianensis B 1.2 2.5 12 1.2 1.2 25 0.3 0.3 1.2
T Ll < e 1" nc nec N n2 n« nc
| Croton lechleri Re 0.6 1.2 0.6 0.3 0.3 0.6 0.075 0.15 0.15
Davilla kunthit Br 1.2 0.6 2.5 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Davilla rugosa It 1.2 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 2.5 0.6 1.2

Les extraits de plantes ont été particulierement efficaces sur le cinquieme groupe, composé des

cocci a Gram positif. Cela explique I'utilisation large des plantes pour traiter les infections externes.

L'extrait de C.lechleri posséde la encore une efficacité globale trés bonne.

Tableau X : Concentrations minimales inhibitrices (exprimée en

mg/mL) des extraits végétaux actifs sur le sixiéme groupe

contenant diverses bactéries et levures

Species Part Strains
C. albicans C. striatum M. smegmatis
(10286) (T25-17) (5003)
Aegiphila filipes L 5 5
Ambelania acida B 5 5
Anacardium occidentale B 1.1 0.3 0.3
L 0.6
Andropogon citratus Ep 0.6 2.5
Bixa orellana Fr 0.6 1.2
L 03 0.6
Brugmansia suaveolens L 5
Cedrela odorata B 0.6 0.6
Ceiba samauma L 1.2 0.6
Couroupita guianensis B 2.5 0.6 0.6
Couroubnita cuianensis L 25 0.6 04
|Croton lechleri Re 0.15 0.075 0.15
“DavIia Ratni BY T-Z LR U6
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Le sixieme groupe est également sensible a de nombreux extraits avec une bonne efficacité de
C.lechleri sur les trois souches étudiées. Il est a souligner que Mycobacterium smegmatis
appartient au méme genre que Mycobacterium tuberculosis, qui est a l'origine de multiples
résistances aux antibiotiques et responsable d'un taux de mortalité important chez les patients
immunodéficients et infectés par le VIH. Ces résultats sont encourageants quant a la découverte
de molécules d’origine végétale potentiellement actives contre l'agent responsable de la

tuberculose.

Certaines bactéries multirésistantes comme la souche de K.pneumoniae se sont montrées
sensibles a des extraits végétaux avec une CMI inférieure a la méme souche non résistante ce qui
laisse a penser que ces extraits agissent selon un mode d'action différent des antibiotiques

couramment utilisés.

Les résultats ont globalement montré 'impressionnant spectre d'action antibactérien de I'extrait de
résine de C.lechleri a des doses efficaces relativement basses. Les composés supposés
responsables de son activité antibiotique étant les diterpénoides, les proanthocyanidines ainsi que
I'alcaloide taspine (Roumy et al, 2015).

Son utilisation topique en tant que telle pour traiter des infections cutanées semble justifiée.
Toutefois, seules des études in vitro en gélose ont été réalisées et on ne connait pas le réel

potentiel antibactérien chez ’'Homme.

IV-4-2) Activité antiparasitaire de la séve brute

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires graves et dont la prise en charge
médicamenteuse repose sur un traitement lourd et toxique engendrant de nombreux effets
indésirables chez les patients.

En 2015, Il a été démontré un effet leishmanicide de la séve de Croton lechleri dans I'étude de Ana
Paula de Azevedo dos Santos et collaborateurs. L'exposition in vitro de Leishmania guyanensis et
Leishmania amazonensis a diverses concentration de résine (6,25 — 12,5 et 25 yg/mL) pendant
72 heures a montré un effet Iétal positif (IC50=9,05 pg/mL) pour L. guyanensis et 5,04 ug/mL pour
L. amazonensis.

Les résultats de cette étude sont prometteurs quant a I'élaboration de nouvelles formes de
thérapies a visée leishmanicide. Toutefois, aucune étude clinique n’a encore été réalisée a ce jour

chez 'homme dans cette indication (Santos et al, 2015).
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IV-4-3) Etude de l'activité antivirale du SP303, un oligomére proanthocyanidique isolé du

latex de C.lechleri

Les usages traditionnels de la séve de Croton lechleri incluent le traitement de diverses affections
virales notamment respiratoires ainsi que le traitement topique des infections herpétiques. Ces
actions ont été mises en évidence via diverses études expérimentales menées in vitro et in vivo
dans I'étude de R.Ubilas et collaborateurs. Cette vaste étude publiée en 1994 s'est intéressée a la
proanthocyanidine baptisée SP303, identifiée dans le latex de Croton lechleri. Il s’agit d'un
oligomeére proanthocyanidique possédant une large activité antivirale vis-a-vis de différents types
de virus a ADN et ARN. Différents tests d’efficacité et de toxicité ont été réalisés in vitro sur des

cultures cellulaires et in vivo sur des modeéles animaux.

Au niveau structural, le SP303 est un polymeére formé d'une chaine linéaire de proanthocyanidines
(Figure 18). Chaque monomére se compose de trois cycles. Les monoméres retrouvés dans le
cycle C (au milieu) sont le 5,7,3'4'- tétrahydroxycatéchine ou I'épicatéchine. Ce sont deux
stéréoisomeéres ou I'épicatechine représente la forme cis et la catéchine la forme trans. Les deux
autres monomeres sont le 5,6,3',4',5'-pentahydroxyflavan-3-ol-gallocatéchine ou
I'épigallocatéchine. Le cycle A (a gauche) est invariable. Le cycle B (a droite) peut présenter deux
configurations avec deux degrés d'oxydation : la forme 3',4'-dihydroxyphényl appelée procyanidine
ou la forme 3'4'5' -trihnydroxyphényl appelée prodelphinidine. Chaque monomeére est relié au

suivant par des liaisons C4—C6 ou C4—C8.

Figure 18 : Structure chimique du SP303 (Ubillas et al, 1994)
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L'activité antivirale du SP303 a été étudiée sur un large panel de virus: le Virus respiratoire
syncitial (VRS), le Parainfluenzavirus (PI1V-3), I'Influenzavirus A (FLU-A), les Herpesvirus HSV-1 et
HSV-2 ainsi que les virus de I'hépatite A et B.

Activité antivirale du SP303 in vitro :

L'activité antivirale du SP303 a été étudiée in vitro en utilisant des cultures cellulaires d’origines
variées. Le but de I'étude in vitro a été de comprendre les mécanismes d’action du SP303 et
notamment quand et comment il intervient sur les différentes étapes du cycle d’infection virale de
la cellule héte qui sont successivement I'attachement, la pénétration et la décapsidation.

Il s’est montré efficace sur 'ensemble des virus. Lors du test de l'effet cytopathique, il a montré
une efficacité équivalente a la ribavirine vis-a-vis du RSV. Malgré une efficacité démontrée sur les

virus du type HSV, il reste néanmoins moins efficace que I'acyclovir.

L'étude de lactivité antivirale sur des hépatocytes infectés par HBV a induit une diminution de
I’ADN viral intracellulaire. Or, il est connu que dans son mécanisme d’action, le HBV acquiert son
enveloppe a l'intérieur de la cellule héte et non par bourgeonnement de la membrane plasmique
(Robinson, 1990) ce qui laisse a penser que le SP303 agit indirectement par fixation a la

membrane plasmique de I'hépatocyte infecté.

Il est également inhibiteur du virus de I'hépatite A, qui est un virus non-enveloppé. Son action
inhibitrice s’expliquerait par une fixation a des polypeptides présents sur la capside virale. Pour le
moment, seules des suppositions peuvent étre établies et il faudrait effectuer des études
supplémentaires pour déterminer de maniére précise les interactions avec les enveloppes ou

capsides virales.

Le SP303 utilisé en traitement prophylactique sur des cellules Hep-2 infectées par le virus RSV
s’est avéré efficace ce qui laisse a supposer un mécanisme d’action différent d’'une liaison directe
avec les particules virales. On pourrait supposer une interaction avec la membrane plasmique

cellulaire et ses récepteurs viraux rendant impossible I'attachement du virus.

Activité antivirale du SP303 in vivo :
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Tableau Xl : Liste des modéles animaux et virus utilisés durant I’étude

Modéle Dosage Voie d'administration| Schéma | Critéres d'efficacité | Molécules Témoins d'efficacité
animal (mg/kg/j) posologique contrbles
RSV/rat 0,3-270 IP, PO, SPA +24h Concentration ribavirine IP :1-10mg/kg/j
3jours virale pulmonaire PO :1-10mg/kg/j
SPA :1,3-10mg/kg/j
RSV/singe 0,2-270 IV, PO -4h a +24h | Présence du virus aucune Réduction de la
vert africain 10jours dans les sécrétions concentration virale
bronchiques dans les sécrétions
FLU A/souris 0,3-270 IP, PO, SPA -4h a +24h | Oximétrie, titrage Ribavirine, aucun
8jours du virus dans les | amantadine
poumons,
histologie
pulmonaire,
température
corporelle
FLU A/furet 1-10 P -48h Température Ribavirine, Concentration virale
3jours corporelle, titrage | amantadine | intrapulmonaire réduite
du virus dans les de 93 %
poumons,
histologie
pulmonaire,
anticorps viraux
dans le plasma
PARA FLU- 1-10 IP +24h Titrage viral dans aucune Concentration virale
3/rat 3jours les poumons intrapulmonaire réduite
de 90 %
HSV- Crémes ou TOP Oh a +6h Lésions cutanées, ACV aucun
1/cochon de | pommades a 8jours taux de survie
Guinée 10-30 %
HSV-2/vagin | IP, PO : 30- IP, PO, TOP -2h a +6h Lésions externes, ACV Réduction des lésions
de souris 270 8jours présence du virus DHPG
TOP: dans les
crémes ou sécrétions, taux de

pommades a
5-10 %

survie
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HSV-2/vagin
de cochon

de Guinée

Crémes ou
pommades a
10-15 %

TOP

-48h 4 +6h

8jours

Lésions externes,
présence du virus

dans les

ACV

Réduction des lésions

sécrétions, taux de

survie

Abréviations utilisées pour les voies d'administration: IP  pour intrapéritonéale, IV pour
intraveineuse, TOP pour topique, SPA pour particules aérosol de petite taille, ACV pour Acyclovir,
DHPG pour Ganciclovir.

Concernant les schémas posologiques, le signe (-) indique un traitement prophylactique débuté
avant l'infection, un signe (+) désigne un traitement symptomatique débuté apres linfection, Oh
indique que le traitement débute au moment de l'infection. Le nombre de jours qui suit indique la

durée de traitement.

o Administration du SP303 per os chez les rats infectés par RSV :

Le traitement par voie orale a été administré a des doses comprises entre 0,3 et 270 mg/kg de
SP303, avec une a trois administrations par jour. L'évaluation de l'efficacité antivirale du SP303 par
un lavage transpleural des poumons a démontré une diminution significative de la charge virale
dans chacune des études a des doses de 1 a 10 mg/kg. L'ensemble des études n'as pas permis
de conclure quant a un dosage optimal a suivre pour le traitement ni sur les bénéfices d'une prise

unique ou pluri journaliere.

o Administration du SP303 par voie intrapéritonéale chez les rats infectés par
RSV :

Les études réalisées par voie intrapéritonéale ont également montré une réduction significative de
la concentration virale pulmonaire du RSV. La dose de 10 mg/kg a montré la meilleure efficacité
durant les études. A partir de 30 mg/kg, une toxicité Iégére est observée avec une perte de poids
notable. L'effet antiviral du SP303 reste néanmoins inférieur a celui de la ribavirine administrée a
90 mg/kg.

o Administration du SP303 sous forme de particules aérosol chez les rats

infectés par RSV :

L'administration sous forme de fines particules d'aérosol a des doses de 1,3 a 10 mg/kg/jour a
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induit une diminution significative de la concentration virale pulmonaire. Le seuil de toxicité
constaté étant 18,7mg/kg a partir duquel on observe une perte de poids chez les animaux. Le

titrage viral reste néanmoins inférieur a celui mesuré apres traitement a la ribavirine.

o Résultats chez les singes verts africains infectés par RSV :

Les administrations du SP303 par voie IV réalisées 4 heures avant I'inoculation du virus sur des
plages de concentrations de 0,2 a 1 mg/kg/jour ont montré une réduction dose-dépendante de la
charge virale dans les prélévements oropharyngés par rapport aux placébos.

Chez les singes ayant recu une dose de 1 mg/kg/jour, on observe une réduction de 3log10 du
TCID50, connu comme la charge virale nécessaire pour tuer 50 % des cellules hétes. La charge
virale est donc considérablement réduite et les symptédmes infectieux observés sont également
moindres. L'excrétion virale initiale a été retardée et la durée d'excrétion a été réduite par rapport

au témoin non traité.

Lorsque le traitement est débuté 24 heures aprés l'inoculation du virus, on observe une réduction
de la concentration virale moyenne pour tous les dosages mais tous les autres parameétres étudiés
restent inchangés. Chez les animaux débutant le traitement aprés 48 heures, aucune différence
parmi les parameétres étudiés n'a été observée par rapport au groupe contréle.

Ces observations sont en corrélation avec ceux obtenus dans le test in vitro sur les cultures Hep-2,

le SP303 semble efficace sur le RSV uniquement en pré-traitement.

Le traitement per os initié 4 heures avant l'infection s’est avéré optimal pour une posologie de 10
mg/kg/jour en une prise quotidienne.

Le traitement symptomatique en 2 prises par jour a des posologies de 10, 30 et 90 mg/kg/jour
débuté 24heures apres linfection a permis dobserver une diminution significative de la
concentration virale dans les fluides pulmonaires pour tous les dosages testés et ces derniers
résultats indiquent que le traitement peut s’avérer efficace en post-infection lors d'une
administration per os ce qui contredit la précédente théorie d'un mode d’action exclusif par
modulation des récepteurs viraux.

L'administration orale ou IV du SP303 n'a pas engendré de toxicité ni d'effets indésirables notables.

o Résultats chez des souris infectées par le virus influenza A :

Le traitement par SP303 a été testé selon 3 modes d'administration : la voie intrapéritonéale, la
voie orale et la voie inhalée. L'administration par voie inhalée est la seule qui s'est avérée efficace.

Le taux de survie des souris est de 85 % chez le groupe traité a 9 mg/kg/jour contre 0 % pour le
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groupe placebo.

o Reésultats chez les rats inféctés par PIV-3 :

Le traitement a été initié 24 heures apres l'infection et poursuivi pendant 3 jours. L'administration
intrapéritonéale de SP303 a des doses de 3 et 10 ug/ml a permis de réduire de prés de 90 % la
concentration virale dans les poumons par rapport au groupe placébo.

o Résultats chez les cochons de Guinée et souris infectés par HSV-1 et HSV-
2:

Le traitement de Iésions dorsales infectées par HSV-1 s'est montré totalement inefficace sur tous

les parameétres étudiés.

L'étude de l'efficacité sur HSV-2 s'est faite sur des Iésions vaginales infectées sur des modéles
murins et des cochons de Guinée. Sur ce dernier groupe, des applications locales de créemes et
pommades dosées a 10-15 % en SP303 se sont montrées efficaces avec une diminution de
I'excrétion virale locale. Les crémes ont été testées avec 3 excipients différents et la créme
formulée avec 79 % de diméthylsulfoxide a montré des résultats nettement supérieurs aux autres

excipients ce qui démontre leur importance dans la formulation des crémes.

En ce qui concerne le traitement des souris, les 3 voies d'administration testées (intrapéritonéale,
prise orale et application topique) se sont montrées efficaces. Il n'y a visiblement pas d'effet dose-
réponse et I'acyclovir utilisé comme antiviral témoin s'est montré environ deux fois plus actif que le
SP303.

=  Toxicité du SP303 sur des modéles animaux :

Chez les souris, 'administration d'une dose orale aigué a 300 mg/kg n'a entrainé aucun déceés ni
aucun signe clinique particulier. L'administration par voie intraveineuse a été létale a 10 mg/kg et a
25 mg/kg pour I'administration intrapéritonéale.

Dans le groupe de rats, I'administration intraveineuse a été létale dans le groupe recevant la plus
haute dose (50mg/kg), les administrations intrapéritonéales n'ont engendré aucun déces méme a
forte dose (100mg/kg).

Chez les singes Rhésus, la premiére étude montrant un résultat significatif est I'é¢tude conduite sur

14 jours chez des groupes de singes recevant des doses croissantes par voie orale. Dans le
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groupe recevant 500 mg/kg/jour, on remarque une augmentation du taux d'éosinophiles au jour 15
ainsi qu'une infiltration d'éosinophiles au niveau des tissus hématopoiétiques d'origine inconnue.
L'analyse histopathologique a révélé une pigmentation verdatre des histiocytes au niveau des
intestins, une gastropathie 1égére ainsi qu'une involution et une diminution de taille du thymus. Une
pigmentation diffuse est également observable dans les cellules sinusoidales hépatiques.

Sur la méme espece, une administration de SP303 par sondage gastrique a des doses de 30 a
200 mg/kg/jour a engendré des selles molles et une diminution d'appétit chez les animaux
recevant les plus hautes doses.

Les administrations intraveineuses répétées chez un groupe de rats et de chiens ont été bien
tolérées chez les rats. A l'inverse, de nombreux effets indésirables ont été notifiés dans le groupe
canin. Les bolus répétés sur 5 jours sont a l'origine d'une toxicité hématologique importante
(thrombocytopénie) ainsi que de modifications histopathologiques avec une coloration et une
vacuolisation des histiocytes du systéme réticuloendothélial. L'administration d'un bolus de 35
mg/kg a entrainé des phénomenes d'ataxie, de bradycardie et de perte de conscience

momentanée.

Le SP303 ne posséde pas de structure nucléosidique, son mécanisme d'action antiviral différe
donc des interférons et des analogues nucléosidiques agissant intrinsequement sur la réplication
virale. Les études ont montré qu’il agissait en dehors de la cellule en se fixant a la particule virale
ou a la membrane plasmique de la cellule infectée. Une étude réalisée avec du SP303
radiomarqué a démontré que celui-ci n'avait pas la capacité de traverser la membrane plasmique.
Les virus possédant une enveloppe lipidique (RSV, HSV, FLU et PIV) présentent des fragments
lipidiques ainsi que des glycoprotéines membranaires sur lesquels le SP303 semble se fixer et
cette interaction jouerait un réle important dans son mécanisme d'action antiviral. Une étude
réalisée avec le virus RSV et du SP303 radiomarqué au tritium a permis de mesurer une constante
de dissociation kd de 2,3 x 10 par I'analyse de Scatchard ce qui correspond a I'affinité de liaison

connue des antiviraux sur les récepteurs viraux.

Les études réalisées in vivo sur des modeles animaux ont également démontré un potentiel
thérapeutique certain. Dans la plupart des infections, les résultats ont été positifs mais il n'a pas

toujours été possible de déterminer précisément un effet dose-réponse.

Un autre constat est le fait qu' in vitro les résultats obtenus sont similaires au contrdle positif alors
qu' in vivo la différence est plus nette et les témoins positifs utilisés (acyclovir, ganciclovir et
ribavirine) montrent une meilleure efficacité que le SP303. Ces différences pourraient s'expliquer
par le fait qu’il ne parvienne pas a atteindre son site d'action ou a lieu la réplication virale ou qu'il y
parvienne mais que son mécanisme d'action extracellulaire le rende moins efficace que les
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antiviraux possédant une action intracellulaire (Ubillas et al, 1994).

En 1992, la compagnie Shaman Pharmaceuticals, Inc. a déposé un brevet sur la production du
SP303. Elle a également initié le développement du Virend ®, indiqué dans le traitement de
I'herpés. Le projet a été abandonné suite aux échecs des premiers essais cliniques (Alexiades,
2002).

IV-5) Activité anti-inflammatoire

Parmi les différentes utilisations du sang de dragon en thérapeutique, un effet anti-inflammatoire
important est toujours constaté. Cet effet émane principalement de son alcaloide prépondérant, la

taspine.

IV-5-1) Etude de l'activité anti-inflammatoire de I'alcaloide taspine

En 1978, une étude ameéricaine conduite par Georgia Persinos Perdue et collaborateurs. a
démontré l'activité anti-inflammatoire de la Taspine via 2 expériences in vivo.

Le potentiel anti-inflammatoire aigu de cet alcaloide a structure dilactone a été évalué sur des rats
Wistar. Une solution de carraghénine injectée dans |'aponévrose plantaire des pattes arriere a
permis d'induire une réaction cedémateuse. Les animaux ont regu de I'hydrochloride de taspine par
sonde d’'alimentation et le volume des pattes a été mesuré a TO et aprés 3 heures par immersion
dans une solution de mercure ou tout changement de pression est mesuré a l'aide d'un
pléthysmographe. Lactivité de la taspine a été comparée a un anti-inflammatoire témoin, la
phénylbutazone (Tableau XII).
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Tableau XII : Activité antideedémateuse de I'hydrochloride de taspine (Perdue et al.

1979)
Essai Composé Dose | Augmentation moyenne Volume des pattes en
(mg/kg) | du volume des pattes pourcentage par rapport
au témoin

A Agar (placebo) 1,40+ 0,12 100
Phenylbutazone 250 0,71+ 0,05 51
Taspine 50 0,58 £ 0,06 41

Taspine 125 0,78 £ 0,08 56

Taspine 250 0,67 £ 0,09 48
B Agar 1,16 £ 0,12 100
Phenylbutazone 200 0,50 £ 0,07 43
Taspine 50 0,71 £ 0,11 61

Taspine 125 0,53 + 0,06 45

Taspine 250 0,39 £ 0,07 34
Cc Agar 1,08 £ 0,12 100
Phenylbutazone 200 0,43 £ 0,08 40
Taspine 10 0,45 £ 0,08 42

Taspine 50 0,43 + 0,04 40

Taspine 125 0,33 + 0,06 31

Taspine 250 0,22 £ 0,05 20
D Agar 1,18 £ 0,06 100
Phenylbutazone 200 0,55+ 0,07 47
Taspine 50 0,70 £ 0,04 59

Taspine 125 0,50 + 0,06 42

Taspine 250 0,40 + 0,05 34

On constate d’aprés le tableau des résultats une diminution des cedémes dans les groupes traités
par I'nydrochloride de taspine. Cette diminution est liée a la dose administrée. La Dose Effective
meédiane (ED50) calculée sur l'ensemble des études est de 58 mg/kg pour la taspine.

Comparativement, la phénylbutazone aux doses utilisées (200 a 250 mg/kg), a montré une
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diminution de la réaction cedémateuse d'environ 50 %, ce qui confere a la taspine une efficacité

quatre fois supérieure a dose équivalente.

Dans cette méme étude, une expérience a permis d’observer que la taspine agissait au niveau de
granulomes inflammatoires induits par des rondelles de coton implantées en sous-cutané sur les
rats. Chaque groupe a regu une dose d’hydrochloride de taspine a 20 mg/kg ou de I'indométacine
a 0,5 ou 1mg/kg pendant six jours. Une pesée comparative des animaux a permis d’évaluer les
variations de poids des granulomes (Tableau XIII).

Tableau XIII : Effet inhibiteur de granulation de I'hydrochloride de taspine (Perdue et
al, 1979)

Essai Composé Dose Poids moyen des tissus de Pourcentage
(mg/kg) granulation d'inhibition (%)

A Agar 0,25 144 + 14
Indométacine 0,5 122+ 7 15
Taspine 20 95 + 11 34

B Agar 0,25 160 £+ 4
Indométacine 1 1325 17
Taspine 20 136 £ 8 15

On constate que la taspine a permis d'inhiber significativement la formation de granulomes
inflammatoires par rapport au placebo. L'hydrochloride de taspine, administrée a 20 mg/kg a
permis d'obtenir un pourcentage d'inhibition similaire & une injection d'indométacine a 1 mg/kg,

comme nous le montrent les résultats de I'étude B.

IV-5-2) Etude de la toxicité de la taspine

Les alcaloides sont des molécules a haut potentiel toxique, la toxicité aigué et chronique de la
taspine a été évaluée in vivo. La LD50 chez le rat pour une administration orale unique
d’hydrochloride de taspine est de 518 mg/kg en moyenne et 100 mg/kg pour une administration
quotidienne pendant 7 jours.
Les premiers animaux sont décédés le septieme jour dans le groupe recevant 100 mg/kg et apres
le cinquiéme jour dans le groupe recevant 200 a 300 mg/kg. Durant les derniers jours, une perte
de poids et des diarrhées ont été notifiées et les autopsies ont révélé une congestion pulmonaire
importante (Perdue et al, 1979).
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Cette premiére étude a permis de démontrer clairement le potentiel anti-inflammatoire de la

taspine, efficace a des doses bien en dega des doses létales.

IV-5-3) Etude in vitro de I'effet anti-inflammatoire du sang de dragon brut

Dans I'étude de Georgia Persinos Perdue et collaborateurs, il a été démontré un effet anti-
inflammatoire de la taspine vis-a-vis de la réaction cedémateuse induite expérimentalement, une
expérience en tout point identique a été réalisée dans I'étude d’Esther Risco et collaborateurs, en

utilisant le latex brut (Figure 19).

1007

% inhibition

1h 2h 3h 4h 5h
W 50 mg/kg B 25 mg/kg B 10 mag/kg
5 mg/kg 1 mg/kg B Naproxen 20 mg/kg

Figure 19 : Effet inhibiteur du latex de Croton lechleri sur des cedémes induits
expérimentalement chez le rat par une injection intrapéritonéale de carraghénine
(Risco et al, 2003).

On constate par cette expérience que le latex brut présente globalement une action anti-
inflammatoire supérieure a la taspine seule puisqu’'une concentration de 50 mg/kg a permis
d’obtenir une inhibition totale des cedémes alors que le meilleur résultat obtenu avec de la taspine
a 250 mg/kg est une inhibition de 78%.

En 2007, une étude expérimentale réalisée a la maternité de San Bartolomé sur 75 femmes
enceintes a démontré l'efficacité de la résine de Croton lechleri en application locale pour le
traitement de gingivites associées a la grossesse. Les résultats ont montré un effet positif sur
'ensemble des femmes traitées avec une diminution notable des cedémes, des rougeurs et des
saignements 24 heures aprés l'initiation du traitement. Le traitement conduit sur 30 jours a montré

une réduction de 57,3% de I'ensemble des symptémes (Chambilla et Vasquez, 2007).
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Une investigation plus approfondie sur I'étude des mécanismes anti-inflammatoires de la séve de
Croton lechleri a été entreprise en 2010. L'étude d’Ulysse Pereira et collaborateurs a démontré
que le sang du dragon avait la capacité de bloquer avec succés une inflammation neurogéne
cutanée induite expérimentalement. L'essai modélisé in vitro a utilisé une co-culture de cellules
porcines constituée de kératinocytes et de ganglions rachidiens choisis car ce modéle représente
le plus fidelement, bien que simplifiée, une peau humaine innervée. L'ajout de capsaicine permet
d'induire une libération de substance P et mimétise un modéle d'inflammation neurogéne. Un
immunodosage enzymatique a été réalisé sur ce modéle afin de mesurer l'influence du sang de
dragon sur la libération de substance P, paramétre d'étude choisi car il s'agit du premier

eévenement se produisant in vivo lors d'une inflammation de type neurogénique.

Une exposition courte de 10 minutes a démontré que le sang de dragon inhibait la libération de
substance P de fagon dose-dépendante avec une inhibition de 32% a une concentration de 1 % et
une inhibition de 26% a une concentration de 0,1% par rapport au placebo.

Une incubation d’une heure a permis d’observer une inhibition significative de la libération de
substance P avec une réduction de 65 % pour la dilution a 1 % et une réduction de 30 % pour la
dilution a 0,1 %.

On constate que l'effet inhibiteur est d’autant plus prononcé que I'incubation est longue. Cet effet
n’est toutefois pas une découverte majeure puisque l'inhibition de la libération de substance P par
le sang de dragon avait déja été documentée dans 'étude de Miller et al (2000).

Des études antérieures ont démontré le pouvoir cytotoxique de la résine de Croton lechleri (Rossi
et al, 2003). Cela laisse a penser qu'elle pourrait également s’avérer neurotoxique. L'essai de
cytotoxicité MTT a démontré une absence totale de neurotoxicité.

Le sang de dragon posséde une action anti-inflammatoire dose-dépendante et une capacité
d'inhiber a 100 % la libération de substance P induite par la capsaicine aprés une incubation
prolongée. Le délai d'inhibition est rapide puisqu'il intervient en 10 minutes et I'effet se renforce au
fil du temps ce qui laisse a supposer un mécanisme d'action par modulation des récepteurs de la
capsaicine, les récepteurs vanilloides (TRPV1) en agissant comme antagoniste ou comme agent
modificateur de récepteur.

La séve de Croton lechleri présente un intérét a étre utilisée localement pour le traitement des
inflammations et des prurits d’autant que sa sécurité d'utilisation en application locale a été

démontrée (Pereira et al, 2010).
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IV-6) Activité anticancéreuse

IV-6-1) Evaluation du potentiel mutagénique et antimutagénique de la séve de Croton

lechleri.

Le latex de Croton lechleri est utilisé en médecine traditionnelle en Amérique latine pour traiter les
cancers de fagon empirique (Chen et al, 1994). En 2003, une étude italienne menée par D.Rossi et
collaborateurs a recherché des propriétés mutagéniques et antimutagéniques chez la seve de

Croton lechleri sur des souches de Salmonella typhimurium T98 et T100.

Un composé est déterminé comme mutagéne s'il engendre au minimum le double de colonies
mutantes par rapport au taux spontané normalement observé. Le sang de dragon mélangé a des
concentrations croissantes a des souches de Salmonella typhimurium dans un essai
d’'incorporation en plaques n’a pas révélé d’activité mutagénique chez S.typhimurium TA98 et

TA100, ni en présence ni en 'absence d’inducteur de mutagénicité.

L'effet antimutagéne, déterminé par le test décrit par Maron et Ames (Maron et al, 1981) est un test
d’'incorporation en plaques qui utilise un produit testeur de souche spécifique pour S.typhimurium
TA98 et TA100.

Le sang de dragon a 500 ug/puit a permis d’inhiber 45% des mutants de souches de
S.typhimurium TA98 en présence de 2-Nitrufluoréne, un inducteur de mutagénicite.

Dans le modéle S.typhimurium TA100/Azide de sodium, linhibition a été de 34% pour une
concentration de 1000 pg/puit.

Il s’est également montré efficace sur la prévention de [laction mutagénique du 2-
Aminoanthracéne en présence d’activateur pour I'ensemble des souches testées. En effet, la
mutagénicité de ce dernier a été inhibée complétement sur les souches TA98 (IC50=340ug/ml) et
réduite de 90% pour les souches TA100 (IC50=430ug/ml).

L'action antimutagénique vis-a-vis des mutagenes a action directe que sont le 2-Nitrofluorene et
'azide de sodium est présente mais relativement faible. Le résultat remarquable est situé au
niveau de I'action antimutagénique sur les mutagenes a action indirecte, ici 'aminoanthracéne. En
effet, le sang de dragon a été capable d’annihiler totalement cet effet, ce qui est une découverte
majeure. Les meilleurs résultats obtenus auparavant étaient ceux obtenus avec les polyphénols de
thé noir et de thé vert, dans I'étude menée par Weisburger et al. en 1996, ou il avait été démontre,
a concentration égale, une réduction de 60% des mutants. Le mécanisme d’action sous-jacent
n’‘est pas connu mais il est supposé que les proanthocyanidines du sang de dragon pourrait
interagir avec certaines enzymes ce qui inhiberait leur capacité a activer les promutagénes (Rossi
et al, 2003).
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Ces premiers résultats sont rassurants quant a la sécurité d’'usage du sang de dragon en ce qui

concerne les risques mutagenes.

IV-6-2) Etude des mécanismes d’action anticancéreux du sang de dragon brut et de

I'alcaloide taspine.

L'effet antiprolifératif de la séve de C.lechleri a été évalué a partir d’'une lignée cellulaire K562 de
leucémie érythrocytaire humaine.

Les résultats ont montré une absence totale de différenciation érythrocytaire des cellules
leucémique ce qui démontre leffet antiprolifératif du sang du dragon vis-a-vis des cellules
leucémiques humaines.

L'IC50 moyenne relevée est de 2.5 £ 0.3 pg/ml dans les trois expériences réalisées (Rossi et al,
2003).

En 2009, une étude de screening avec un lot de composés naturels capables d’induire une
apoptose sur des cellules HCT116 de carcinome colorectal humain a permis de découvrir I'effet
cytotoxique de la taspine sur ces cellules a une concentration de 10 uM. Le mécanisme d’action
de la taspine repose sur une activation de protéines pro-apoptotiques nommées Bax et Bak ainsi
que sur un effet de perméabilisation des cellules HCT116.

Il a été observé in vitro que la taspine était inhibitrice des enzymes Topoisomérases | et |l qui sont
la cible d'une classe importante d’agents anticancéreux mais jusqu’a lors, aucune molécule
connue utilisée en médecine ne possédait ce double effet inhibiteur. L'effet cytotoxique de la
taspine est également observé dans les cellules surexprimant les transporteurs membranaires
PgP et MRP a I'origine de résistances aux traitements, elle ne semble donc aucunement impactée
par ces transporteurs. Par ailleurs, son pouvoir cytotoxique est réduit sur les cellules présentant
une mutation de 'enzyme Topoisomérase |l. Cette double inhibition a I'avantage de palier aux
phénoménes de résistances couramment observés chez l'une ou lautre des enzymes et
représente une découverte prometteuse. Un travail au niveau de la formulation est nécessaire afin
d’optimiser l'action in vivo de la taspine en prenant en compte son caractére lipophile et des
discussions envisagent son utilisation combinée a un agent cytostatique dans les protocoles de
chimiothérapie. Une étude in vivo sur des souris a démontré un effet cytotoxique sur des tumeurs
xénogreffes, 48 heures aprés une injection unique a 10 mg/kg. Le probléme majeur reste la toxicité
importante de la taspine observée a partir de 20 mg/kg dans les premiers essais cliniques (Fayad
et al, 2009).

En 2011, une étude chinoise a évalué I'effet de la Taspine in vivo et in vitro sur des tumeurs HER-2

positives de cancer du sein. L'étude in vivo sur des souris porteuses de xénogreffes a montré une
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inhibition importante de la croissance tumorale aprés un traitement de 14 jours a des
concentrations de 2,5 et 5 mg/kg (Tableau XIV). L'étude de cytotoxicité sur des cultures de cellules
ZR-75-30 de tumeur cancéreuse humaine a montré une inhibition dose-dépendante de la Taspine
sur la croissance cellulaire (IC50=1,69uM).

La taspine a également montré une perturbation des cycles cellulaires avec une augmentation du
nombre de cellules en phase G2/S et une diminution du nombre de cellules en phase G1 ce qui
témoigne d’un effet cytotoxique par blocage du cycle. Sur ces mémes cellules, la taspine a
engendré une diminution d’expression de 'ARNm codant pour les récepteurs aux cestrogénes et a

la progestérone lors de 'analyse par Western Blot (Zhan et Zhang 2011).

Tableau XIV : Effets du traitement par la taspine sur I'évolution de croissance de
xénogreffes de tissus tumoraux humains de cancer du sein chez des souris (Zhan
et Zhang, 2011)

freatment Initial body  Imibial tumor  Final tumor Final tumor Final body  tumor growth  Ratio of body
weight (g)  volume (mm’)  volume (mm’) weight (mg) weight (g)  inhibition (%)  growth (¥)

Control 1808 10810 189525438898 216635429361 2017 - .

'f'a-ipin[' (25 ||1gfitg) 18.25 12061 41932431823 1462.16.4 46080 03 1250 1085

Taspme (50mghkg) 1767 11745 L9433 WeD3HATIE 217 5540 1981

Values are mean 4 standard error of the mean (SEM), *p<0.03, *p<001 versus control

En 2012, un travail de recherche réalisé au Mexique par Angel Josabad Alonso-Castro et
collaborateurs a démontré I'effet cytotoxique d’'un extrait méthanolique de séve de Croton lechleri
in vitro sur des cellules HelLa. L'extrait a induit une apoptose sur 30% de la population cellulaire
(IC50=17 pg/ml). In vivo, des administrations intrapéritonéales sur des souris porteuses de
tumeurs HelLa ont permis d’obtenir une inhibition de croissance tumorale de I'ordre de 38%, 48%
et 59% aux dosages 1, 10 et 50 mg/kg. L'étude de toxicité aigué sur des souris a également
déterminé une LD50 de 356 mg/kg par voie IP et 500 mg/kg par voie orale, des valeurs en
corrélation avec les LD50 déterminées sur des rats Wistar dans 'étude de Georgia Perdue et al
(1979). Des essais de viabilité cellulaire ont conclu a I'absence d’effet cytotoxique de I'extrait de

Croton lechleri sur des cellules humaines non cancéreuses (Alonso-Castro et al, 2012).

L'incidence et la morbi-mortalité des mélanomes malins cutanés et des cancers colorectaux ne fait
que croitre au fil des années ce qui en fait un probléme de santé publique majeur et les thérapies
disponibles sont parfois partiellement efficaces voire inefficaces. Les mélanomes malins

représentent les cancers cutanés les plus sérieux et les plus difficiles a traiter puisque la
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résistance aux chimiothérapies et radiothérapies est importante d’ou lintérét de rechercher de
nouveaux composeés efficaces et utilisables en thérapie humaine. En 2012, une étude menée par
Monica Montopoli, Ricardo Bertin et collaborateurs du Département des Sciences
Pharmaceutiques de I'Université de Padua en Italie a observé les actions du sang de dragon et de
l'alcaloide taspine sur la viabilité cellulaire, les cycles cellulaires ainsi que les modifications
structurales de lignées cellulaires en culture issues de mélanomes (SK23) et de carcinomes
colorectaux (LoVo et HT29).Les composés a tester ont été comparés a deux agents

anticancéreux naturels de référence, le taxol et la vinblastine.

o Test de viabilité cellulaire :

L'essai MTT a permis de tester l'activité du sang de dragon et de la taspine isolée sur la
prolifération cellulaire des lignées cellulaires cancéreuses. Ce test a pour but I'évaluation de la
viabilité cellulaire par I'étude du fonctionnement mitochondrial intracellulaire via l'activité de la
succinate deshydrogénase (Mosmann, 1983). Les résultats ont montré une prolifération cellulaire
réduite de 67,5 £ 3,4% sur la lignée SK23 (IC50=5ug/ml). En ce qui concerne les cellules de
carcinome colorectal (HT29 et LoVo), aucune action significative n’a été relevée. L'action inhibitrice
sur les cellules LoVo et HT29 commence a des concentrations dix fois supérieures et les
conditions expérimentales ont fait qu’il était impossible de travailler a des concentrations aussi

élevées.

La taspine a quant a elle été testée dans les mémes conditions, sur des plages de concentrations
de 1 ng/ml a 1 yg/ml. Elle a montré une activité inhibitrice de la viabilité cellulaire a une
concentration de 1 ug/ml envers les lignées SK23 (IC50=0,6ug/ml) et HT29 (IC50=0,8ug/ml).

La taspine présente un effet cytotoxique a des concentrations environ 10 fois plus basse que la

séve brute et semble agir via d’autres mécanismes.

Le test au bleu tryptan a permis d’étudier I'effet du sang de dragon et de la taspine sur les lignées
de cellules cancéreuses par une autre approche que 'essai au MTT. Il évalue la viabilité cellulaire
via I'observation de l'intégrité structurale de la membrane plasmique. La séve brute et la taspine
ont été testées sur les méme plages de concentration, de 1 a 25 pg/ml, et laisser au contact des
cellules HT29 et SK23 pendant 24 et 48 heures.

L'IC50 mesurée pour la séve brute est de 10 ug/ml pour les 2 lignées cellulaires et les cellules
HT29 ont par ailleurs retrouvé leur aspect de base dans les 48 heures suivant le traitement ce qui
témoigne d’un effet réversible.

La taspine montre quant a elle une inhibition croissante au fil du temps (IC50 = 1ug/ml) pour les 2

lignées. Le taxol et la vinblastine ont démontré un haut taux d’inhibition aprés seulement 24 heures.
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= Ftude de la morphologie des microtubules par technique

d’immunofluorescence :

Le sang de dragon agit directement sur la structure des protéines cellulaires, il a engendré une
déplétion structurale des microtubules sur les cellules SK23 et HT29 mais aucune modification de
la f-actine, une des principales protéines structurelle, n’a été constatée.

Dans les cellules HT29, aucune modification du cytosquelette n’a été constatée mais on remarque
une diminution de I'a-tubuline acétylée, protéine structurelle des microtubules.

La Taspine a 0,5ug/mL a quant a elle entrainé une augmentation de l'a-tubuline acétylée et une
modification de la morphologie des cellules SK23.

= Ftude des cycles cellulaires :

Le sang de dragon a 1 pg/ml n’a montré aucun effet significatif sur les cellules SK23 aprés 24
heures d’'incubation. A partir de 10 ug/ml, on observe une augmentation du nombre de cellules en
phase G1/G0 a hauteur de 17,7% et une baisse du nombre de cellules en phase S et G2/M de 7,9%
et 11,7%. A 50 yg/ml, on observe une forte diminution des cellules en phase G1/G0 et S et une

augmentation du nombre de cellules en phase GO ce qui est le reflet d’'une activité cytotoxique.

La taspine a été testée a des concentrations de 0,1 et 0,5 ug/ml et n'a pas montré de
changements significatifs au niveau du cycle cellulaire (Figure 20).
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Figure 20 : Effets du sang du dragon et de la taspine sur les cycles cellulaires de
lignées cellulaires cancéreuses issues de mélanome (Montopoli et al, 2012)

Le sang de dragon semble avoir un mécanisme d’action proche de la vinblastine alors que la
taspine agit au niveau du cytosquelette. La taspine pourrait potentiellement s’inscrire dans une
nouvelle classe d’agent anticancéreux dont le mécanisme d’action doit étre étudié plus
précisément. Le sang de dragon a, quant a lui, montré des actions similaires aux anticancéreux de
référence, ce qui signifie que des molécules autre que la taspine interviennent dans les
meécanismes cytotoxiques, antiprolifératifs et modificateurs du cycle cellulaire.

Ces découvertes représentent une nouvelle source d’agents anticancéreux potentiellement
utilisables en thérapie humaine pour le traitement des cancers colorectaux et des mélanomes

malins (Montopoli et al, 2012).
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En 2015, un groupe de recherche de I'Université de pharmacie de Xian Jiaotong en Chine a
élaboré et testé un dérivé synthétique de la Taspine nommé «12K »(Figure 21). Le but étant de
mettre au point un nouvel agent anticancéreux actif sur des cellules A549 issues du carcinome
pulmonaire.

Il a été observé un effet inhibiteur de croissance positif sur 'ensemble des tests réalisés. L'essai
MTT a démontré un effet cytotoxique positif sur les cellules A549 a une concentration de 7,89 uM.
L'étude des cycles cellulaires par cytométrie en flux a révélé un effet cytotoxique a 6uM. Le
mécanisme d’action est basé sur une modulation des protéines Cdks régulatrices du cycle
cellulaire.

L'effet cytotoxique est démontré par une induction d’apoptose sur des plages de concentrations de
1,5 a 6 uM via 'augmentation des facteurs pro-apoptotiques que sont les protéines Bad, Bak et

Bax et la réduction des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 (Dai et Wang, 2015).
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Figure 21 : Structure du 12k, dérivé synthétique de la taspine (Dai et Wang, 2015)

Une étude antérieure réalisée en 2012 avec un autre dérivé de la taspine « HMQ1611 » a
démontré un effet inhibiteur de 'angiogénése dans des cellules endothéliales via une inhibition de
la sécrétion de VEGF (vascular endothelial growth factor) (LU et al, 2012).

Les tumeurs cancéreuses ont la nécessité de développer une néovascularisation locale afin de
leur apporter les nutriments et I'oxygéne nécessaires a leur croissance. La taspine pourrait
s’inscrire dans une classe d’agent anticancéreux a visée anti-angiogénique en complément de la

chimiothérapie.

Le cancer du poumon reste la premiére cause de mortalité dans le monde dans le domaine de
'oncologie. Il offre un taux de survie trés faible et un traitement souvent peu efficace. La recherche
au niveau de I'élaboration de nouvelles chimiothérapies efficaces reste une priorité et cette étude a

démontré des résultats prometteurs.

En 2013, un autre dérivé de la Taspine (tas1611) a démontré un effet inhibiteur sur la prolifération
de cellules cancéreuses SMMC-7721 issues d’une tumeur hépatique humaine. In vitro, I'inhibition

a un lien avec les niveaux d’expression des métalloprotéinases matricielles MMP-2 et MMP-9. |l
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s’est également montré efficace in vivo sur l'inhibition de la croissance tumorale chez une souris
porteuse de xénogreffes SMMC-7721 (IC50=12,3uM) (WANG et al, 2013).

IV-7) Activité anti-diarrhéique du SP303, un oligomére proanthocyanidique isolé du latex

de Croton lechleri

La résine de Croton lechleri est largement utilisée en médecine traditionnelle amérindienne pour le
traitement des diarrhées aqueuses et diarrhées induites par le choléra. L'extrait SP303 fut
initialement étudié pour ses propriétés antivirales (Ubillas et al, 1994). Cet extrait a été testé
empiriquement sur des souris infectées par la toxine cholérique et il a été observé une inhibition de
la sécrétion de fluides et d’ions chlorure au niveau de la lumiére intestinale (Gabriel et al, 1999).
Cette étude a permis de mettre en évidence l'effet de blocage de la sécrétion d’ions chlorures dans
les canaux CFTR AMPc dépendants par le SP303 avec une inhibition de 94% des flux.

Une étude clinique de phase Il réalisée en 1999 a évalué l'efficacité du SP303 en traitement oral
de la diarrhée induite par les traitements antirétroviraux chez des patients sidéens. La diarrhée est
un effet secondaire majeur impactant fortement la qualité de vie des patients sous thérapie
antirétrovirale. L'étude a été réalisée en double aveugle versus placebo sur un échantillon de 51
patients recevant un traitement antirétroviral ou au minimum un inhibiteur de protéase. Apres 4
jours de traitement, le groupe recevant le SP303 a présenté une diminution de la fréquence et du
poids des selles. L'examen physique des selles a également montré une diminution de la
concentration en chlorures. Par ailleurs, aucun effet indésirable n’a été constaté pendant les 4
jours de traitement. Les résultats de I'étude se sont montrés encourageants et des études
supplémentaires ont été envisagées pour évaluer l'efficacité et la tolérance d’un traitement a plus

long terme (Holodniy et al, 1999).

Ce médicament initialement développé par la compagnie américaine Shaman Pharmaceuticals,
Inc. et baptisé Provir ® a nécessité des études cliniques de phase Il imposées par la FDA que la
compagnie n’a pas pu réalisé pour des raisons financieres et le projet Provir a ainsi avorté.

Par ailleurs, cette méme compagnie a mis sur le marché le NSF Normal Stool ™ en 1999 a base
de SB300, un dérivé du SP303 avec un degré de pureté inférieur, avec un statut de complément
alimentaire a visée antidiarrhéique. Sa production a par la suite été interrompue définitivement par

la firme.

La sécrétion abondante d’ions chlorure est un facteur entrainant des pertes importantes d’eau et

de sel aggravant d’autant plus le risque de déshydratation. Jusqu’a lors, aucune molécule capable
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de bloquer ces canaux n’était utilisable a des concentrations supportables chez 'lHomme.

Le SP303 posséde un mécanisme d’action extracellulaire puisque son action est quasi-immeédiate
in vitro lors d’'une exposition a I'épithélium intestinal. De plus, son poids moléculaire conséquent
(~3000 Da) 'empéche de traverser les membranes et il n'est pas détecté dans le sérum des
patients (Fischer et al, 2004).
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Figure 22 : Mécanisme d’action du SP303 (McAuliffe et al, 2017)

Le SP303 exerce son action pharmacologique au niveau de la membrane apicale des entérocytes
par une inhibition de deux des trois canaux chlorures, le CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) et le CaCC (calcium activated chlorure channel). Cela induit une réduction
de la fréquence des selles par diminution de leurs poids via une sécrétion intestinale réduite
(Tradtrantip et al, 2010).

En 2012, une nouvelle étude clinique de phase lll a été réalisée avec Crofelemer, I'autre nom
donné au SP303, sur un échantillon plus important de 376 patients sidéens.

Le traitement a été globalement bien toléré sur le court comme sur le long terme. Seul 3% des
patients ont déclaré quelques effets indésirables : dyspepsie, nausées, constipation et douleurs
abdominales.

Crofelemer a par la suite été approuvé par la FDA en 2012 et représente a ce jour le premier et
unique extrait d’origine végétale indiqué dans le traitement des diarrhées sécrétoires non
infectieuses et des diarrhées induites par traitement antirétroviral. Il s’est avéré efficace en

traitement per os a une posologie de 250mg par jour (Frampton, 2013).
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Le Fulyzag ® est un meédicament a usage humain développé par la compagnie Napo
Pharmaceuticals, Inc. et dont le principe actif est le SP303. Il est indiqué pour le traitement des
diarrhées induites par les traitements antirétroviraux chez les patients sidéens. Ce médicament

utilisé aux Etats-Unis n’est toutefois pas autorisé au niveau européen.

Une étude clinique de phase Il a été programmée en 2016 pour I'évaluation du SP303 dans le
traitement des diarrhées induites par le Pertuzumab chez des patientes atteintes de cancer du sein
(Gao et al, 2017).

IV-7-1) Utilisation du SP303 en médecine vétérinaire

Devant le succés du SP303, le monde de la médecine vétérinaire s’est penché sur son utilisation
potentielle chez les animaux. En effet, les diarrhées chez les nouveaux-nés représente un
probleme de santé majeur et il n'existait jusqu’a lors aucun médicament antidiarrhéique
antisécrétoire a usage vétérinaire. Une étude du Collége vétérinaire de 'lthaca a évalué l'effet d’'un
extrait de SP303 chez 60 veaux Holstein. Les diarrhées ont été induites par une entérotoxine
d’Escherichia coli et les critéres observés sont I'évaluation de la matiere fécale séche ainsi que le
score fécal. Les extraits de Crofelemer ont été administrés deux fois par jour durant 3 jours sous
deux formulations, une forme standard ainsi qu'une forme gastrorésistante. La formulation
gastrorésistante s’est montrée beaucoup plus efficace et a considérablement augmenté le « fecal
dry matter » ou I'évaluation du pourcentage de matiére fécale séche comparativement a la
formulation standard et au placebo (Teixeira et al, 2015).

La compagnie Jaguar Animal Health, Inc a développé un médicament a usage vétérinaire a base
de SP303, le Neonorm™ Foal, il s’agit d’'une pate gastrorésistante en seringue indiquée pour le
traitement des diarrhées aqueuses chez le poulain

nouveau-né. Les diarrhées sont fréquentes chez les poulains dans leurs 30 premiers jours de vie
et peuvent parfois étre fatales ou impacter considérablement I'état de santé des animaux. Le Dr
McAuliffe a réalisé la premiére étude clinique en Argentine en 2015 en collaboration avec des
éleveurs afin d’évaluer la sécurité et I'efficacité du Neonorm™ Foal en combinaison avec des

probiotiques.

L'étude a été realisée sur 61 poulains aléatoirement divisés ou chaque groupe a regu
quotidiennement plusieurs doses de Neonorm™ Foal sous forme de seringues orales de 30mL. Le
groupe 1 a regu deux doses, le groupe 2 quatre doses et le groupe 3 une dose de placebo durant
3 jours. Les animaux recevant le Neonorm™ foal ont montré une bonne réponse au traitement et

une amélioration clinique notable sur 'ensemble de la période d’observation. Le critére d’efficacité
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du traitement atteint étant un score fécal inférieur @ 3 maintenu durant 16 heures. Le poids des
poulains variant de 37 a 140 kg, le traitement a été administré a des concentrations variant de 2 a
18 mg/kg et aucun effet adverse n’a été notifié. L'étude a donné lieu par la suite & une publication
dans le journal vétérinaire Analecta Veterinari. Le Neonorm™ Foal est disponible a I'achat sans
prescription médicale depuis 2017 sur le territoire américain exclusivement. La firme travaille
actuellement sur le développement de nouvelles formulations a base de SB300 destinées aux
animaux domestiques (McAuliffe et al. 2017).

Son utilisation devrait logiquement étre prohibée chez le chien du fait de I'importante toxicité du
SP303 relevée a 35 mg/kg dans I'étude de Ubillas et al.(1994).

IV-8) Activité immunomodulatrice de la séve brute et de l'alcaloide taspine.

La modulation des paramétres immunitaires par la séve de Croton lechleri est citée dans les
usages traditionnels mais jusqu’en 2003 les mécanismes d’action n’étaient pas clairement
identifiés. Dans une étude expérimentale, Ester Risco et collaborateurs ont décidé d’apporter une
accréditation scientifique a cette activité en réalisant des essais in vifro sur du sérum humain.
L'étude a ciblé l'influence du sang du dragon brut et de l'alcaloide taspine sur la modulation des
voies classiques et alternes du systéme du complément. Elle porte également sur 'opsonisation

de microsphéres fluorescentes par cytométrie en flux ainsi que sur la prolifération des splénocytes.

Les résultats ont montré que le sang de dragon possédait un effet immunomodulateur. 1l se traduit
par une inhibition massive des voies de signalisation du systeme du complément.

La seve brute et la taspine isolée se sont montrés actifs sur des plages de concentrations de 5
pg/ml a 185 ug/ml. La taspine présente un effet inhibiteur de la voie classique (IC50=38 ug/ml).
Cependant, elle ne présente aucune activité notable sur la voie alterne. Les acteurs responsables
de l'inhibition de la voie alterne sont les proanthocyanidines. L'étude n’a pas permis de déterminer
une relation entre la structure et I'activité de ces dernieres bien que les oligoméres soient

généralement plus actifs que les monomeres.

Concernant sa qualité d’opsonine, le sang de dragon est capable de stimuler ou d’inhiber le
processus de phagocytose par recrutement de neutrophiles et de monocytes. L'effet observé est
opposé en fonction des concentrations auxquelles il est utilisé. En effet, pour des concentrations
de 5 pg/ml a 40 yg/ml, la phagocytose est stimulée avec un pic de stimulation a 20 yg/ml. A
contrario, on observe une inhibition de 67% a partir de 50 pug/ml.

Cette relation dose-réponse est similaire a celle observée dans I'étude du potentiel antioxydant ou
I'on observe un effet prooxidant a faible dose et antioxydant a forte dose. La taspine n’a quant a

elle montré aucune activité notable sur le recrutement de macrophages. L’activité d’opsonisation
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du latex semble lui étre conférée par d’autres constituants non identifiés.

Les splénocytes sont des cellules immunitaires issues de la rate pouvant évoluer vers tout type de
globules blancs aprés activation par un antigéne ou des cytokines. Le sang du dragon n’a montré
aucune activité sur les splénocytes normaux. |l a cependant montré une inhibition importante sur la
prolifération de splénocytes activés par de la Concanavaline A, avec une inhibition de 43% a une
concentration de 100 pg/mL et une inhibition de 93% pour une concentration de 100 pg/mL. Il
présente également un effet inhibiteur sur la prolifération de cellules leucémiques d’origine murine
avec une inhibition de 30% a une concentration de 10ug/mL et de 76% pour une concentration de
100pg/mL. Le systéme du complément est un acteur majeur des mécanismes de défenses
immunitaires, il interagit directement avec les voies de l'immunité cellulaire et humorale. Un
dysfonctionnement du systéeme du complément peut engendrer la formation de complexes
attaquant les membranes a l'origine de nombreuses maladies auto-immunes telles que I'arthrite
rhumatoide, le lupus érythémateux ou encore la maladie d’Alzheimer. Le sang de dragon serait
intéressant en ce sens dans une utilisation a visée inhibitrice du systéeme du complément a

I'origine de ces maladies (Risco et al, 2003).

IV-9) Evaluation de la résine de Croton lechleri comme milieu de stockage des dents

avulsées

Le succés d'une replantation dentaire repose sur le maintien de lintégrité du cément et du
ligament parodontal de la dent avulsée. La séve de Croton lechleri a été testée comme milieu de
stockage du fait de sa capacité a faciliter la production de collagéne mais également pour ses
propriétés cicatrisantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. Une solution a 10% a été
comparée au lait pasteurisé considérée comme le meilleur milieu de stockage existant et au DMEM.
Le sang de dragon a démontré une efficacité égale au lait pasteurisé durant I'essai au bleu trypan
et un effet supérieur lors du test au MTT. Il a permis de préserver toutes les membranes cellulaires
et de maintenir la viabilité fonctionnelle du ligament parodontal (Martins et al, 2016).

Cette étude semble avoir permis de trouver le milieu de stockage parfait pour les dents avulsées.
Son utilisation future dans le domaine de 'odontologie semble tout de méme peu probable du fait
de la difficulté d’obtention de la résine de Croton lechleri en milieu médical comparativement aux

milieux de stockage actuellement utilisés.
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V — Applications cliniques

Un collége de praticiens en médecine complémentaire des C.E.I.A de Lacenas et de Bruxelles a
mis en place un vaste projet en 2006, Il repose sur I'utilisation de la seéve de Croton lechleri comme
traitement complémentaire chez des patients présentant divers types de pathologies a
composante auto-immunes. Le latex a été préparé et administré en respectant les usages
traditionnels et I'efficacité du traitement a quant a lui été évalué par un bilan CEIA. En protéomique
fonctionnelle, un bilan CEIA permet d’étudier 'ensemble des protéines d’'un organe, d’une cellule
ou d’'un fluide biologique. Il permet ainsi d’obtenir en temps réel et de fagon évolutive une vision
globale sur I'état de santé des patients a tout moment. Les cas cliniques présentés ci-aprés
représentent un échantillon de patients traités pour lesquels une réponse significative au

traitement a été constatée.

V-1) Traitement des pathologies auto-immunes

Dans le cas d’'une patiente atteinte de myopathie nécrosante auto-immune, un traitement a base
de seve de Croton lechleri a été entrepris pendant 6 mois a une posologie de 10 gouttes 2 fois par
jour. La patiente a témoigné d’'une disparition quasi-totale de ses douleurs. L'analyse protéomique
a quant a elle montré un bilan globalement amélioré, une réactivation du systeme du complément

et un ralentissement de la nécrose tissulaire.

Une autre patiente venue consulter pour une poussée récidiviste d’hépatite auto-immune a recu un
traitement par Croton lechleri selon le schéma posologique suivant : 2 gouttes 2 fois par jour
pendant 2 semaines puis 5 gouttes 2 fois par jour pendant 10 jours.

A la suite du traitement, le bilan sanguin a montré une normalisation durable des parameétres

hépatiques et le profil de protéomique est également amélioré.

V-2) Traitement des pathologies digestives

Les maladies inflammatoires de [lintestin que sont la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique associent une étiologie auto-immune, inflammatoire et bactérienne sur lesquelles

I'utilisation du latex de Croton lechleri pourrait s’avérer bénéfique.

Une patiente chez laquelle une rectocolite hémorragique a été diagnostiquée a consulté dans le
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cadre de besoins impérieux d’aller a la selle avec des épisodes diarrhéiques sanglants associés a
des douleurs abdominales. Le bilan sanguin a montré une élévation de la VS et des neutrophiles,
une diminution des lymphocytes et une hyperréactivité des immunoglobulines de surface.
Linefficacité du traitement initié par probiotiques a conduit a la prescription de Croton lechleri a
raison de 10 gouttes matin et soir pendant 10 jours puis 5 gouttes matin et soir en traitement de
fond. La patiente a présenté une évolution clinique favorable suite au traitement avec une
normalisation des selles, une disparition des traces de sang, une normalisation de la VS et du ratio
neutrophiles/lymphocytes ainsi qu’une diminution de [I'hyperréactivité des immunoglobulines

exogenes.

V-3) Traitement des pathologies respiratoires

Un adolescent asthmatique consultant en mars 2006 pour des épisodes récidivant d’infections
respiratoires pendant la période hivernale présente un bilan de protéomique énonciateur d’'une
etiologie auto-immune.

La prise de Croton lechleri a raison de 10 gouttes matin et soir a permis de réduire les épisodes
d’exacerbations infectieuses. Le traitement a été maintenu en continu jusqu’en 2009 et a permis
d’améliorer le bilan de protéomique. Par la suite, une prise quotidienne pendant les périodes

hivernales a permis d’obtenir une disparition totale des épisodes infectieux.

V-4) Traitement des pathologies ostéo-articulaires

Le latex de Croton lechleri a été prescrit chez certains patients comme traitement adjuvant de
pathologies ostéo-articulaires a composante auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide ou

la spondylarthrite ankylosante, en complément de leur traitement de fond.

Un homme de 42 ans s’étant présenté en consultation pour des douleurs intenses au niveau
cervical et lombaire présente une hernie discale C5-C6, une discarthrose et une sciatique gauche.
Son traitement de fond a base d’antalgiques et de myorelaxants est insuffisant pour contréler ses
douleurs. Linfiltration a la cortisone n'a montré aucune amélioration. Aprés une séance de
mésothérapie, un traitement est instauré avec le latex de Croton lechleri a la posologie de 5
gouttes 3 fois par jour en traitement d’attaque diminué a deux puis une prise par jour en traitement
d’entretien. Les résultats obtenus aprés 2 mois de traitement dépassent les attentes, ce patient a
témoigné d’'une diminution quasi compléte de ses douleurs arthrosiques ce qui lui a permis
d’'arréter définitivement la prise d’antalgiques et de myorelaxants. A [I'heure actuelle, cela fait
plusieurs années qu'il utilise la séve de Croton lechleri quotidiennement comme unique traitement
de fond a raison de 5 gouttes par jour avec une augmentation des doses si nécessaire lors des
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poussées inflammatoires.

Ce méme traitement a été prescrit chez une femme de 81 ans souffrant d’arthrose cervicale diffuse.
Malgré une aggravation transitoire des douleurs en début de traitement, une amélioration

progressive et durable a permis d’arréter les séances de mésothérapie.

Enfin, une patiente de 69 ans consultant pour une gonalgie bilatérale induite par une destruction
du cartilage et sur laquelle le paracétamol n’a aucun effet a regu une prescription de Croton
lechleri a raison de 5 gouttes matin et soir en complément de son traitement de fond. Elle a
témoigné d’'une diminution rapide et importante de ses douleurs et a maintenu le traitement

pendant 4 ans.

V-5) Traitement des pathologies cutanéo-muqueuses

Dans cet essai thérapeutique, le latex de Croton lechleri a été évalué en application topique pour

le traitement des lésions du col utérin induites par HPV et des aphtes buccaux récidivants.

Dans le cas des lésions virales induites par le papillomavirus, le protocole de soin suggéré
consiste en une irrigation vaginale 2 fois par jour avec une solution composée de 10 gouttes de
Croton diluée dans 10 ml d’eau stérile.

Chez les patientes ayant suivi ce protocole, une négativation du virus a été observée et dans

certains cas la conisation du col utérin a été évitée grace au traitement.

Dans les cas des aphtes buccaux, deux protocoles de soin ont été proposés. Le premier repose
sur ['utilisation de bains de bouche avec la méme solution que décrite précédemment ou
I'application directe d’une goutte de latex pur au niveau de la Iésion.

Dans les 2 cas, il a été constaté une amélioration clinique notable, les patients ont vu leur « géne »
diminuée, la durée de cicatrisation est accélérée et I'inflammation locale réduite. La guérison totale

est généralement obtenue en une dizaine de jours et les récidives fortement réduites.

Ce projet de longue date a globalement été une réussite. Les patients ont répondu de maniere
surprenante au latex de Croton lechleri, parfois au-dela des attentes des prescripteurs. Les
pathologies sur lesquelles le latex s’est montré efficace sont nombreuses et le traitement a parfois
permis a ces patients de stopper des traitements lourds et devenant insuffisamment efficaces.
L'avantage de I'utilisation de la séve de Croton est qu’elle est globalement bien tolérée, aucun effet
indésirable majeur n’a été notifié. Dans le cas des maladies a caractére auto-immun, le traitement

doit étre conduit sur une logue période pour obtenir un rééquilibrage du bilan protéomique d’autant
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que ces pathologies sont généralement installées depuis de nombreuses années (Dorfman et al,
2016).

La résine de Croton lechleri n'a pas la prétention de se substituer aux traitements de fond des
pathologies chroniques mais pourrait s’'inscrire dans le cadre du traitement global de certaines
pathologies associant les médicaments, les reégles hygiéno-diététiques et les thérapies
complémentaires. De plus elle présente un bénéfice/risque positif total puisque les effets adverses

sont quasiment inexistants.
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VI — Production, commercialisation et cadres réglementaires

Avant 1990, le sang de dragon était exclusivement commercialisé en Amazonie par des réseaux
de fournisseurs locaux. La compagnie Shaman Pharmaceuticals, Inc. spécialisée dans le
développement de médicaments a partir de plantes tropicales, a permis de faire connaitre le sang
de dragon dans le monde entier dans les années 90. La premiére plantation de Croton lechleri a
vu le jour en 1990 en Amazonie équatoriale. L'exportation a alors commenceé vers les Etats-Unis et
la quantité exportée n’a fait que croitre d’années en années, passant de 320kg en 1990 a 26
tonnes en 2002. A partir de 1996, le Chili, I'ltalie, la Lituanie, I'Ukraine, la Russie et 'Espagne ont
également commencé a s’intéresser au sang de dragon de par la publicité faite par les médias et
ont commencé a en importer. Cette influence de la médiatisation appuyée par des études
scientifiques a apporté du crédit au sang de dragon et les populations occidentales ont commencé
a [lutiliser couramment. Le gouvernement péruvien a aidé les producteurs locaux a
professionnaliser la production, le conditionnement et I'expédition en créant des structures et en

modernisant le systéme ce qui apporte une valeur ajoutée au produit.

Par le biais daccords contractuels avec les cultivateurs locaux, des organisations
gouvernementales ainsi que des compagnies privées, Shaman Pharmaceuticals, Inc. a également
promu et financé de nombreuses recherches sur le sang de dragon. Elle a encouragé la
reforestation de Croton lechleri en Colombie, en Equateur et au Pérou dans un but écologique et
pour permettre également d’apporter a ces pays une ressource économique importante. |l est
essentiel de procéder a des reforestations et de maintenir une chaine de production pérenne et
responsable afin d’assurer un approvisionnement continu d’un produit de qualité et conforme aux
normes pharmaceutiques. Les plantations de Croton lechleri ont également été entreprises dans

une volonté de préservation de la flore locale et de respect des populations (Alexiades, 2002).

Le Croton lechleri se développe dans un biotope amazonien et sa culture est limitée a '’Amérique
latine. De plus, nous savons que la récolte par coulée engendre la mort lente de I'arbre et qu’'un
délai de 7 a 8 années est nécessaire a I'obtention d’un latex de qualité ce qui rend sa production
limitée et en fait un produit relativement onéreux lorsqu'’il est pur.
Le sang de dragon peut facilement étre acheté dans le commerce, dans des boutiques en ligne de
produits naturels ou il peut se présenter sous la forme de séve pure, d’extraits glycérinés ou de
pommades. Il est dans ce cadre vendu avec le statut de « complément alimentaire a visée
antioxydante et immunostimulante » ou en tant qu’ « actif cosmétique a visée régénératrice et anti-
age ». Son utilisation par voie topique est tout a fait recommandée et n'’expose a aucun risque
particulier en dehors d’'une réaction d’intolérance. Son utilisation par ingestion orale semble
egalement acceptable du fait que les études réalisées ont montré une absence d'effets
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indésirables directs et une absence de cytotoxicité et de génotoxicité. Il est toutefois important de
« faire le tri » dans ce qu'il est possible de trouver. La séve de Croton lechleri a initialement été
autorisée par les autorités belges en tant que complément alimentaire via I'attribution d’'un numéro
Nut. A ce jour, les fournisseurs frangais possédant 'agrément pour la vente de séve de Croton
lechleri sont peu nombreux. L'obtention d’'une autorisation nécessite I'élaboration d’'un dossier
auprées de la DGCCREF attestant que le produit commercialisé répond aux normes européennes en
matiere d’approvisionnement, de contrdle bactériologique avant flaconnage et de respect des taux
limites imposés en taspine et en polyphénols (< 10,5% de polyphénols, < 1,7% de Taspine). Il est
donc possible d’en commercialiser légalement en pharmacie en se fournissant auprés d’un
fournisseur agrée. La boutique en ligne Pierre d’Astier, spécialisée dans la vente de produits de
phytothérapie, posseéde cette autorisation. Le latex vendu par Pierre d’Astier provient du
laboratoire espagnol RODA qui est le premier laboratoire, au niveau européen, a avoir obtenu
l'autorisation de conditionnement et distribution de la séve de Crofon lechleri en tant que

complément alimentaire.
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Figure 23 : Flacon de latex de Croton lechleri commercialisé par le laboratoire Pierre
d'Astier (« LTX 5 - Croton L. Gouttes » s. d.)

Par ailleurs, le 14 mars 2013, le réglement d’exécution 230/2013 de la Commission européenne a
interdit l'utilisation de tout type d’extraits de Croton lechleri en tant qu’additif dans I'alimentation

animale.
Dans le domaine de la parapharmacie, de nombreuses marques de produits dermocosmétiques

ont intégré de la résine de Croton lechleri dans la formulation de leurs produits, notamment pour

ses vertus régénératrices et antioxydantes.
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Dans la gamme Garancia, la créme hydratante et anti-dge « Diaboligue Tomate ® » contient de la
résine de Croton lechleri. On en retrouve également dans la BB créme « Le Chardon et le
marabout ® » destinée aux peaux a imperfections ou présentant de petites cicatrices ainsi que

dans le sérum anti-age « Immortal express shot ® »

La gamme Uriage intégre du sang du dragon dans la formulation de tous les produits de leur
gamme « Age protect ® multi-actions» excepté le soin destiné au contour des yeux.
On retrouve également de la résine de Croton lechleri dans la créme réparatrice Miel de thym de la

marque Famille Mary et dans la lotion régénératrice de la marque Ekia.

Les produits cosmétiques ne sont pas des médicaments et il n’existe pas d’autorisation préalable
de mise sur le marché pour l'intégration d’extraits de plantes. Les organismes commerciaux ont la
responsabilité juridique en ce qui concerne la sécurité des produits mis sur le marché. Les études
cliniques ont globalement démontré une innocuité quant a un usage du sang de dragon en
application externe. Son intégration a des produits dermocosmétiques ne semblent pas exposer
les utilisateurs a un risque particulier d’'autant que les concentrations utilisées sont relativement

faibles.
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VII — Conclusion

La seve de Croton lechleri connue pour ses multiples propriétés représente un véritable trésor de
la nature et un des piliers de la médecine traditionnelle amazonienne. Il ne faut pas oublier que
cette médecine traditionnelle était autrefois I'essence méme de la majorité des pratiques
médicales et des enseignements en médecine. Les coutumes et observations ancestrales des
guérisseurs d’Amazonie sont une richesse a prendre en considération et a exploiter d’avantage
pour faire avancer la médecine moderne. Je suis convaincu que des études futures permettront de
découvrir des composés avec des mécanismes d’action encore inconnus et pouvant pallier a des
probléemes de Santé publique actuels tels que la résistance aux antibiotiques ou les effets

indésirables de certains médicaments.

Des chercheurs du monde entier se sont penchés sur la séve de Croton lechleri afin d’élucider les
meécanismes d’action impliqués dans les usages traditionnels. Dans la quasi-totalité des études
menées, les résultats se sont montrés concluants et souvent au-dela des espérances.

Le latex de Croton lechleri est un mélange complexe, dont les principaux composés actifs
identifiés sont des polyphénols, des terpenes et des alcaloides.

Le sang de dragon est un puissant cicatrisant. Il favorise également la cicatrisation des ulcéres par
ses actions anti-inflammatoire, antioxydante, antibactérienne vis-a-vis de Helicobacter pylori et par
une stimulation de la formation de mucus gastrique. Il posséde par ailleurs un spectre d’action
antibactérien trés large ainsi que des activités fongicides, antiparasitaires et antivirales.

Il posséde par ailleurs une activité immunomodulatrice en agissant principalement au niveau du
systeme du complément.

La proanthocyanidine nommée SP303 présente dans la séve de Crofon lechleri lui confére une
activité anti-diarrhéique anti-sécrétoire via une inhibition de canaux chlorures au niveau de la paroi
intestinale. Cette proanthocyanidine constitue par ailleurs le principe actif de plusieurs
meédicaments tels que le Fulyzag ® ou le Neomorm™ Foal distribués aux Etats-Unis.

Le sang de dragon et notamment son alcaloide, la taspine, posséde une activité anti-inflammatoire
via une inhibition de libération de substance P et des génes pro-inflammatoires.

Le mélange de polyphénols que contient le latex lui confere une activité anti-oxydante équivalente
a supérieure aux antioxydants de référence tels que le Trolox ou I'acide ascorbique.

Enfin, la séve brute et la taspine ont également démontré des activités anticancéreuses par une

action cytotoxique ou antiproliférative sur diverses lignées de cellules cancéreuses.

La seve de Croton lechleri est un produit qui mérite de se faire d’avantage connaitre en Europe et
d’étre utilisée en médecine complémentaire ou elle posséde un réel potentiel et en automédication.

Il est de la responsabilit¢ du pharmacien de conseiller ce produit a certains patients, en
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complément de leur traitement médicamenteux, dans un contexte de pathologies chroniques a
composante inflammatoire et/ou immunitaire. En effet, sa prise concomitante aux médicaments ne
peut étre que bénéfique pour le patient car sa prise est simple, bien tolérée et constitue un
traitement étiologique et symptomatique contrairement aux médicaments a visée symptomatique

pure.

Les sources d’approvisionnement fiables du sang de dragon étant trés limitées, il est toutefois
primordial de les sélectionner avec précaution afin d’éviter les produits ne répondant pas aux
normes européennes et toute contrefagon.

Le sang de dragon sous ses diverses formulations a pour moi sa place derriére le comptoir d’'une
pharmacie. A Tinstar d’une huile essentielle de lavande vraie, la séve de Croton lechleri est un
produit multi-usage.

Les études concernant son utilisation par voie topique comme par ingestion orale sont rassurantes
puisque le produit ne présente aucune toxicité chez '’homme et qu’aucun effet indésirable n'a été
notifié dans les études cliniques réalisées. L'utilisation chez la femme enceinte ou allaitante est

toutefois a éviter du fait du manque d’études a ce niveau pour le moment.

D’une maniére générale, la synergie d’action apportée par les composés de la séve brute a permis
d’obtenir une efficacité supérieure aux composés isolés. Dans certains cas, il n’a pas été possible
d’associer une action avec un composé actif et un mécanisme d’action précis et pour ces raisons

des études supplémentaires doivent encore étre menées.
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RESUME :

La forét amazonienne rassemble une multitude d’especes végétales utilisées en médecine traditionnelle. Parmi
elles, I’espece d’arbre Croton lechleri occupe une place prépondérante et sa s€ve couramment nommée « sang de
dragon » de par sa couleur « rouge sang » est largement utilisée dans de nombreuses indications depuis des
siécles. Les ethnopharmacologues du monde entier se sont basés sur les usages traditionnels du sang de dragon
pour réaliser de nombreuses études in vitro et in vivo afin de comprendre les mécanismes d’actions de la séve
dans ses différentes utilisations traditionnelles et dans la mesure du possible, d’identifier les molécules actives
pharmacologiquement. L’utilisation de la séve de Croton lechleri en médecine moderne n’en est qu’a ses débuts
mais les résultats des premiers essais cliniques sont prometteurs et ouvrent des possibilités d’utilisations futures
nombreuses, notamment dans les domaines de la médecine complémentaire liée a 1’oncologie et a
I’immunothérapie. La compagnie américaine Shaman Pharmaceuticals a en grande partie contribué a I’essor de
cette séve par le financement d’études, de programmes de reforestation de Croton lechleri et de développement
de médicaments a base de composés isolés du latex. La seéve de Croton lechleri concerne également le
pharmacien puisqu’elle a initialement été autorisée a la vente en Belgique en tant que complément alimentaire et
est donc distribuable en pharmacie ou elle peut étre conseillée dans de nombreux cas cliniques. Ce travail
rédactionnel a pour objectif de rassembler les informations disponibles a ce jour sur le sang de dragon dont le
potentiel thérapeutique colossal mérite de se faire connaitre par les professionnels de santé et le grand public.
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