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(57) Abstract: The invention relates to the use of a
compound of general formula (I) for the production
of a medicament used for treating parasitic diseases,
particularly leishmaniasis.

(1)

(57) Abrégé : L'invention concerne un utilisation
d’un composé de formule générale (I) pour la
production d’un médicament destiné au traitement
des maladies parasitaires, en particulier de la
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Composés, en particulier de dérivés urées ou esters de

“” 1’acide haloacétamidobenzoique et leur utilisation pour le

traitement de maladies parasitaires

La présente invention concerne l'utilisation de composés,
en particulier de dérivés de l'acide haloacétamido-
benzoique pour le traitement de maladies parasitaires, en
particulier de protozooses et plus particulidrement pour le
traitement de la leishmaniose, du paludisme et des

tripanosomiases.

Le paludisme est une erythropathie due & Plasmodium
transmis par un moustique. Plus de 2 milliards de sujets
sont exposés au risque de transmission. Selon 1’OMS, il y
aurait 300 millions de nouveau cas par an et on estime &
quelques millions le nombre de décés par an dans la seule
Afrique noire. Toute les 9 secondes, un sujet meurt de
paludisme. L’une des espéces, Plasmodium falciparum, est
responsable du neuropaludisme, encéphalopathie mortelle en
l’absence de traitement. L’apparition de 1la résistance &

la chloroquine dans de larges régions géographiques a
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bouleversé la prophylaxie et le traitement de cette

infection.

La maladie de Chagas est une anthropozoonose due &
Trypanosoma cruzi transmise par des punaises hématophages,
les réduves. Elle sévit en Amérique latine oii elle atteint
20 millions d’individus. Cette maladie se manifeste par
des méningo-encéphalites parfois mortelles ainsi que des
cardiopathies et encéphalopathies1ghfoniques. Le nombre de
décés est évalué & 50000 paf an. Le traitement
antiparasitaire repose sur le nifurtimox (LAMPIT®)
d’activité trés variable sur la phase aigué& de la maladie

et inactif sur la phase chronique.

Conventionnellement, les leishmanioses sont décrites comme
des protozooses du systéme réticulo-endothélial des
mammiféres, dont 1'homme, dues au genre Leishmania. La
maladie sévit dans la quasi-totalité du globe (88 pavys)
constituant un probléme majeur de santé publique. Dans les
zones d'endémie, la prévalence est estimée & plus de 12
millions de «cas et plus de 400 000 nouveaux cas

apparaissent chaque année.

A l'heure actuelle, 18 espéces sont reconnues pathogénes
pour 1'homme. Leishmania donovani et L. infantum sont
responsables de la leishmaniose viscérale, forme clinique
potentiellement fatale, dans le bassin méditerranéen, le
Maghreb, 1'Afrique de 1'Est, 1l'Inde et 1'Amérique du Sud.
En 1993, la derniére épidémie au Soudan s'est soldée par

40 000 décés. Les agents de la leishmaniose cutanée sont L.
major, L. tropica et L. aetiopica dans l'ancien monde et I.
mexicana, L. Panamensis et L. braziliensis dans le nouveau
monde. Ces protozoaires généralement transmis par piglire
d'insectes rentrent dans les cellules telles que les

macrophages et les monocytes et provogquent un é&clatement
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3
des cellules. La forme cutanée provogue des ulcdres tandis

que la forme viscérale provoque des fi&vres, un

amaigrissement, une splénomégalie.

Le traitement des leishmanioses repose essentiellement sur
l'utilisation des dérivés de l'antimoine qui nécessitent

l'emploi de fortes doses, une utilisation parentérale méme

~~dans les formes exclusivement cutandes et'wun traitement au
wlong cours. Ces dérivés se caractérisent - ‘également par une

toxicité rénale et cardiaque. Par ailleurs, la

susceptibilité des souches de Leishmania aux antimoniés est
trés variable et les cas de résistance sont de plus en plus

nombreux .

L'ensemble de ces considérations montre la nécessité et
l'urgence de développer des molécules qui offrent de
nouvelles alternatives thérapeutiques utilisant un

mécanisme d'action original.

La tubuline, protéine majeure des microtubules, représente
une cible cellulaire pour de nombreuses drogues dont
l'efficacité clinique est établie aussi bien dans la lutte
contre le cancer que dans celle induite par de nombreux
agents infectieux tels que les parasites. Les dérivés
benzimidazoles, connus pour leur activité antimicrobienne
sont actifs contre d'autres protozoaires comme Trichomonas

vaginalis et Giardia duodenalis.

Le taxol, wune autre drogue antimicrotubulaire connue
aujourd'hui pour son activité anticancéreuse, bloque la
réplication de Trypanosoma cruzi et induit un arrét en
phase G2M du cycle cellulaire de Leishmania donovani au
stade promastigote. Bien qu'efficace contre les Leishmania,
le taxol n'a pas retenu l'attention des théfapeutes car, si

ce type de drogue est capable d'altérer les microtubules du
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parasite, 1l est aussi capable d'altérer & des degrés

divers les microtubules de la cellule héte.

Par ailleurs, on connalt, & travers US-A-6.294.695, des
composés dériveés en méta et para de ltacide
haloacétamidobenzoique pour leur application en tant
qu'inhibiteur de croissance de cellules tumorales. Rien ne
suggére dans ce document l'utilisation de tels’ composés
pour.%éune application au traitement deﬁﬁ:maladies
parasifaires. Par ailleurs, le tableau 1 colonne 18 de ce
document montre des composés inactifs ou faiblement actifs
pour une application & la cancérologie. Or, ces composés se
révelent au contraire intéressants dans le cas d'une
application au traitement de maladies parasitaires comme
cela sera décrit ci-aprés en particulier pour une molécule

appelée MF 29.

On connait par ailleurs & travers le document WO-A-0116357
des composés dont l'action anti-parasitaire est due &
1'inhibition d'un processus enzymatique. De tels composés
présentent & la fois une structure et un mécanisme d'action
différents de ceux des composés décrits dans la présente
invention comme 1l'illustre en particulier le composé 105553
de 1la figure 17A dans lequel un groupement cyclique

remplace le groupement (CH,), de la présente invention.

On connait également & travers le document EP-A-1.008.346

des composés dérivés de la benzoquinone inhibiteurs du NF-

KB et du TINFa. De tels composés agissent donc comme agents
anti-inflammatoires en particulier en intervenant dans la
production de cytokines par les lymphocytes T. De tels
composés sont donc aptes & traiter les réactions
inflammatoires associées aux maladies parasitaires mais

sont dépourvus de tout effet sur le parasite lui-méme.
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La demande internationale WO 98/39323 décrit quant & elle
l'utilisation de dérivés thiophénes comme agents

inhibiteurs de la polymérisation de la tubuline. De tels
composés sont toutefois inaptes & distinguer la tubuline du

parasite de celle de la cellule héte.

Le document US-2002/0065229 publié postérieurement & la
date de dépdt de la présente demande de brevet envisige
uniquement .3, titre d'hypothése 1l'application de déflﬁéé
halogénés d;ééétamidobenzoyl—éthyl—acétate au traitement;de
maladies parasitaires bien gqu'aucun essai sur un agent

parasitaire ne soit décrit dans ce document.

En conclusion, aucun des documents précités ne décrit
ltutilisation de composés anti-microtubulaires peu
toxiques, d'activité glevée, aptes a altérer les
microtubules de parasites sans altérer les microtubules de

mammiféres.

Un but de la présente invention est de proposer une
nouvelle utilisation de composés pour le traitement des
maladies parasitaires, en particulier des leishmanioses, du
paludisme et des tripanosomiases, quelle que soit leur
forme clinique, ces composés étant peu toxiques comparés
aux médicaments connus et présentant une aptitude & é&tre
utilisés par des voies d'administration ne nécessitant pas

d'hospitalisation.

Un autre but de la présente invention est de proposer une
nouvelle utilisation de composés pour le traitement des
maladies parasitaires, en particulier des leishmanioses, du
paludisme et des tripanosomiases, cesg composés entrainant
des altérations de morphologie des microtubules détectées
par microscopie électronique & balayage, ces altérations

s'accompagnant de modifications de 1l'organisation de
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certaines classes de microtubules et d'une spécificité

d'action sur les microtubules dépendant de la -composition

microtubulaire de la cellule qu'elles affectent.

Un autre but de la présente invention est de proposer une
nouvelle utilisation de composés pour le traitement des
maladies parasitaires, en particulier des leishmanioses, du
paludisme et des .. tripanosomiases, qui  perturbe la
polymérisation deﬁ§§ tubuline du parasite sans perturber

celle de la cellulé héte.

A cet effet, l'invention a pour objet l'utilisation d'un

composé de formule générale (I)

X
rd
=C
(»/ “«TQ]
| . C —
;\;WJ III g (CHyn—7Z (1)
e ® X

dans laquelle
X représente un atome d’oxygéne, de soufre ou d’azote,

R représente un atome d’hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,
7 représente un atome d’hydrogéne, un halogéne, un

trifluoroalkyle inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano,

un hydroxyle, un alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un
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7
carboxamido, un  phényle, un  phényle 'substitué, un

halogénophényle,

Y représente un atome d’hydrogéne, un hydroxyle, un
alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un groupe urée ou dérivé d’urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole i

soit le noyau phényle

représente

soit le noyau pyridine, l’azote étant situé sur 1’une

des 4 positions non substituées,

de ses énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses
sels d'addition & un acide pharmaceutiquement acceptable
pour la production d'un agent antimicrotubulaire actif pour
le traitement des maladies parasitaires en inhibant au
moins partiellement la polymérisation de la tubuline du

parasite sans inhiber celle de la cellule héte.

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'un composé
de formule générale (I) du type précité, de ses
énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses sels
d'addition & un acide pharmaceutiquement acceptable pour la
production d'un médicament incluant au moins un agent anti-
microtubulaire actif pour le traitement de protozooses du

systéme réticulo endothélial des mammiféres.

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'un composé
de formule générale (1) du type précité, de ses
énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses sels

d'addition a un acide pharmaceutiquement acceptable pour la
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production d'un agent anti-microtubulaire actif pour 1le
traitement des leishmanioses, en particulier de 1a

leishmaniose humaine, du paludisme et des tripanosomiases.

Il est & noter que dans ce qui précéde, parmi les acides
pharmaceutiquement acceptables, on peut citer, & titre non
limitatif, les acides chlorhydrique, sulfurique, tartrique,
maléique, fumarique, oxalique, méthane-sulfonique,

camphorique, éthane-sulfonique, eie..

Les termes alkyle et alcoxyle désignent quant & eux des
groupements linéaires ou ramifiés comprenant de 1 3 9
atomes de carbone, de préférence de 1 3§ 6 atomes de

carbone.

La présente invention a encore pour objet 1l'utilisation

d'un composé de formule générale (I1)

CH2— 4
lC=o
| ey
NH

C—Y

I

0

dans laquelle

Z représente un atome d'halogéne choisi dans 1le groupe
constitué du chlore, du brome, de 1'iode et du fluor,

Y est un substituant sélectionné dans le groupe constitué
d'un groupe éthoxy, d’un groupe -NH-CO-NH-R dans lequel R
est un hydrogéne, un groupe alkyle ou un groupe aryle, et
d'un groupe -N-R; dans lequel R, est un groupe alkyle ou un

groupe hétérocyclique,
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ou de ses selgs d'addition pour la production d'un
médicament en vue du traitement de maladies parasitaires,
en particulier de protozooses, plus particuliérement de

leishmanioses, du paludisme et des tripanosomiages.

La formule II ci-dessus recouvre trois types de composés,

d savoir : les composés ortho de formule, :
it

CH2—_ 7
|C=O (L)
NH

c__ Y

les composés méta de formule
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CH2 —7
|
C=0
|
NH (1)
C — Y
|
0

et :"ié’s composés para de formule :
CHZ2—— 7

I (1)

ainsi que leurs sels d'addition. Dans les formules 1IIa,
IIb, IIc ci-dessus, Z et Y répondent aux mémes définitions

que celles fournies pour les composés de formule ITI.

Les composés de formule II ci-dessus peuvent ainsi &tre
utilisés pour la production d'un agent anti-microtubulaire
inhibant au moins partiellement 1la polymérisation de la

tubuline du parasite sans inhiber celle de la cellule héte.

La présente invention a encore pour objet 1l'utilisation
d'un composé du type précité de formule générale (I) ou
(IT), dans laquelle ce composé est associé & au moins un
excipient ou vé&hicule inerte non toxique pharmaceutiquement

acceptable permettant son administration par voie orale.
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Ce composé peut se présenter sous forme d'une solution ou

d'une suspension aqueuse ou & l'état sec de comprimés nus

ou enrobés, de gélules, de capsules, de poudres.

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'un composé

de formule générale (I) ou (II) du type précité, dans

laguelle le composé est associé & au moins un excipient ou -

véhicule inerte.non toxique pharmaceutiquement acceptablé

permettant son-administration par voie topique sous forme™

d'application cutanée, transcutanée ou percutanée. Le
composé peut ainsi se présenter sous forme d'une pommade,

d'une créme, d'un gel dermique.

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'un composé
de formule générale (I) ou (II) du type précité, dans
laquelle le composé est associé & au moins un excipient ou
véhicule inerte non toxique pharmaceutiguement acceptable
permettant son administration par voie parentérale, nasale

ou bronchique.

Généralement, la teneur en composé est choisie pour une
administration s'échelonnant entre 1 mg et 5 g/24 heures,

de préférence entre 1 mg et 500 mg/24 heures.

L'invention a encore pour objet un composé de formule

générale (I)

e
p; :C
[ Wl ——c (CHpn—Z
1 } (D)
<R X

dans laquelle

%
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X représente un atome d’'oxygéne, de soufre ou d’azote,

R représente un atome d’hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,

Z représente un atgme d’hydrogéne, un halogéne, un

trifluorocalkyle inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano,

un  hydroxyle, un éicoxyle, un alcoxycarbonyle, un
carboxamido, un  phényle, un  phényle substitué, un
halogénophényle,

Y représente un atome d’hydrogéne, un hydroxyle, un
alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un groupe urée ou dérivé d’'urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole i

soit le noyau phényle

représente

soit le noyau pyridine, l’azote étant situé sur 1’une

des 4 positions non substituées,

ses énantioméres, ses diastéréoisoméres et ges sels
d'addition a un acide pharmaceutiquement acceptable,

d l'exception des composés dans lesquels R est un atome
d'hydrogéne, X est un atome d'oxygéne, n = l1; Z est un
halogéne et Y est un substituant choisgi dans 1le groupe
constitué d'un groupe é&thoxy, d’un groupe -NH-CO-NH-R dans
lequel R est un hydrogeéne, un groupe alkyle ou un groupe
aryle, et d’'un groupe -N-R; dans lequel R; est un groupe

alkyle ou un groupe hétérocyclique ou un sel d'addition de
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celui-ci.

L'invention a encore pour objet un médicament comprenant un
support physiologiquement acceptable et un composé de
formule (I) du type ci-dessus ou un sel d'addition de
celui-ci dans wune quantité efficace pour traiter les -
maladies parasitaires, en particulier les protozooses, de
préférence les leishmanioses, le paludisme et les

tripanosomiases.

L'invention sera bien comprise & 1la lecture de 1la
description suivante d'exemples de réalisation, en

référence aux dessins annexés dans lesquels

la figure 1 <représente, sous forme de tableau,
ltactivité anti-Leishmania in vitro des molécules MF
29, MF 708, MF 56, MF 569, MF 191, GR 37, GR 38 et
Glucantime (marque déposée), lesdites activités &tant

exprimées en ug/ml ;

la figure 2 représente les effets du MF 29 et du
Glucantime (marque déposée) exprimés en pourcentage
d'inhibition de la charge parasitaire par organe de

source BALB/c infecté avec L.Major ;

les figures 3A & 3F représentent, sous forme de
photographie, des altérations morphologiques induites
par MF 29 (figures 3B, 3D, 3F) par comparaison & un

groupe contrbéle (figures 3A, 3C, 3E) ;

les figures 4A & 4D représentent, sous forme de courbe
présentant en abscisse un temps exprimé en minutes et
en ordonnée une absorbance & 345 nm, les effets
d'inhibition de 1la polymérisation de tubuline de

cerveau de beuf par la vinblastine (figure 43), le MF



WO 03/063858 PCT/FR03/00289

i4
191 (figure 4B) et le MF 29 a différents dosages
(figure 4C et 4D) et

la figure 5 représente, sous forme de tableau, les
5 pourcentages de mortalité obtenus sur des souris

traités au MF 29 et infectées par Trypanosoma cruzi.

A titre d'exemple et d'illustration:de l'invention, il est
plus particuliérement présenté gi~aprés des résultats

10 obtenus a partir des molécules de formules générales (III),
(Iv), (v), (VI)

CH2 —7
C=0 \ 7Z=Br MF 56
I 7=1 MF 708
NH

7Z=Cl MF 29
AN

| - I(Il O —cC28H5 -

(0]
CH2 —7
C=0 7=Br MF 191
I )
NH 7Z=1 MF569 ,
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CH2—- CI

c=0 GR37

NH

Z | v)
A

G— O— CoHs

CH2—- C]

_ (VD
IC‘O GR38

NH

C___ O ____ CeHs

Ainsi
le composé MF 191 correspond & la 3-bromoacétamido
benzoyl urée,
le MF 569 correspond a la 3-iodoacétamido benzoyl urée,
le MF 708 correspond au 3-liodoacétamido benzoate
d'éthyle,
le MF 56 correspond au 3-bromocacétamido benzoate
d'éthyle,
le MF 29 correspond au 3-chlorocacétamido benzoate
d'éthyle,
le GR 37 correspond au 4-chlorocacétamido benzoate
d'éthyle et
le GR 38 correspond au 2-chloroacétamido benzoate

d'éthyle.

Il est décrit ci-aprés l'activité anti-Leishmania in vitro

des molécules décrites ci-dessus.
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Les molécules ci-dessus ont &té évaluées tout d'abord dans
un test d'inhibition de prolifération du stade promastigote
de Leishmania aprés 96 h de contact des promastigotes avec
les molécules mises en solution dans un solvant : N,N
diméthyl acétamide / propyléne glycol / tween 80 (1:2:1).
Un sel de tetrazolium (MTT) a été utilisé comme révélateur.
Dans le cas de. k. mexicana, les molécules ont été évaluées”
vis a vis du;sﬁgde amastigote intracellulaire (macrophagé%%
de Balb/c), stade rencontré chez les patients. Le tableau i
(figure 1) présente certaines des CIsy, des dérivés 3-
haloacetamido benzoate urée, 3-haloacétamido benzoate
d'éthyle, 4 -haloacétamido benzoate d'éthyle et 2-
chloroacétamido benzoate d'éthyle ainsi que, pour L.
mexicana, celles de la molé&cule thérapeutique de référence,
l'antimoniate de méglumine (GLUCANTIME) (marque déposée).
Il est a noter que la CIs, exprimée en pg de molécule
active/ml de solvant correspond & la concentration de
composé inhibant 50 % de la prolifération du parasite
leishmania. Ces résultats montrent la forte activité du MF
29, similaire & celle du GR 38, qui est pour la forme
amastigote 300 fois supérieure 3 celle du GLUCANTIME. Il
doit toutefois é&tre noté 1l'extraordinaire activité des
composés de la forme para ou 4 haloacétamido benzoate
d'éthyle comme 1l'illustre le GR 37 laissant entrevoir un
grand potentiel dans le domaine de la thérapie des maladies
parasitaires. Enfin, un essai de cytotoxicité réalisé sur
lignée MRC5 (tissu normal de poumon de fretus) -indique que
la cytotoxicité du MF29 est 400 fois plus faible sur cette
lignée que celle obtenue sur le parasite démontrant ainsi
la faible toxicité du MF 29 sur les cellules humaines. De
méme, la cytotoxicité du GR37 est 1000 fois plus faible sur
des macrophages murins que sur le parasite confirmant le

fort potentiel de cette molécule.
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L'activité anti-Leishmania in vivo de certaines molécules,

en particulier de la molécule MF 29, a été é&galement

examinée.

Des promastigotes de L. major (2 x 10°) ou de L. infantum
(107) en phase stationnaire sont inoculés respectivement
par voie sous cutanée dans la patte arriére droite ou par
vole intraveineuse daﬁs la veine caudale. Les souris sont
traitées par voie iﬁ%ia—péritonéaha une fois par Jjour a
raison de 10 mg/kg dé MF 29 en solution dans un solvant

N,N diméthyl acétamide / propyléne glycol / tween 80
(1:2:1) durant 10 Jjours. L'antimoniate de meglumine
(Blucantime-Specia (marque déposée) Rhone-Poulenc, Paris,
France) contenant 85 mg d'antimoine pentavalent par ml est
administré par voie sous cutanée selon le méme schéma
thérapeutique. Le groupe contrble recoit le solvant du MF
29 et de la solution saline & 0,9 % par voie

intrapéritonéale.

Pour le modéle cutané, 1l'efficacité du traitement est
évaluée par mesure de 1l'edéme au niveau de la patte
infectée & l'aide d'un pied & coulisse électronique (réf.
56371 ; Polylabo ; Strasbourg, France), et rapportée par
rapport & 1l'épaisseur de la patte contre-latérale. Les
souris sont sacrifiées neuf semaines post-infection. Un
fragment de derme, de la rate, du fole et du ganglion
poplité drainant la lésion sont conservés pour déterminer
la charge parasitaire in situ. En ce gui concerne le modéle
de leishmaniose viscérale, le méme protocole est réalisé

sur la rate et le foie. La charge parasitaire est exprimée

par le log;y du nombre de parasites par gramme du tissu.

Ces essais montrent une forte activité du composé MF 29 sur
l'infection & L. major chez la souris Balb/c. Le traitement

entraine une réduction de la charge parasitaire hépatique
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de 96 %, de la charge splénique de 97 % et de celle du
ganglion poplité de 59 %. Dans ce méme modé&le, la molécule
de référence, le glucantime, entraine une réduction plus
faible : les valeurs s'élévent respectivement a 74,82 et 44
% (figure 2). Dans le modéle viscéral, le glucantime et le
MF 29 font preuve d'une efficacité similaire. La réduction
de la charge parasitaire au niveau du foie est de 25 et 30
% tandis qgu'au niveau de Ia: rate, cette réduction s'éléve

G

respectivement & 56 et 66¢%$bour le MF 29 et le Glucantime.

Les études in vivo, en prenant pour modéle la souris
infectée, confirment & la fois 1'effet cytotoxique
important sur la prolifération du parasite et la faible

toxicité du produit pour la souris.

L'étude des altérations morphologiques induites par le MF

29 ont également été étudiées.

~

Aprés traitement d'une heure par le MF29 & 5 pg/ml et
observation en microscopie électronique & balayage (JEOL,
ISM 6400F), les promastigotes de L. mexicana présentent de
multiples pores (voir fléches) au niveau du corps
cellulaire tandis que, contrairement & d'autres drogues

anti-tubuline, le flagelle ne semble pas perturbé [figure

3, contrble (A) et traité (B)].

Enfin, l'action anti-microtubulaire du MF 29 a é&galement
été étudiée. Il a d'abord été étudié dans un premier temps
l'altération des réseaux de microtubules de promastigote de

Leishmania aprés trailtement au MF 29.

Degs anticorps dirigés contre la tubuline o et une protéine
reliée immunologiquement & la protéine neuronale MAP,, ont

montré que (figure 3), sous l'effet de la drogue, certaines

classes de microtubules étaient désorganisées. La couronne
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de microtubules sous-corticaux était discontinue [figure 3,

contrdle (C) et traitée (D2)] et certains microtubules par

la protéine MAP, like é&taient partiellement dépolymérisés

[figure 3, contrdle (E) et traitée (F)]

La technique utilisée a consisté & fixer les parasites,
puis a les incuber en présence d'un premier anticorps
(anti-tubuline o ou anti-MAP,) toute 1la nuit, puis le
lendemain, aprés lavage, a iﬁ?@ber en présence d'un
deuxiéme anticorps dirigé contre le premier, couplé & la
biotine. Un systéme amplificateur streptavidine-peroxydase
est utilisé, puis le signal est détecté par
1'aminoéthylcarbazole. La visualisation des cellules
parasitaires est ensuite réalisée gr8ce a un microscope
reli€ & une caméra tri-CDD (Lhesa electronic system,

Rungis, France).

L'action anti-microtubulaire du MF 29 est également

comparée a celle du MF 191 et a celle de la vinblastine sur

1'ensemble des tubulines de cexrveau de beuf.

Les expériences effectuées pour mesurer la capacité de
polymérisation in vitro de la tubuline sont réalisées &
l'aide d'un spectrophotométre équipé d'un systéme de bain
circulant & 37°C et d'un chargeur de cuve automatique
permettant la mesure simultanée de plusieurs essais. La
densité optique qui augmente avec la polymérisation de
1l’ensemble des tubulines de cerveau selon Lebanski et al,
1973, que l'on induit avec le promoteur MAP, est mesurée &
345 nm toutes les trente secondes. La figure 4 montre que
le MF 29 est un faible inhibiteur de la polymérisation de
tubuline de cerveau du beuf (Figure 4C). Pour avoir une
inhibition significative (Figure 4D), 11 faut doubler la
concentration de drogue. M&me dans ce cas, cette inhibition
reste inférieure & celle produite par le MF 191 (figure 4B)

ou par la vinblastine (Figure 4A). Le MF 29 présente donc
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une action sélective d'inhibition de la polymérisation de
tubuline en agissant principalement sur la tubuline du

parasite et non sur celle de la cellule héte. ' -

Le MF29 présente donc 1l’avantage de ne pas altérer les
microtubules de mammiféres. A l’inverse d’autres
antimicrotubulaires a activité antiparasitaire  sont

agsociés & une forte toxicité sur des macrophages humains
T =B

? de cellules

mghmiféres ( taxoides, wvinca alcaloides). Paf'ailleurs, les
faibles niveaux d’activité (CI50 élevées) de ces composés
sur les formes amastigotes de Leishmania ou sur la tubuline
parasitaire indiquent 1’intérét majeur des composés ci-

dessus décrits en exemple.

Les études approfondies montrent que le mécanisme d’action
du MF 29 implique une différence d’activité selon la classe
de microtubules. Alors que la relation entre
1’hétérogénéité des microtubules et 1’action des drogues
antimicrotubulaires, tels que les tubulozoles, n’a jamais
été abordée, le MF 29 a un effet plus marqué quand des
protéines associées aux tubulines (MAP) sont liées aux
microtubules. A ce titre, 11 a été identifié pour 1la
premiére fois chez Leishmania des protéines
immunologiquement apparentées & MAP2. Connaissant le rdle
important des MAP2 dans les processus de division et de
différenciation cellulaire, le MF29 pourrait agir trés
efficacement contre ces ©processus en altérant les

microtubules MAP2-like du parasite.

L'activité anti-Trypanosoma in vivo du MF 29 a é&galement
été étudiée. Des souris sont infectées par Trypanosoma
cruzi souche péruvienne par voie intraveineuse. Quatre
jours post-infection, les souris sont traitées par le MF 209

par voie intra-peritonéale une fois par jour & raison de 10
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mg /Kg durant 10 Jjours. Le groupe contrdle recoit 1le
solvant. L’efficacité du traitement est évaluée par mesure
de la parasitémie et suivi de la mortalité. Ces essais
montrent une réduction maximale de la parasitémie au 8&me
jour. En effet, la charge est de 200 trypomastigotes par 50
champs pour le groupe traité par le MF 29 contre 680 dans

le groupe contrdle, soit une réduction de la charge

C

parasitaire &é‘70 . Au 10 éme jour, la para81tem1e5t

equlvalente'§OUr les deux groupes. Le traitement entr “e
par ailleurs un retard dans la courbe de mortalité comme
1'illustre la figure 5. Les résultats préliminaires d’une
utilisation du MF 29 & 20 mg/kg montrent une réduction
plus importante de la mortalité. Eu é€gard aux faibles doses
utilisées, des résultats satisfaisant pourraient é&tre
obtenus dans le cas de souches moins virulentes ou pour les

souches ci-dessus & des doses plus élevées.

L'activité anti- Plasmodium in vitro du MF 29 a également
été étudiée. Le MF 29 a été évalué dans un essail
d’inhibition de la prolifération de Plasmodium falciparum
(espé&ce mortelle) dans un modéle intra-érythrocytaire par
mesure de l'incorporation d'hypoxanthine tritiée. Le MF 29
montre une forte activité avec une CI50 de 0.1 pug/ml sur
une souche chloroquino-sensible (FCB1-Columbia) mais
également sur une souche résistante (souche Nigerian) a la

chloroquine.

Quelques exemples de compositions pharmaceutiques sont

encore fournis ci-aprés

Exemple A

Comprimé pour le traitement des parasitoses
Composés dosés a 10 mg de molécule active
Formule de préparation pour 1000 comprimés

MoOlécCUle aCtive .. i it ittt it e e e e e e e e, 10 g
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Amidon de blé ... ... e e e e 35 g
Amidon de Mals ... ..ttt ittt i e e et 65 g
T L o = 1 65 g
Stéarate de magnésium ........ ...t i e e 2 g
= T lg
Hydroxypropylcellulose ......... it nnnn. e 2 g
Exemple B :

Pommade destinée aujriraitement des parasitoses
Formule de préparatibn pour 100 kg
Molécule aCtivVe ... it et ittt ettt et tee e e 1000 g

Excipient en quantité suffisante pour 100 kg

L'excipient peut étre choisi dans le groupe ci-dessous
Alcools cétylique, stéarylique, isopropylique ; lanoline,
monostéréate de polyéthyléne glycol, eau distillée de

laurier cerise.

Il est bien évident que les exemples ci-dessus sont fournis
uniquement & titre d'illustration de l'invention et non a

titre limitatif de cette derniére.

La présente invention a également pour objet un procédé
d'inhibition de la polymérisation de la tubuline par mise
en contact d'un systéme tel qu'un parasite contenant de la
tubuline et induisant une maladie parasitaire avec une
quantité efficace d'un composé de formule générale I ou II

ayant la structure ci-dessus.

La présente invention a é&galement pour objet un procédé
d'inhibition de la prolifération des parasites induisant
les leishmanioses, le paludisme et les tripanosomiases,
comprenant l'administration d'une quantité
thérapeutiquement active des composés anti-microtubulaires

de formule générale I ou II décrits ci-dessus.
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La présente invention a é&galement pour objet un procédé
d'inhibition in vitro ou in vivo de la croissance et/ou de
la prolifération de parasites induisant des maladies
parasitaires telles que les leishmanioses, le paludisme et
les tripanosomiases, ce procédé comprenant la mise en
contact des parasites avec une quantité efficace d'un agent
anti-microtubulaire de formule générale I ou II apte &
inhiber la polymérisation@@élla tubuline tel que décrit ci-

dessus. Le parasite peut &tre logé chez un patient.
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1. Utilisation d'un composé de formule générale (I)

X=C
! :\‘:k:] fal 7 LN
LWz ()
<7 R X

dans laquelle
X représente un atome d’oxygéne, de soufre ou d’azote,

R représente un atome d’hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,

Z représente un atome d’hydrogéne, un halogéne, un

trifluoroalkyle inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano,

un  hydroxyle, un alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un
carboxamido, un phényle, un  phényle substitué, un
halogénophényle,

Y représente un atome d’hydrogéne, un hydroxyle, un
alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un groupe d’urée ou dérivé d’urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole i

représente
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soit le noyau phényle
soit le noyau pyridine, l’azote étant situé sur 1l’une

des 4 positions non substituées,

de ses énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses
sels d'addition a un acide pharmaceutiquement acceptable
pour la production d'un agent antimicrotubulaire actif pour
le traitement des maladies parasitaiﬁésf en inhibant au
moing partiellement la polymérisation de la tubuline du

parasite sans inhiber celle de la cellule héte.

2. Utilisation d'un composé de formule générale (I)

s
X=C
Tl (CHipn—2
(e
~ R X

dans laquelle

X représente un atome d’oxygeéne, de soufre et d’azote,

R représente un atome d’'hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,
7 représente un atome d’hydrogéne, wun halogéne, un

trifluorocalkyle inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano,

un  hydroxyle, un alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un
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carboxamido, un phényle, un phényle - substitué, un

halogénophényle,

Y représente un atome d'hydrogéne, un hydroxyle, un
alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un. groupe d’'urée ou dérivé d’urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; .est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole i représente

soit le noyau phényle
soit le noyau pyridine, 1l’azote étant sgitué sur 1'une

des 4 positions non substituées,

de ses énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses
sels d'addition & un acide pharmaceutiquement acceptable
pour la production d'un médicament incluant au moins un
agent anti-microtubulaire actif pour le traitement de

protozooses du systéme réticulo endothélial des mammiféres.

3. Utilisation d'un composé de formule générale (I) :

”
X=C

T CHn—2Z I

Y N P 12 —

hnlﬁ?l i E (iig ( )

dans laquelle

X représente un atome d’oxygéne, de soufre et d’azote,
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R représente un atome d’hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,

Z représente un atome d’hydrogéne, un halogéne, un

trifluoroalkyle ‘inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano;

un  hydroxyle, - t»un alcoxyle, un alcoxycarbonyle, uri”
carboxamido, un phényle, un  phényle substitué, un
halogénophényle,

Y représente un atome d’'hydrogéne, un hydroxyle,: un

alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un groupe d’'urée ou dérivé d’'urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole i

soit le noyau phényle

représente

soit le noyau pyridine, l’azote étant situé sur l’une

des 4 positions non substituées,

de ses énantioméres, de ses diastéréoisoméres et de ses
sels d'addition & un acide pharmaceutiquement acceptable
pour la production d'un agent anti-microtubulaire actif
pour le traitement des leishmanioses, en particulier de la

leishmaniose humaine, du paludisme et des tripanosomiases.

4. Utilisation d'un composé de formule générale (II)
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CH2— 4
Ic=o
| (1
NH
C—y
|
0

dans laquelle

Z représente un atome d'halogéne choisgi dans le groupe
constitué du chlore, du brome, de l'iode et du fluor,

Y est un substituant sélectionné dans le groupe constitué
d'un groupe éthoxy, d’un groupe -NH-CO-NH-R dans lequel R
est un hydrogéne, un groupe alkyle ou un groupe aryle, et
d’un groupe -N-R; dans lequel R; est un groupe alkyle ou un
groupe hétérocyclique,

ou de ses sels d'addition pour 1la production d'un
médicament en vue du traitement de maladies parasitaires,
en particulier de protozooses, plus particuliérement des

leishmanioses, du paludisme et des tripanosomiases.

5. Utilisation d'un composé conforme & 1l'une des
revendications 1 & 4,

dans laquelle le composé est associé & au moins un
excipient ou véhicule inerte, non toxique,
pharmageutiquement acceptable permettant son administration

par voie orale.

6. Utilisation d'un composé conforme & la revendication 5,

dans laquelle le composé se présente sous forme d'une
solution ou d'une suspension aqueuse ou & l'état sec de
comprimés nus ou enrobés, de gélules, de capsules, de

poudres.
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7. Utilisation d'un composé conforme & 1l'une des
revendications 1 a 4,

dans laquelle le composé est associé & au moins un
excipient ou véhicule inerte non toxique pharmaceutigquement
acceptable permettant son administration par voie topique
sous forme d'application cutanée, transcutanée ou

percutanée.

8. Utilisation d'un composé conforme & la revendication 7,
dans laquelle le composé est sous forme d'une pommade,

d'une créme ou d'un gel dermique.

9. Utilisation d'un composé conforme & 1l'une des
revendicationg 1 & 4, .

dans laquelle le composé est associé au moins un excipient
ou véhicule inerte non toxique pharmaceutiguement
acceptable permettant son administration par voie

parentérale, nasale ou bronchique.

10. Utilisation d'un composé conforme & l'une des
revendications 1 a 9,

dans laquelle la teneur en composé est choisie pour une
administration s'échelonnant entre 1 mg et 5 g/24 heures,

de préférence entre 1 mg et 500 mg/24 heures.
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11. Composé de formule générale (I)

X=C
it
L W ——N~——C——(CH,)n—Z I
LW Ty G (1)

dans laquelle

X représente un atome d’oxygéne, de soufre ou d’azote,

R représente un atome d’hydrogéne, un groupement alkyle

inférieur,
n vaut 0, 1, 2, 3, 4 ou 5,

Z représente un atome d’hydrogéne, un halogéne, un

trifluoroalkyle inférieur, un trifluorométhoxyle, un cyano,

un  hydroxyle, un alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un
carboxamido, un  phényle, un  phényle substitué, un
halogénophényle,

Y représente un atome d’hydrogéne, un hydroxyle, un

alcoxyle, un alcoxycarbonyle, un carboxamido, un phényle,
un phényle substitué, un phénylalkyle, un halogénophényle,
un groupe d’urée ou dérivé d’urée, un groupe -N-R; dans

lequel R; est un groupe alkyle ou un groupe hétérocyclique,

le symbole :

soit le noyau phényle

représente
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soit le noyau pyridine, 1l’azote étant situé sur 1’une

des 4 positions non substituées,

ses énantioméres, ses diastéréoisoméres et ses sels
d'addition & un acide pharmaceutiquement acceptable

a l'exception des composés dans lesquels R est un atome
d'hydrogéne, X est un atome d'oxygéne, n = 1, % est un
halogéne, Y est un substituant choisi dans" le groupe
consﬁitué d'un groupe éthoxy, d’un groupe -NHZCO-NH-R dans
leqﬁel R est un hydrogéne, un groupe alkyle ou un groupe
aryle, et d’un groupe -N-R; dans lequel R; est un groupe
alkyle ou un groupe hétérocyclique ou un sel d'addition de

celui-ci.

12. Médicament,

caractérisé en ce qu'il comprend un Supéort
physiologiquement acceptable et un composé de formule (I)
conforme & la revendication 11 ou un sel d'addition  de
celui-ci dans une quantité efficace pour traiter les
maladies parasitaires, en particulier les protozooses, de

préférence les leishmanioses.
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FIGURE 5

Activité anti- trypanosama in vitro

Tableau Il : Pourcentage de mortalité

Jour

post-infection

Controle

11 40% 30%
12 60% 80%
13 70% 100%
14 80% -

19 90%
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